UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Estudo da alfa amilase de Bacillus koreensis isolado de ecossistema aquatico da

Amazonia: clonagem molecular, expressao e caracterizacao.

ROGERIO DE OLIVEIRA NEVES

Manaus — AM
Junho de 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

ROGERIO DE OLIVEIRA NEVES

Estudo da alfa amilase de Bacillus koreensis isolado de ecossistema aquatico da

Amazonia: clonagem molecular, expressao e caracterizacao.

Tese apresentada ao Programa
de Pos-Graduacao em
Biotecnologia como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo
de Doutor em Biotecnologia.

Orientador: Dr. Spartaco Astolfi Filho

Manaus — AM
Junho de 2018



AGRADECIMENTOS

A Deus, Jesus e 0s anjos pela constante presenca em meu lar.

Aos meus pais Carmem de Oliveira Neves e Carlos Roberto Neves.

Aos meus irméos Roberto de Oliveira Neves e Robson de Oliveira Neves.
As minhas sobrinhas Camile Vitoria Neves, Livia Neves e Nicole Neves.
Ao meu filho Pablo Felipe Mendonca Neves.

Minha noiva Natalia Carvalho e sua familia.

Ao meu orientador Prof. Dr. Spartaco Astolfi Filho.

Aos meus amigos do Centro de Apoio Multidisciplinar - CAM, Laboratério de Tecnologia
do DNA, Universidade Federal do Amazonas.



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1
3.2

4.1
4.2
421
4.2.2
4.2.3
4.3
43.1

4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.4

4.5
4.6

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ecossistemas aquaticos da Bacia hidroldgica amazonica

Sistemas aquaticos e a comunidade microbiana

Enzimas

Enzimas vegetais

Enzimas animais

Enzimas microbianas

Amilases

Enzimas comerciais

OBJETIVO

GERAL

ESPECIFICOS

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras de agua

Isolamento, selecio e caracterizacio morfologica das UFC’S
Plaqueamento das Amostras de dgua

Detecc¢do da atividade amilolitica

Caracterizacdo morfoldgica

Identificacdo molecular

Extracéo, quantificacdo do DNA total e amplificagcéo do gene rRNA
16S pela PCR

Sequenciamento do gene rRNA 16S

Identificacdo molecular (gene rRNA 16S)

Construcéo da arvore filogenética do gene rRNA 16S dos isolados
bacterianos pelo método de distancia

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

Arvore filogenética do gene Amy (alfa amilase)

Otimizacao da sequéncia para a sintese quimica do gene Amy

14
16
16
17
17
18
18
19
19
20
22
22
22
23
23
24
24
24
24
25
25

26

26

26

27

28
29



4.7

4.8
4.9

4.10

411

4111
411.2

411.3

4114

4115
412

412.1
4.12.2
4.12.3
4.12.4
4.13
4.14
4.15

5.1
5.2

5.3
5.4

Transformacgao genética da bactéria DHSa com os vetores pBSK-
AMYKOR e 0 pDMUO01-GFP para a clonagem

Construcao do vetor de expressado genética pDMUO01-AMYKOR
Estudo da regulacdo do sistema de expressdo genética pDMUO1-
AMYKOR

Expressdo genética da alfa amilase pelo sistema pDMUO1-
AMYKOR em DH5a F’Iq € a precipitacdo com etanol 50%
Comparacdo das condicBes bioquimica e fisico-quimicas da
atividade das enzimas alfa amilase selvagem e a recombinante do
Bacillus koreensis isolado do rio Mamori/AM

Estudo da atividade da alfa amilase do isolado bacteriano
Velocidade da reacdo dextrinizante da alfa amilase Bacillus
koreensis selvagem

Variagdo de pH das reacdes da alfa amilase Bacillus koreensis
selvagem

Variacdo de temperatura das reacbes da alfa amilase Bacillus
koreensis selvagem

Cinética da alfa amilase do Bacillus koreensis

Estudo das parametro fisico-quimico da alfa amilase recombinante
(AMYKOR)

Velocidade da reacgédo da alfa amilase recombinante (AMYKOR)
Efeito da variacao de pH

Efeito da temperatura

Cinética da alfa amilase do Bacillus koreensis

Controle de substrato (positivo para o amido)

Branco reacional (auséncia de amido)

Determinacédo da média e desvio padréo das reacdes enzimaticas
RESULTADOS

Isolamento das UFC’s do ecossistema aquatico amazénico
Revelacdo do halo por vapor de iodo em meio de cultivo LB % com
1% de amido

Caracterizacio morfologica das UFC’s por microscopia optica

Abordagem molecular para identificar as UFC’s

29

29
31

32

33

33
33

34

34

34
35

35
35
35
35
36
36
36
37
37
37

38
39



54.1
5.4.2

5.4.3
5.4.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.8.1

5.8.2

5.9

5.10

5.11

5.11.1

5.11.2

Extracdo e amplificacéo do gene rRNA 16S pela PCR
Sequenciamento do gene rRNA 16S

Identificacdo molecular (gene rRNA 16S)

Filogenia dos isolados bacterianos dos ecossistemas aquaticos da
Amazo6nia com o uso do gene rRNA 16S

Desenho de iniciadores, amplificacdo do gene da alfa amilase (Amy)
e sequenciamento

Estudo filogenético do gene Amy do Bacillus koreensis (sequéncia de
DNA)

Otimizacao da sequéncia para a sintese quimica do gene Amy do
Bacillus koreensis isolados no rio Mamori

Transformacio genética da DHSo para a clonagem dos vetores
pBSK-AMYKOR e 0 vetor pDMUOQ1-EG17, minipreparacédo de
plasmideos, construcdo do vetor de clonagem

Transformacao genética da DHSa pelos vetores pBSK-AMYKOR e
pDMUO01-EG17 e a minipreparagio do DNA plasmidial
Construcdo do vetor de expressdo genética do gene AMYKOR
Estudo da regulacéo da expressdo do gene AMYKOR

Expressdo genéticas quantitativa do gene AMYKOR da enzima alfa
amilase

Estudo comparativo da atividade dextrinizante da alfa amilase do
extrato enzimatico do Bacillus koreensis precipitada (etanol 50%), e
a alfa amilase recombinante (AMYKOR) precipitada (etanol 50%b).
Velocidade inicial das reacbes enzimaticas da alfa amilase
precipitada com etanol 50%. Variacdo de pH e temperatura nas
reacdes enzimaticas da alfa amilase precipitadas com etanol 50%.
Determinacéo da velocidade méxima e km das reagdes enzimaticas
da alfa amilase precipitadas.

Velocidade da reagdo enzimatica da alfa amilase precipitada do
Bacillus Koreensis

Variagdo de pH das reacGes enzimaticas da alfa amilase do

precipitado Bacillus koreensis

39
40

41
41

44

45

47

48

48

49

50

50

52

52

53



5.11.3

5.11.4

5.12

5.12.1

5.12.2

5.12.3

5.13

6.2

6.3

6.4

Variacdo de Temperatura da reacdo enzimatica da alfa amilase
precipitada com etanol 50% do Bacillus koreensis

Cinética enzimatica Michaelis-Menten da alfa amilase do Bacillus
koreensis precipitada com etanol 50% (Km e velocidade maxima)
Velocidade da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitada com
etanol 50% do sistema de expressao genética pPDMUO01-AMYKOR
Variacéo do pH da reacdo enzimaticas da alfa amilase (AMY KOR)
recombinante e precipitada com etanol 50%

Variacdo da temperatura da reacdo enzimatica da alfa amilase
recombinante precipitada com etanol 50%

Michaelis-Mentem da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitado
AMYKO

Comparacdo da quantidade de enzima por mL, apds a precipitacéo
com etanol 50% da alfa amilase recombinante e a alfa amilase do
Bacillus koreensis selvagem e os parametros cinéticos da reacao
enzimatica

DISCUSSAO

Prospeccao de bactérias com potencial dextrinizante (alfa amilase)
dos ecossistemas aquaticos dos rios Negro, Solimbes e Mamori
Identificacdo molecular dos isolados bacterianos dos ecossistemas
aquaticos da Amazonia e a expressao genética da alfa amilase do
Bacillus koreensis selvagem

Construcédo do sistema de expressao genética (pDMU01-AMY KOR)
e a expressdo do gene da alfa amilase recombinante

Estudo comparativo da atividade da alfa amilase recombinante com
a alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APENDICE

54

55

57

58

59

60

62

64
64

65

66

68

70

71
77



LISTA DE FIGURAS

Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Esquema da construcdo do vetor de expressdo genética pDMUO1-
AMYKOR.

Revelacéo da atividade enzimatica da alfa amilase com vapor de iodo
sublimado dos UFC’s dos Rios Negro, Solimdes ¢ Mamori, isoladas
em meio de cultivo LB ¥ com 1% de amido (fécula de mandioca).
Isolados 100 (rio Negro), isolado 148 (rio Solimdes) e os isolados
178, 147 e 175 (rio Mamori).

Fotomicrografica de campo claro dos isolados dos ecossistemas
aquaticos dos rios Negro, Solimbes e Mamori. Isolados 100 (rio
Negro), isolado 148 (rio Solimdes) e os isolados 178, 147 e 175 (rio
Mamori).

Perfil eletroforético da extracdo de DNA total das UFC’s isoladas dos
sistemas aquaticos dos rios Negro, Solim@es e Mamori. Isolados 100
(rio Negro), isolado 148 (rio Solimdes) e os isolados 178, 147 e 175
(rio Mamori).

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,
Solim@es 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 Solimdes); Canaleta 4, isolado
100 (rio Negro); Canaleta 5, isolado 178 (rio Mamori); Canaleta 6,
isolado 178 (rio Mamori) e Canaleta 7, controle negativo da Reacéo
em Cadeia da Tag-DNA polimerase (PCR).

Quality table (PHRED) dos dados brutos do sequenciamento do gene
rRNA 16S dos isolados dos rios Negro, Solimdes e Mamori.
Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequécias de DNA
do gene rRNA 16S dos isolados dos rios Negro (100_RN) e Mamori
(178_RM e 147_RM), e com as sequéncias do gene rRNA 16S das
espécies encontradas e obtidas do banco de dados NCBI. O
alinhamento e a matriz de distancia foram calculados com o algoritmo

p-distance, com bootstrap teste de 500 repeticoes.

31

38

39

39

40

41

43



Figura 8:

Figura 9A:

Figura 9B:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Perfil eletroforético da amplificacdo do gene Amy (alfa amilase) dos
isolados dos ecossistemas aquéticos da Amazénia. Isolados do rio
Mamori (147, 178 e 175), isolados do rio Solimdes (148) e isolado do
rio Negro (100). Marcador molecular de tamanho de 1 Kb (Kb),
controle negativo (C-) para a PCR.

Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequéncias 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 varias espécies encontradas e obtidas do banco de dados NCBI.
O alinhamento e a matriz de distancia foram calculados com o
algoritmo p-distance, com bootstrap teste de 500 repeticdes.
Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequéncias de
aminoacidos do gene Amy do isolado do rio Mamori -
Amy 178(RM_seq. aa), e com as sequencias de DNA do gene Amy
das varias espécies encontradas e obtidas do banco de dados NCBI.
O alinhamento e a matriz de distancia foram calculados com o
algoritmo p-distance, com bootstrap teste de 500 repeticdes.

Analise eletroforética da digestdo do vetor pDMUO1-AMYKOR e 0
vetor pDMUOL-GFP com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI em
gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. 1, auséncia de
enzima; 2, presenca da enzima Ndel; 3, auséncia de enzima; 4,
presenca da enzima BamHlI; 5, auséncia de enzima; 6, presenca das
enzimas Ndel e BamHI; M, Ladder de 1kb; 7, auséncia de enzima e 0
8, presenca das enzimas Ndel e BamHlI.

Perfil da atividade enzimatica qualitativa da alfa amilase
recombinante com a utilizagdo de amido 1% no meio LB, além da
presenca ou auséncia de glicose 0,5%, ¢ IPTG 1 mM no estudo da
regulacdo da expressao genética do gene AMYKOR;

pL 01 - presenca de glicose 0,5% e auséncia de IPTG 1 mM.

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

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

pL 04 - auséncia de glicose 0,5% e presenga de IPTG 1 mM.

Curva de calibragéo de amido corado com solugdo FUWA.

43

46

47

49

50



Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Curva de crescimento da DHS5a F’Iq e a expressdo da alfa amilase
recombinante com indutor da expressao do operon lac 1mM de IPTG
e a Glicose 0,5%.

Velocidade inicial da Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada
com etanol 50% do extrato enzimatico.

Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% e
variacdo de pH. Foi determinado o desvio padrdo medio por reacao
enzimatica.

Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% e
variagdo de temperatura. Foi determinado o desvio padrdo médio por
reacao enzimatica.

Michaelis-Menten da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitada
com etanol 50% do Bacillus koreensis. Foi determinado o desvio
padrdo médio por reacdo enzimatica.

Duplo Reciproco da atividade enzimatica da alfa amilase precipitada
com etanol 50% do Bacillus koreensis. A cada reacdo enzimatica foi
determinado o desvio padrao médio.

Perfil da velocidade inicial da atividade enzimética da alfa amilase
recombinante (AMYKOR) precipitada com etanol 50%.

Alfa amilase recombinante (AMYKOR) precipitada com etanol 50%
e variacdo de pH. Foi determinado o desvio padrdo médio por reacao
enzimatica

Alfa amilase recombinante (AMYKOR) precipitada com etanol 50%
e variacdo de temperatura. Foi determinado o desvio padrdo médio
por reacdo enzimatica.

Michaelis-Menten da reacdo enzimatica da alfa amilase recombinante
(AMYKOR) precipitada com etanol 50% do Bacillus koreensis. Foi
determinado o desvio padrdo médio por reacdo enzimatica.

Duplo Reciproco da atividade enziméatica da alfa amilase
recombinante  (AMYKOR) precipitada com etanol 50%. Foi

determinado o desvio padrdo médio por reacdo enzimatica.

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Representacdo geografica dos pontos de coletas de amostras de
agua dos rios Negro, Solimdes e Mamori, nos periodos de maio e
agosto de 2015.

Iniciadores desenhados para amplificar o gene Amy da alfa
amilase das Bacillus koreensis do rio Mamori.

Iniciadores desenhados para amplificar o gene Amy da alfa
amilase das Bacillus koreensis do rio Mamori.

Isolamento total de UFC’s com a capacidade de hidrolisar o

amido dos rios Negro, Solim&es e Mamori, no periodo de maio e
agosto de 2015.

Sequéncia de aminoacido do gene Amy do Bacillus koreensis (rio
Mamori).

Pardmetros da atividade enzimatica da alfa amiliase
recombinante e a alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem,

precipitadas com etanol 50.

23

27

28

37

48

63



RESUMO

A regido amazonica possui uma imensa Biodiversidade de ecossistemas aquaticos do planeta
e varias vias bioquimicas nestes ecossistemas aquéticos, atuando na reciclagem do carbono
organico, tal como, a alfa amilase. Para isto, o objetivo deste trabalho foi isolar bactérias
amiloliticas dos ecossistemas aquaticos da Amazénia, selecdo de um bom produtor de alfa
amilase, clonagem e expresséo do gene da alfa amilase (Amy). Com o proposito de isolar as
unidades formadoras de colonias (UFC’s) e identificar a atividade enzimatica amilolitica
qualitativa e quantitativa, além de, clonar o gene AMYKOR da alfa amilase e expressar em
E. coli. A mostras de agua foram coletadas nos rios Negro, Solimdes e o Mamori, e
posteriormente, foram identificados clones com a capacidade de hidrolisar amido. A seguir,
foi extraido do DNA total das bactérias amiloliticas para amplificacdo dos genes de RNA
Ribossomal 16 S e do gene de alfa-amilase para identificacdo taxondmica molecular. As
analises das sequéncias mostraram ser Bacillus koreensis o isolado melhor produtor de alfa-
amilase. Subsequentemente, foi enviado para a sintese quimica a sequéncias 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 agitacdo a 30°C e 37°C respectivamente. A células foram retiradas por centrifugacao 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 caracterizacdo bioquimica mostraram que
tanto a enzima natural como a recombinante apresentaram pH 6timo igual a 6 e temperatura
6tima de 60 °C, para ambas as enzimas estudadas. Verificamos o0s parametros da cinética
enzimatica aparente de Km de 4,8 mg/mL e a velocidade méaxima aparente de 2,6 mg™. mL-
1 minuto da alfa amilase recombinante, bem como, os parametros da cinética enzimatica
aparentes de Km aparente de 4,0 mg/mL e a velocidade méaxima aparente de 2,3 mg*. mL™*
. minuto™ da alfa amilase selvagem do Bacillus koreensis. Pode-se verificar que tanto a alfa
amilase natural como a recombinante apresentaram temperaturas 6timas, pHs 6timos e
parametros cinéeticos similares. Esses parametros indicam que a enzima tem potencial para
uso industrial.

PALAVRAS-CHAVE: Bacia Amazobnica, rio Negro, rio Solimdes, rio Mamori, Vetor
pDMUOL1 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, Solim&es 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 mgt. mL. minute? of the recombinant alpha amylase, as well as
apparent enzyme Kkinetics parameters of apparent Km of 4.0 mg / ml and the apparent
maximum rate of 2.3 mg™. mL?. minute 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, Solimdes river, Mamori river, Vector pDMUO1
and AMYKOR.



1. INTRODUCAO

O bioma amazénico com imensa fauna, flora e os ecossistemas aquaticos é definido
como uma das a maiores biodiversidades do planeta. Neste ecossistema, a 4gua € um dos
fatores mais importantes, pois participam da dindmica da vazdo de rios e lagos, quando
ocorre precipitacao 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 areas
varzeas ao rio. Além disso, todo o sedimento em suspensdo, presente na massa de agua, sdo
levados para os maiores afluentes do rio Amazonas (Sioli, 1951; Borén e Giudice, 2008).

As terras planas alagadas e areas em torno, séo utilizadas para o cultivo de mandioca,
que € a base da alimentacdo da populacdo regional (Cravo et al., 2002), boa parte da
producdo agricola de mandioca é utilizada para a producdo de farinha. Com isso, geram
residuos provenientes da parte de caule, casca e amido. Esses residuos amilaceo, oriundos
da producéo de farinha, séo carregados pelo processo de lixiviagdo, e quando acessam os
ecossistemas aquaticos, induzem a divisdo e o crescimento celular de populaces de
microrganismos pelo processo de bioestimulagdo, por consequéncia da decomposicdo da
matéria organica e assimilacao do carbono organico presente nos residuos, além de causar o
desequilibrio e alteragdes na composic¢do das comunidades bacterianas (Fernandes Janior e
Cereda, 1996; Azevedo & Farjalla, 2010). A respeito disso, tais mecanismos ativam as
principais vias metabodlicas voltadas para a expressdo genética das enzimas da familia
amilolitica.

As enzimas amiloliticas sdo amplamente distribuidas nos ecossistemas e atuam na
reciclagem do carbono orgénico, com a hidrolise das ligagdes a-1,4-O-glicosidicas e
ligacdes a-1,6-O-glicosidicas presente na composi¢éo estrutural do amido (Fukusumi et al.,
1988). O granulo de amido de mandioca é composto por amilose e amilopectina, além da
presenca de grupo fosfato, proteinas e lipideos (Jobling, 2004; Denardin & Silva, 2009;
Polizeli & Silva, 2016). Dentro do contexto, as enzimas glicosideo-hidrolases sao
classificadas em endoamilases e exoamilases, quanto ao mecanismo de agéo, substrato
hidrolisado, ligagdo quimica que compdem a estrutura do substrato e o reconhecimento pela
enzima do grupo quimico (Lin et al., 1997). As endoamilases sdo compostas por alfa
amilase, CGTase e pululanase, que clivam ao acaso as liga¢Ges glicosidicas no interior da
molécula, enquanto as exoamilases sdo constituidas pelas B-amilase, glicosidase, que

hidrolisam a molécula a partir de uma extremidade nao redutora (Surmely et al., 2003).
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A alfa amilase (E.C 3.2.1.1.), pertencente as endoamilases, sdo caracterizadas por
apresentarem propriedades cataliticas, com a quebra de ligagdes alfa-glicosidicas do amido
em glicose (menor frequéncia) e pequenos oligossacarideos glicosil (alta frequéncia) com
varios graus de polimerizacdo e ramificacdo (Yang et al., 2012). As alfas amilases possuem
a estrutura (B/a)8 ou barril TIM, evidenciadas nas familias GH-70 e GH-77 das glicosideo-
hidrolases, além da subfamilia glicosil hidrolase 13. Sdo produzidas por varios géneros de
fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Aquelas produzidas por bactérias como Bacillus
sp., com aplicacdo comercial, sdo as mais estudadas por apresentarem caracteristicas
desejaveis, como a termoestabilidade (Pandey et al., 2000). Além da utilizacdo para a
modificacdo de produtos industriais, compoem produtos nas industrias farmacéutica, téxtil,
alimentacdo humana e animal, producdo de detergente, bebidas fermentaveis e destiladas
(Polizeli & Silva, 2016).

A producéo de alfa amilase extracelular, a partir de microrganismos selvagens ou
recombinantes, ocorre devido a secre¢do da enzima para o meio liquido e sélido durante o
processo fermentativo, facilitando a sua purificacdo. 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 residuos de cascas de
mandioca. J& via recombinante, Onodera et al., (2013) analisaram, expressaram e
caracterizaram a alfa amilase de Haloarcula japodnica enquanto que Yang et al., (2012)
obtiveram a alfa amilase por meio de clonagem, expressdo e caracterizacdo de Bacillus
subtilis.

Diante disto, 0 mercado mundial de enzimas é promissor em consequéncia da forte
demanda para a substituicdo dos catalizadores quimicos pelos biodegradaveis (Monteiro &
Silva, 2009). Portanto, a finalidade deste trabalho é realizar a bioprospeccdo na
biodiversidade bacteriana dos ecossistemas aquaticos da Amazodnica da enzima alfa amilase,

com o propésito de viabilizar a producdo de enzimas recombinantes na Amazonia.
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2. REVISAO DE BIBLIOGRAFICA
2.1 Ecossistemas aquaticos da Bacia hidroldgica amazodnica

A bacia Amazonica é a mais densa rede fluvial do mundo, com cerca de 7x10° Km?
de extensdo e vazdo de 209.00 m3/segundo (Moreira-Turcq et al., 2003). Sua formacéo
iniciou por volta de 10.000 a 12.000 anos atras, com base no C** (Maslin et al., 2000). Esta
bacia hidrogréfica escoava toda a massa de &gua drenada da regido Amazbnica para o
Oceano Pacifico, ap6s a elevacdo da cordilheira dos Andes, por volta de 65 milhdes de anos
atras, em consequéncia do choque das placas tectdnicas, o curso da bacia hidrogréafica da
Amazonia foi alterado para o ocidente, Nesse sentido, a massa de agua drenada da bacia
Amazonica é escoada para 0 Oceano Atlantico, portanto, a bacia hidrografica da Amazonia
fornece 20% de toda dgua doce que chega nos oceanos e mares, além de compor a maior
biodiversidade de ecossistemas aquaticos do mundo, com a composi¢do de ecossistemas de
agua branca, cristalina e preta (Sioli, 1951; Borén e Giudice, 2008), sendo formado por um
incontavel nimero de igarapés, riachos, corregos, varzeas alagadas e rios (Sioli, 1951, 1975,
1976, 1984).

Os rios amazénicos sdo classificados de acordo com suas propriedades fisicas e
quimicas. De acordo com Sioli (1951, 1975, 1976, 1984), as massas de aguas da bacia
Amazonica que compdem os rios foram classificadas como aguas claras, brancas e pretas.

Os rios de agua branca apresentam aguas turvas, com coloracdo barrenta e
transparéncia entre 0.10 e 0.50 m. Nasce na regido Andina ou Pré-Andina, carregando altas
cargas de sedimentos em suspensdo devido a erosdo do solo nas cabeceiras e a sua
concentracdo de sedimentos é de 0,1 g/L. O pH destes rios é quase neutro, com variacdo de
6.5 a 7.0. Segundo Moreira-Turcq et al. (2003), no periodo de abril de 1996, a concentracao
total de solidos suspensos (TSS) na sub-bacia de aguas brancas foi de 7.5 mg/L e em julho
houve um aumento no TSS, apresentando 22.7 mg/L. S&o exemplares destes rios o Solimdes-
Amazonas, Madeira, Purus, Jurua, entre outros (Santos & Ferreira, 1999).

Os rios de agua clara apresentam aguas de coloracdo verde a verde-oliva e
transparéncia entre 1.10 a 4.50 m. Eles nascem nos macicgos pré-cambrianos das Guianas e
do Brasil central e devido a presencga do relevo mais regular, oferecem pouca possibilidade
de erosdo. O pH destes rios varia entre 4.5 a 7.0. Como estas regides contém as estacdes de
seca e chuvosa bem definida, estes rios carregam material organico ou inorganico em
suspensdo em quantidade apreciavel no periodo chuvoso. A concentragdo média do total de

solidos suspensos € 7.2 mg/L do rio Tapajos e Xingu e para o rio Trombetas a média € 8
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mg/L (Moreira-Turcq et al., 2003). Sdo exemplares os rios Tapajds, Xingu, Trombetas, entre
outros (Santos & Ferreira, 1999).

Os rios de agua preta apresentam colora¢do marrom e transparéncia entre 1.30 a 2.90
m. Nasce nos escudos da Guiana e do Brasil central onde o relevo é suave e 0s processos de
erosdo sao poucos intensos e reduzidos pela densa mata pluvial e a carga de sedimento é
baixa e com a auséncia de calcio e magneésio na formacgdo geoldgica. As aguas sdo acidas
com o pH entre 3.0 a 5.0 e ha pobreza em sais minerais. A coloracdo escura é provocada
pela decomposicdo de material organico produzindo pelas florestas, resultando em varios
produtos sollveis como os &cidos humicos e fulvicos. Sdo exemplos os rios: Negro, Uatumg,

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

2.2 Sistemas aquaticos e a comunidade microbiana

Os lagos, rios e as varzeas, que constituem a bacia hidrolégica amazoénica € um dos
nichos mais importante para a decomposicdo de matérias organicas de origem animal e
vegetal, resultante das varias vias bioquimicas ativas das comunidades de bacteriumplancton
encontradas nestes ecossistemas de agua doce, da maior biodiversidade do mundo, a
Amazobnia. Nesse sentido, foram encontrados nos sistemas aquéaticos dos rios Negro e
Solimdes, uns dos principais afluentes do rio Amazonas pelo estudo das comunidades de
bactérias através da abordagem molecular, que possivel acessar o gene rRNA 16S, sem a
necessidade de isolar as bactérias, e amplificar e sequenciar o gene rRNA 16S, de modo que,
foi possivel identificar as comunidades bacterianas dos ecossistemas aquaticos em nivel de
género bacteriano (Neves, 2013). Através da abordagem molecular foi possivel encontrar
bactérias descritas na literatura de decorréncia em ecossistemas terrestres que atuam nas vias

biogeoquimicas e na reciclagem do carbono organico.

2.3 Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas predominantemente proteica, fundamental a qualquer
ser vivo, pois aceleraram as reages quimicas que matem e regulam 0s processos vitais e s&o
encontradas no universo extracelular e intracelular, com isso, a aten¢do destinada &s enzimas
foram intensificadas, a partir de meados do século XX. De modo que, avangaram as
pesquisas tecnologicas e cientificas em areas como a bioquimica, subsequentemente, foram
extraidas de células ou recuperadas de meios de cultivos microbioldgico, além serem

utilizadas em bioprocessos industriais.
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A parti da utilizagdo das enzimas em bioprocessos industriais, houve grande procura
por enzimas para a aplicagdo industrial, de tal forma que, foi intensificado a produgéo de
enzimas industriais, a comercializacdo e a substituicdo de catalizadores quimicos por
enzimas, devido as condi¢des brandas de pH e temperatura, em que estas macromoléculas
geralmente atuam. O uso de enzimas pode reduzir os custos de producgéo e reverter em
beneficios econdmicos como consequéncia da reducao de tempo e de energia utilizada para
transformacdo da matéria prima em produto, assim como, o aumento da vida atil dos
equipamentos que ndo precisardo ser submetidos a altas pressdes e temperatura evitando a
corrosdo dos mesmos. Portanto, 0 uso de enzimas em bioprocessos industriais reduz a
toxicidade dos rejeitos industriais que compromete o equilibrio dos ecossistemas do plante,
além de reduzir a carga poluidora dos afluentes industriais e auxiliar a rapida degradacao

dos compostos sélidos proveniente da atividade industrial.

2.4 Enzimas vegetais

Os seres vivos sdo produtores de enzimas, alguns em grande quantidade e outras,
principalmente aqueles envolvidos em mecanismos regulatérios, em menores concentracoes.
As enzimas de origem vegetal que apresentam significante importancia industrial e
comercial, e cuja a aplicacdo, ja estd consolidada em diversas industrias, sdo as proteases
papaina, bromelina (Franga-Santos et al., 2009; Ferreira, et al., 2011) e ficina e as amilase
de cereais. A maioria das enzimas vegetais € comercializada em preparacfes brutas, mas a
papaina e a bromelina sdo também comercializadas puras.

Deste modo, a regularidade e suprimento mundial de papaina, nos dias atuais, assim
como, a flutuacdo do preco deste produto é consequéncia de varios fatores. Visto que a
producdo de enzimas de origem vegetal depende das condi¢Ges de plantio, que envolvem
desde o preparo do solo, a médo de obra, as condigdes ambientais e as politicas agricolas
nacionais e internacionais. Estes fatores sdo os principais motivos para o baixo nimero de
enzimas vegetais comercializadas, entretanto, as técnicas no futuro de cultura de células
vegetais, ampliadas para biorreatores industriais poderdo resolver a deficiéncia da produgédo

de enzimas de células vegetais.

2.5 Enzimas animais
As enzimas extraidas de tecidos animais encontram barreiras na produc¢éo industrial,
sendo algumas delas extraidas de células vegetais, além da, legislacdo que regula a atividade

agroindustrial e pecudria, da extracéo do tecidos e glandulas animais as enzimas, para evitar
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a transmissdo de virus que ocasionalmente pode infectar os rebanhos e as preparagdo
enzimética. Assim sendo, produtor de enzimas de origem animal de ter um certificado que
ateste as condicdes fitossanitarias do rebanho. Muitas enzimas podem ser extraidas de
tecidos animais, tais como pepsina, quimiotripsina, tripsina, elastase, lipase, hialuronidase e

catalase, mas poucas sao utilizadas industrialmente.

2.6 Enzimas microbianas

A producéo de enzimas microbianas, diferente das enzimas vegetais e animais, ndo
depende das intempéries climéaticas, uma vez que sdo produzidas por biorreatores e as
condicGes de cultivo sdo finamente controladas por monitores eletrénicos. Como também,
adicionando a este fato a enorme biodiversidade de microrganismos disponiveis nos mais
variados ecossistemas terrestres, aquaticos e atmosféricos, sendo que o habitat onde vive o
microrganismo e as condi¢Ges sdo fundamentais para a prospeccdo das macromoléculas
adaptadas a estas condicGes, de tal forma que, microrganismos extremofilos sdo fonte de
enzimas que atual em condicGes extremas de temperatura, pH, concentracdo de sais e pressao
acima das convencionais, e as enzimas comercializadas sdo proteases bacterianas (Lima et

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

2.7 Amilases

No século passado surgiu uma grande industria de processamento de amido, 0
trabalho pioneiro para a hidrolise do amido que utilizavam &cido, no entanto, este processo
ndo era econdmico, além de ser altamente poluente e o rendimento de glicose era muito
baixo e a purificacdo do produto final por cromatografia. Na década passada, foi modificado
0 processo de hidrolise acida do amido pela hidrolise das reacdes enzimaticas, denominadas
de amilase ou enzimas conversoras de amido. Estas enzimas amplamente utilizadas para a
producdo de maltodextrinas, amidos modificados, e xarope de glicose ou frutose.
Atualmente, estas enzimas compreendem 30% da producdo mundial de enzimas.

O grande numero de amilase pertencente a cld GH-H que inclui trés familias de
glicosil transferase (GH-13, GH-70 e GH-77) e compartilham a estrutura de barril (o/B)g, @
hidrolise ou formacéo de ligacdo glicosidicas na conformacédo e a conservacdo de certos
residuos de aminoacidos no sitio catalitico, foram encontrados 21 tipos de reagdes diferentes
e produtos especificos sdo encontrado nesta familia, portanto, a estrutura de 25 membros
desta familia foi determinado por cristalografia a interacdo do substrato ou produto e o

papel de diferentes aminoacidos encontrados proximo e no centro do sitio ativo.
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O amido, um dos polissacarideos mais importante da natureza, é o produto de reserva
de muitas plantas economicamente importante como trigo, arroz, milho, mandioca e batata.
E constituido por residuos de a-D-glicose unidos uns aos outros por ligacdes glicosidicas.
Existe dois tipos de polimeros presentes no amido tais como amilose e amilopectina. A
amilose é um polimero do tipo linear composta por até 6000 residuos de glicose ligados por
ligagdes glicosidicas a-1,4. Ja amilopectina consiste de pequenas cadeias lineares de 10 a 60
residuos de glicose unidos por liga¢des a-1,4 e de cadeias laterais de cerca de 15 a 45
residuos unidos por ligac¢do a-1,6 (Said & Pietro, 2014).

As enzimas amilases séo classificadas em quatro tipos de enzimas conversoras de
amido: endoamilases, exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases. As
endoamilases sdo enzimas capazes de quebrar liga¢des glicosidicas a-1,4 das cadeias de
amilose ou amilopectina. As exoamilases hidrolisam ligagdes glicosidicas a-1,4 ¢ a-1,6. As
desramificadoras quebram exclusivamente ligagdes glicosidicas a-1,6 e as transferases
hidrolisam ligagdes glicosidicas a-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador
para um aceptor glicosidica formando uma nova ligacdo glicosidica (Said & Pietro, 2014).
As amilases podem ser encontradas em diversos organismos e estdo entre as mais
importantes enzimas usadas com a finalidades industriais.

Dentre as enzimas de fonte microbiana, a alfa amilase € uma das mais produzidas
industrialmente pela demanda das industrias farmacéutica em andlises clinicas, téxtil para a
remocao de goma de amido do tecido de algodao, alimenticia, industria de papel celulose,
detergentes e etanol (Gupta et al., 2003; Monteiro & Silva, 2009).

2.8 Enzimas comerciais

Mundialmente, a producdo de enzimas cresce cerca de 6,3% ao ano baseado na
demanda do mercado mundial consumidor, destacando principalmente os paises China e
india, como os maiores consumidores de produtos enzimaticos, nos quais movimentaram
uma quantia de US$ 7 bilhGes em 2017 (The Freedonia Group). Sendo que o Brasil,
movimentou em torno de US$ 147 milhdes em 2005 que representa 3,7% do mercado
mundial, e ainda somos dependentes da producdo de enzimas industriais, para este periodo
importamos 86% e exportamos 14% de enzimas industriais, indicando o atraso no
desenvolvimento e producdo de enzimas especiais (enzimas para a pesquisa, enzimas
terapéuticas e enzimas para diagndsticos) e industriais (biocombustiveis, papel e celulose,

téxtil, alimentacdo humana e animal, detergentes) (Monteiro & Silva, 2009).
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As enzimas sdo utilizadas mundialmente para a producdo de diversos produtos
industriais fazendo parte da composicdo ou empregadas para a obtencdo do produto.
Antigamente a obtencdo de enzimas era a partir de tecidos animais, vegetais e fontes
microbianas selvagens. A enzima de fonte microbiana é amplamente utilizada por ser de
facil obtencdo, sua producdo independente de fatores sazonais, com a possibilidade de
utilizar residuos agroindustriais de baixo custo, aplicando a otimizagdo do processo
fermentativo e obtendo um elevado rendimento da producdo de enzimas, através do uso de
microrganismo naturais e/ou recombinante (Monteiro & Silva, 2009).

Portanto, a biodiversidade bacteriana dos ecossistemas aquaticos na regido
Amazonica abriga uma diversidade de biomoléculas pouco estudada, o que torna necessario
mais estudos buscando suas potencialidades em aplicacbes biotecnoldgicas, levando a
possibilidade do desenvolvimento de bioprocessos sustentaveis ecologicamente, para a
futura substituicdo das tecnologias classicas e poluidoras, por processos com menor acdo

impactante ao meio ambiente.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Isolar bactérias amiloliticas dos ecossistemas aquaticos da Amazonia, sele¢do de um

bom produtor de alfa amilase, clonagem e expressdo do gene da alfa amilase (Amy).
3.2 ESPECIFICOS

Isolar unidades formadoras de col6nias (UFC’s) em meio seletivo dos rios Negro, Solimdes

e Mamori.
Selecionar isolados bacterianos com capacidade de hidrolisar amido.

Classificar taxonomicamente os isolados bacterianos por meio das sequéncias 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 METODOS
4.1 Coleta de amostras de agua

As coletas de amostras de agua foram realizadas nos periodos de maio e agosto de
2015 no rio Negro, porto do CEASA (BR319) em direcdo ao encontro das aguas, e ap6s o
encontro das &guas dos rios Negro e Solimdes, prosseguiu-se a coleta no rio Solimdes até a
margem do porto do Careiro da varzea/AM (BR319). Subsequentemente, foram coletadas
amostras de &gua em agosto de 2015 no rio Mamori, afluente do rio Madeirinha préximo da
cidade de Altazes/AM (tabela 1). Este nicho aquatico, foi escolhido para o isolamento de
bactérias, por consequéncia, da alta producéo de farinha de mandioca artesanal amplamente
praticada pelos ribeirinhos ao longo do rio Mamori. Consequentemente, os residuos da
producdo de farinha de mandioca sao descartados no rio Mamori, impactando o ecossistema

aquatico do rio Mamori, pela alta taxa de residuos amilaceos.

Tabela 1: Representacdo geografica dos pontos de coletas de amostras de agua dos rios

Negro, Solimdes e Mamori, nos periodos de maio e agosto de 2015.

Ponto Referéncia Geografica Local
RNO1 S 03°06°05.5” — W 059° 58°26.4” Negro
RNO2 S 03°07°59.1” — W 059° 55°31.9” Negro
RNO3 S 03°08°04.8” — W 059° 54°21.7” Negro
RNO04 S 03°08°04.8” — W 059° 54°21.7” Negro
Soliol S 03°08°21.7” — W 059°54°15.5” | Solimbes
Soli02 S 03°09°01.9” — W 059° 54°18.9” | Solimbes
Soli03 S 03°09°34.1” — W 059° 54°13.6” | Solimbes
Solio4 S 03°09°46.6” — W 059° 54°10.1” Solimdes
Soli05 S03°10°24.4” — W 059° 54°02.1” Solimoes
RM S 3°38°43.44” — O 59°37°53.39” Rio Mamori

Para a coleta de agua foi utilizado uma garrafa coletora de PCV (Poli Cloreto de
Vinila) com dimensdes de 10 cm de didmetro e 50 cm de comprimento afixada a um peso
nautico 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 sédio 0,2% e

posteriormente lavadas com agua destilada e alcool 70%. A coleta e transporte de material
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biologico foi autorizada pelo registro no SISBIO, Ministério de Meio Ambiente, sob nimero
43846-1, no periodo de 2014 a 2015.

Ap0s as coletas, as amostras foram transportadas para o laboratorio de Tecnologia de
DNA, Centro de Apoio Multidisciplinar — CAM, Instituto de Ciéncias Biologicas —ICB,

Universidade Federal do Amazonas — UFAM e em seguida processadas.

4.2 Isolamento, seleciio e caracterizacio morfolégica das UFC’S
4.2.1 Plagueamento das Amostras de agua

Foram semeadas 50 pL de amostras de d&gua em meio de cultivo sélido LB (Laurie
& Bertani) 1/4 com 1% de amido (fécula de mandioca). As placas de Petri foram incubadas
a 30 °C por 24 horas. Apo6s o crescimento, cada UFC foi repicada por estrias de esgotamento

até a purificacao das col6nias.

4.2.2 Deteccao da atividade amilolitica

Quanto ao crescimento celular, os isolados bacterianos foram revelados com vapor
de iodo sublimado em Capela de Exaustdo com Fluxo de ar, os halos formados pela atividade
da enzima secretada no meio de cultura foram mensurados com o uso de paquimetro,
mensurando também, os didmetros das col6nias (Hankin & Anagnostakis, 1976).

O método utilizado para determinar a atividade enzimatica, foi a operacdo
matematica de divisdo do didmetro do halo da atividade enzimaética (dividendo), pelo
diametro da coldnia (divisor), de tal forma que, podemos determinar os indices enzimaticos,
e os valores maiores ou iguais a 2, foram determinantes para a selecdo das bactérias com
maior atividade amilolitica das Unidades Formadoras de Col6nias — UFC’s. Os isolados
positivo para a hidrolise do amido foram criopreservados em Glicerol 50% a - 80 °C (Heylen
et al., 2012; Scussiato et al., 2014).

4.2.3 Caracterizacdo morfoldgica

Dentre as col6nias isoladas, foram selecionados cinco isolados que apresentaram
indice enzimatico (I.E.) igual ou superior a dois (2), para prosseguir com o trabalho de
caracterizagdo morfologica.

Para a caracterizacdo da morfologia bacteriana, foi utilizada a técnica de microscopia
Optica, com o auxilio dos corantes cristal de violeta, lugol e a safranina, foi possivel melhorar
0 ajuste do contraste, de tal forma que, facilitou a visualizacdo da morfologia das bactérias,

além da coloracgéo de Gram.
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4.3 ldentificagdo molecular
4.3.1 Extracao, quantificacdo do DNA total e amplificagéo do gene rRNA 16S pela PCR

Os isolados escolhidos pela atividade enzimatica qualitativa, foram semeados em
meio liquido LB ¥ (Laurie & Bertani) e incubados a 30 °C, por 18 horas, em 150 rpm, logo
apos, foram centrifugados a 12000 rpm a temperatura ambiente para a formacao do pellet
celular, em seguida, foi removido o meio de cultivo liquido e os pellets celulares foram secos
a temperatura ambiente para extragdo do DNA total.

Em seguida, foi utilizado o método Fenol/Cloroférmio para extracdo 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 Etidio (Sambrook et al., 2001), além da,
quantificacdo da massa de DNA total (ng/uL) por espectrofotometria (Nanodrop®).

Apos a caracterizacdo e quantificagdo, o DNA total foi diluido em concentracéo de
60 ng/uL e para a reagdo da PCR, foi montado uma outra diluigdo, 30 ng/uL. Desta diluig&o,
foi transferido 2 uL de DNA e 3 uL de agua Millig autoclavada para a reacdo da PCR.

Para a técnica da Reacdo em Cadeia da Tag-DNApolimerase, foi utilizado 25 uL de
volume final por reacdo, dentro do contexto, foi montado o mix de 20 pL por reacdo da PCR
com o tampdo de reacdo 1X, Cloreto de Magnésio (MgCL2 - 2,5 mM), dANTP’s 2,5 mM,
iniciadores Forword (F — 0,2 pmols/pL) e o Reverse (R — 0,2 pmols/pL) desenhados pelo
grupo de pesquisa CAM/UFAM e com a enzima Tag-DNApolimerase 0,3 Unidades/25 pL,
por fim, foram montadas 5 reacdes por amostras com o volume final de 125 L.

As reacdes 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 desnaturacdo do
DNA, para o anelamento dos iniciadores ao DNA, foi reduzida a temperatura para 58 °C por
1 minuto e a fase de extensdo, foi de 72 °C por 40 segundos, no final dos 36 ciclos, foi
utilizado a temperatura de 72 °C por 2 minutos.

Subsequentemente, a amplificacdo do gene rRNA 16S, foi montado o sistema de
eletroforese Tris-Acido Borico-EDTA 1X, logo foi aplicado 100 uL de Amplicons do gene
rRNA 16S no gel de agarose 0,8% a 90 Volts por 4 horas e corado com Brometo de Etidio.
Posteriormente a migracdo do DNA no gel de agarose, foram excisados do gel de agarose 0s
Amplicons. Em seguida, foi utilizado o Kit de purificacdo de DNA do gel de agarose,
seguindo a orientac&o do fabricante (illustra™ GFX™ 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
amplificacdo pela técnica de PCR da sequéncia molde (Amplicons do gene rRNA 16S dos
isolados bacterianos). Neste procedimento, foi utilizado 2uL. do produto da PCR a [50 ng/
pL] e 1,5 pL do Kit Dye, que contém as bases nitrogenadas (guanina, citosina, guanina e
adenina) marcadas com cromaforos distintos, além de ¥ das bases nitrogenadas do Kit Dye
sdo terminadoras de transcricdo e foram utilizados para paralisar a reacdo da Tag-DNA
polimerase gerando fragmentos de DNA de varios tamanhos, e logo foi utilizado 1 pL de
primer e 5 pL de &gua, para um volume final de 10 pL para a reacéo de sequenciamento.

As sequéncias de DNA amplificadas de varios tamanhos foram aplicadas no
sequenciador (Applied Biosyzers, serie 3500) e os dados brutos obtidos ap6s o
sequenciamento, foram analisados com o uso de ferramentas de bioinformatica e as bases
nitrogenadas nomeadas. Esses softwares sdo responsaveis por transformar os dados brutos
em sequencias de DNA, além de predizer a qualidade de cada base da sequéncia.

As sequéncias foram nomeadas e a qualidade das bases foram calculadas de acordo
com o algoritmo PHRED, submetidas ao programa localizado no endereco
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ [20/10/2017] (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria— EMBRAPPA).

4.3.3 Identificacdo molecular (gene rRNA 16S)

Apos o sequenciamento do gene rRNA 16S e predicdo das sequéncias de DNA pela
ferramenta de bioinformatica PHRED, as sequéncias foram enviadas para a plataforma de
bioinformética localizada no National Center for Biotechnology Information — NCBI

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

(Basic Local Alignment Search Tool, [20/10/2017]), foram comparadas as sequéncias do
gene rRNA 16S com as sequéncias 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 Construcdo da arvore filogenética do gene rRNA 16S dos isolados bacterianos
pelo método de distancia

O algoritmo de distancia-p, foi escolhido para calcular a distancia evolutiva entre as
sequéncias obtidas pelo sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados dos rios Negro,

Solimdes e Mamori, além de calcular a proximidade entre os pares de sequéncias dos
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isolados. Estes metodos sdo baseados em uma matriz de distancia evolutiva que calcula a
distancia entre sequencias de DNA e aminoacidos.

O modelo de arvore escolhido para prosseguir com o trabalho da tese, apos o célculo
da matriz de distancia, foi o agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining), este algoritmo
heuristico calcula a evolu¢do minima ente as OTUS (Unidades Taxonémicas Operacionais)
analisadas, onde a evolucdo minima esta contida a cada passo da andlise, produzindo uma
unica arvore no final do processo de analise (Lim et al., 2006).

O alinhamento local das sequéncias do gene rRNA 16S dos isolados dos rios Negro,
Solimdes e Mamori, foi com o uso da ferramenta de bioinforméatica Clustal W2,
subsequentemente, foi utilizada a ferramenta de bioinformatica MEGA X, para o céalculo das
distancias entre as sequéncias, a confec¢do da matriz de distancia e a construcdo da arvore

filogenéticas dos isolados dos rios Negro, Solimdes e Mamori.

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

O desenho foi iniciado com o estudo das 5 sequéncias do gene da alfa amilase do
Bacillus Koreensis e 1 sequéncia do Cytophaga s.p. e 1 sequéncia do Anoxybacillus s.p. e as
sequéncias estdo depositadas no National Center for Biotechnology Information — NCBI,
logo depois, foi criado um arquivo com as 7 sequencias e com o auxilio do programa
ClustalW foram alinhadas localmente, ap6s o alinhamento foram desenhados trés pares de
iniciadores, classificados de Forword: os iniciadores NV1A anela na posicao entre 121 pares
de base (pb) a 144 pb; NV1B anela na posicdo entre 145 pb a 163 pb e 0 NV1C anela na
posicao entre 797 a 819. Os iniciadores Reverse foram classificados de NV2A e anela na
posicdo entre 1541 pb a 1561; NV2B anela na posicao entre 1519 a 1540 e o NV2C anela
na posicdo entre 797 a 819 (Tabelas 2 e 3). Logo apds, os desenhos foram enviados para a

empresa Exxtend Biotecnologia Ltda., para a sintese quimico dos oligonucleotideos.

Tabela 2: Iniciadores desenhados para amplificar o gene Amy da alfa amilase das Bacillus
koreensis do rio Mamori.

Primer Forword
Identificacdo | Sequéncia do oligonucleotideo Temperatura | Posicdo de
de anelamento na
anelamento - | regido do gene
™ AMY
NV1A 5" ATG ATG CAA TAT TTT GAATGG TAC 3’ | TM 62 °C 121 - 144 pb
NV1B 5’ GTT CCA AAT GACGGC CAGC ¥ TM 60 °C 145 - 163 pb
NViC 5’AGA TGC GGT GAA ACATATTAAG 3’ TM 60 °C 797 — 819 pb
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Tabela 3: Iniciadores desenhados para amplificar o gene Amy da alfa amilase das Bacillus
koreensis do rio Mamori.

Primer Reverse

Identificacdo Sequéncia do oligonucleotideo Temperatura | Posicdo de
de anelamento na

anelamento - | regido do gene

™ AMY
NV2A 5’ TTA CTG CTG AAC CCATACAG ¥ T™M 58 °C 541 - 1561 pb
NV2B 5>’ AAACAGAACCCCCGTITACAGY ™ 62 °C 1519 — 1540 pb
NVv2C 5" TTA ATATGT TTC ACCGCATCT AG3’ | TM62°C 797 - 819 pb

Os iniciadores NV1B e NV2B; NV1C e NV2B, foram utilizados para amplificacado
do gene Amy, com o auxilio de PCR. Subsequentemente, os Amplicons do gene da alfa
amilase dos isolados bacterianos foram purificados com o uso do kit (illustra™ GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit) e seguindo a orientagdo do fabricante.

O método de Sanger foi utilizado para sequenciar 0 gene Amy dos isolados dos
ecossistemas aquaticos da Amazbnia, ja 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 nomeagéo
das bases nitrogenadas, aléem da predicdo das sequéncias com o auxilio do programa
PHRED, como também, j& descrito no item 4.3.2 e a ferramenta CAP3, para predicdo da

sequéncia consenso.

4.5 Arvore filogenética do gene Amy (alfa amilase)

A ferramenta utilizada na andlise filogenética, foi 0 MEGA X, e consequentemente,
0 método escolhido foi o Neighbor-Joining. Para a analise, foi utilizado a sequéncia de DNA
do gene Amy do isolado do rio Mamori e identificado como Bacillus koreensis e as
sequéncias de DNA do gene Amy depositadas no banco de dados (NCBI) de espécies
bacterianas. Bem como, foram calculadas pelo algoritmo p-distancia a distancia genética
entre as sequéncias analisadas, além de, utilizar o bootstrap de 500 repeticoes.

Para a construcdo da segunda arvore filogenética, como ja descrito, foram utilizadas
a sequéncia de aminoacidos da enzima alfa amilase (Amy) do isolado do rio Mamori e
identificado como Bacillus koreensis e as sequéncias de aminoacidos da alfa amilase

depositadas no banco de dados do NCBI de espécies bacterianas.
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4.6 Otimizacdo da sequéncia para a sintese quimica do gene Amy

A sequéncia do gene Amy foi analisada por alinhamento com o auxilio da ferramenta
de bioinformatica BLAST no Gene Bank (NCBI) [20/08/2017], em seguida, foi traduzida
para a sequéncia de aminoacidos com o auxilio da ferramenta de bioinformatica Translate

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

sequéncia com a ferramenta de bioinformatica SignalPn 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) [21/08/2017]. Logo apds, foram desenhados dois

sitios de restricdo, o primeiro, logo apds, o promotor na posicdo 1pb, o sitio da enzima de
restricdo Ndel. O segundo sitio de restricdo, foi colocado posteriormente ao stop codon, o
sitio da enzima de restricdo BamHI na posicdo 1560. Foi utilizado o programa NEBcutter
V2.0 (http://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/) [22/08/2017] para verificar se ha sitos de

restricdo das enzimas Ndel e BamHI na sequéncia do gene. Em seguida, o desenho do gene

Amy da alfa amilase foi enviado para a Empresa GenOne Biotechnogies para a sintese
quimica que remeteu 0 mesmo clonado no vetor comercial nomeado pBSK-AMYKOR
(figura 1).

4.7 Transformacao genética da bactéria DH5a com os vetores pPBSK-AMYKOR e 0
pDMUOQ1-GFP para a clonagem

A transformacdo genética da E. coli de linhagem DH5a com o vetor pBSK-
AMYKOR, também, com o vetor pMDUO1-EG17. Foi utilizado o método de pulso elétrico
(eletroporacdo), posteriormente, foi semeada em meio de crescimento LB sélido com 1% de
amido e 200 pg/mL de ampicilina, logo depois, foi incubada a 37 °C, por 18 horas, de acordo
com Sambrook et al., (2001).

Apos a clonagem do pBSK-AMYKOR e o pDMUO1-EG17 em DH5a, as
hospedeiras bacterianas foram repicadas em meio de cultivo liquido LB, com 100 pug/mL de
ampicilina; incubada a 37 °C em 150 rpm por 18 horas e, posteriormente, foi extraido o DNA
plasmidial utilizando o kit (illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit), de acordo com a

orientagéo do fabricante.

4.8 Construcao do vetor de expressao genética pDMU01-AMYKOR

O vetor de expressao genetica pDMUOL contém o gene de resisténcia a ampicilina,
responsavel pela sele¢do da bactéria E.coli recombinante, gene de origem de replicacdo do
PUC, promotor DMO02, operador Lac 01 modificado, sitio de ligacdo (Polylink) do gene

exogeno, e o terminador de transcrigéo rrnB.
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O pDMUO01-EG17 tém sitios de restricdo das enzimas Ndel e BamH, localizado no
operon lac, que foram utilizados para clonar o gene EG17 (mapa fisico do vetor pMDUOL1,
figura 1), posteriormente, foi removido o gene EG17 do vetor pDMUOQL com as enzimas de
restricdo Ndel e BamH1. Apds a remocdo do gene EG17, foi montado o sistema de
eletroforese em gel de agarose 0,8% com o vetor linear, logo depois, da migragdo do DNA
plasmidial pelo gel de agarose 0,8%, foi possivel excisar o DNA plasmidial e remover do
gel de agarose 0,8%, e subsequentemente, foi purificado o DNA plasmidial do vetor de
expressdo genética pDMUOL com o kit (illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit), seguindo as orientacbes do fabricante. Além da, remocdo do gene
AMYKOR do vetor de clonagem pBSK (mapa fisico do vetor pBSK, figura 1) com as
enzimas de restricdo Ndel e BamH, logo ap0s, a purificacdo do DNA do gene AMYKOR
excisado e removido do gel de agarose 0,8%.

Subsequentemente, com a purificacdo do DNA plasmidial (,DMUO01) e o DNA do
gene AMYKOR, foi construido o sistema de ligagdo com a enzima DNA ligase, o tampdao
da enzima, o gene AMYKOR (90 ng) e o vetor (60 ng), posteriormente, o sistema foi
incubado a 16 °C, por 18 horas. Apds a ligacdo, o sistema de expressao genética foi
precipitado com Glicogénio 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 agua destilada autoclavada e Millig.

A DH5a foi transformada geneticamente pelo vetor de expressao genética pDMUO1-
AMYKOR, logo foi semeada em meio de crescimento solido LB seletivo com 1% de amido,
para a selecdo das transformantes recombinantes, foi utilizado 200 ng/mL de ampicilina.
Apbs a minipreparacdo de DNA plasmidial das células transformadas e recombinantes,
foram analisados pelo perfil de restricdo, com o uso das enzimas Ndel e BamHI em gel de
agarose 0,8%, com a finalidade de selecionar o vetor pPDMU01-AMYKOR.

O sistema de digestdo qualitativo, foi montado com 0,5 pL de enzimas, 1 uL de DNA
do vetor (100 ng/uL), e o tampao das enzimas, para um volume reacional de 10 pL, e
subsequentemente, o vetor pPBSK-AMYKOR e 0 pDMUOQ1-EG17 foram digeridos com as
enzimas de restricdo Ndel e BamHI.
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AMYKOR , pDMUOI
T4 DNA ligase —
Ndel BamHI Ndel BamHI

Figura 1: Esquema da construcdo do vetor de expressdo genética pDMUO1-AMYKOR

4.9 Estudo da regulacéo do sistema de expressao genética pDMUOL-AMYKOR

Apbs a escolha do vetor recombinante, foi utilizado 2 yuL do vetor pDMUO1-
AMYKOR recombinante, para transformacéo genética da bactéria DH50 F’Iq (100 pL), pelo
método de pulso elétrico. Apos a transformacao genética da E.coli, foi semeada em meio de
cultivo sélido LB, com 1% de amido e 200 pg/mL de ampicilina, subsequentemente,
incubada a 37 ° C, por 18 horas. Logo, foram identificadas as colénias recombinantes pela
formagdo de halo entorno das col6nias bacterianas transformadas e recombinantes, ap6s a
reveladas com vapor de iodo sublimado.

Para a analise da expressao genética, foi utilizado o meio de cultivo base LB sélido,
com 1% de amido e 100 pg/mL de ampicilina em placa de Petri, além de, testar a presenca
de glicose 0,5% e IPTG 1mM, bem como, a auséncia da glicose 0,5% e IPTG 1mM.

Logo, foram utilizadas 4 placas de vidro, para o repique das 20 coldnias positivas na
degradacdo do amido. Consequentemente, foram utilizadas as seguintes condigdes para o
estudo da expressdo genética da alfa amilase: placa 01, com presenca de glicose 0,5% e
auséncia de IPTG 1mM, a placa 02, com auséncia de glicose 0,5% e IPTG 1 mM, a placa

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

4.10 Expressdo genética da alfa amilase pelo sistema pDMU01-AMYKOR em DH5a
F’Iq e a precipitacdo com etanol 50%

A E.coli de linhagem DHS5a F’Iq, foi transformada geneticamente com o plasmidio
pDMUO01-AMYKOR, foi pré-selecionada com o método de iodométrico, pela formagéo de
halo de hidrolise de amido. Apos a sele¢do das recombinantes, foram pré-inoculadas em
meio de crescimento liquido LB, com 100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C em
shaker com agitacdo de 150 rpm, por 18 horas.

Posteriormente, foi transferido 500 puL do pré-indculo, para 600 mL de meio de
cultivo LB liquido, suplementado com 100 pg/mL de Ampicilina e incubado a 37 °C a 150
rpm. Subsequentemente, foi monitorado o crescimento celular em espectrofotdmetro, com o
comprimento do espectro de 600 mondmetros e 0s pontos mensurados de hora em hora, até
atingir a densidade Otica de 0,7 (absorbancia), a partir da qual, foi adicionado 1 mM de
IPTG, e a expressdo genética, se prolongou por mais 4 horas e foi interrompida com a
centrifugacdo a 4000 G por 30 minutos a 4 °C, e o extrato enzimatico foi armazenado a 16
°C para posterior caracterizacdo da enzima alfa amilase.

Para a caracterizacdo da alfa amilase, foi construida a equacdo da reta, para a
determinacdo do substrato residual, que ndo foi convertido em produto pela alfa amilase.
Logo, foi utilizado as concentracdes de amido, entre 0 a 20 mg/mL, com a presenca da
solugédo de FUWA.

Subsequentemente, foram montadas as rea¢des em triplicata com 50 pL de amido em
diferentes concentracdes e 50 pL de tampao (fosfato de sddio 50 mM, pH 6,0), e logo depois,
foram incubadas por 10 minutos a 60°C, em seguida, foi adicionado 100 uL de 4cido acético
1 M. Posteriormente, se adicionou 100 pL do reagente FUWA e 4,7 mL de agua, as reagoes
foram homogeneizadas por inversdo e a leitura feita a 660 nanémetro (nm) em
espectrofotdmetro, para a definicdo da equacéo da reta, foi determinado o coeficiente angular
e o coeficiente linear, posteriormente foi determinada a equacgéo da reta.

O extrato bruto foi clarificado por centrifugacéo a 4000 g por 10 minutos a 4 °C, em
seguida, foi precipitada a enzima alfa amilase com etanol, na concentracdo de 50%. Para a
precipitacdo (Biazus et al., 2010) foi utilizado 50 mL de extrato enzimatico,
subsequentemente, o volume do extrato enzimatico foi dividido em 2 tubos falcons de 50
mL, logo apo6s foram adicionados 1 volume de etanol 100%. O sistema de precipitacéo foi

incubado a 16 °C por 16 horas, ap6s a incubacédo os tubos foram centrifugados 4000 G por
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40 minutos a 4 °C, logo depois, foi descartado o sobrenadante por inversdo e o pellet de
proteinas totais foi seco em fluxo de ar (Fluxo laminar), o pellet proteico entdo foi
ressuspendido em 6 mL de tampéo fosfato de sddio 50 mM e pH 6. e por fim, o pellet de

proteinas totais foi concentrado 10 vezes.

4.11 Comparagcdo das condigdes bioquimica e fisico-quimicas 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 caracterizagdao bioquimica e fisico-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 enzimatico
foi precipitado com etanol 50% (Biazus et al., 2010), com o propésito de concentrar a alfa
amilase dos extratos enzimaticos, de tal forma que, possibilitaram os estudos dos parametros
ideais da reacdo enzimatica da alfa amilase. Para a caracterizacdo da atividade da alfa
amilase, foi selecionado o isolado 178 com o indice enzimatico satisfatdrio para o teste

enzimatico qualitativa e quantitativos.

4.11.2 Velocidade da reacdo dextrinizante da alfa amilase Bacillus koreensis selvagem

A avaliacdo da velocidade da reacdo enzimatica da alfa amilase do Bacillus koreensis
selvagem isolado do rio Mamori e precipitada com etanol 50%, foi prosseguida com a
variacdo da concentracdo da alfa amilase entre 5 a 30 puL por meio reacional, além do tempo
de reacéo.

Logo, ndo se alterou o pH, a concentracdo de substrato (1% de amido) e a
temperatura. Subsequentemente, as reacdes foram incubadas entre 0 a 15 minutos, a 60°C,
e posteriormente, as reacdes foram paralisadas com a adicdo de 100 pL de acido acético 1
M. Logo ap6s, foram adicionados 100 pL do reagente FUWA e 4,7 mL de &gua nas reacoes
enzimaticas, e foram homogeneizadas por inversao e a leitura feita a 660 nan6metros em
espectrofotémetro.

O calcular da quantidade de enzima dextrinizante por unidade em mililitros foi
possivel com a relagdo matematica direta de 1 unidade de enzima € necessaria para hidrolisar

0 amido e gerar 0,1 mg de dextrinas em um minuto.

33



4.11.3 Variagao de pH das reacdes da alfa amilase Bacillus koreensis selvagem

A avaliagdo da reacdo enzimaética da alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem
com diferentes condicdes de pH, foi realizada, variando o pH entre 2 a 10 unidades, no
entanto, foi mantida as condicGes reacionais de 15 L de alfa amilase precipitada com etanol
50%, 50 pL de amido a 10 mg/mL e 35 pL de tampédo fosfato de s6dio 50 mM.
Subsequentemente, os meios racionais foram incubados por 3 minutos a 60°C, logo as
reacOes foram paralisadas com a adi¢do de 100 pL de acido acético 1 M, posteriormente, foi
adicionando 100 pL do reagente FUWA e 4,7 mL de agua, logo apos, as reacbes foram

homogeneizadas por inversédo e a leitura feita a 660 nm em espectrofotometro.

4.11.4 Variacao de temperatura das reacdes da alfa amilase Bacillus koreensis selvagem

A avaliacdo da reacdo enzimatica da alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem
com a variagdo de temperatura entre 0 e 100 °C, foi executada com as condi¢es néo
alteradas dos meios reacionais de 15 L de alfa amilase precipitada com etanol 50% e 50 pL
de amido [10 mg/mL], 35 pL de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 6). Subsequentemente,
0s meios reacionais foram incubados por 3 minutos em temperaturas entre 0 a 100 °C, logo
as reacOes foram paralisadas com a adi¢do de 100 pL de &cido acético 1 M, posteriormente,
foi adicionando 100 pL do reagente FUWA e 4,7 mL de agua, logo apds, as reacdes foram

homogeneizadas por inversdo e a leitura feita a 660 nm em espectrofotémetro.

4.11.5 Cinética da alfa amilase do Bacillus koreensis

A determinacdo aparente da velocidade da reacdo enzimatica da alfa amilase do
Bacillus koreensis precipitada com etanol 50%, foi executada com a variacdo da
concentracdo de substrato entre 0 a 20 mg/mL e mantidas as demais condi¢bes de pH,
temperatura, tempo reacional e a concentracdo da alfa amilase. Posteriormente a reagéo
enzimatica da alfa amilase, e a partir dos resultados obtidos de absorbancia, foram calculadas
as concentracdes de amido residual, utilizando a equacéo da reta. Subsequentemente, foram
calculados os produtos de 6 pontos reacionais. Em seguida, foram determinadas a velocidade
da reacdo enzimatica por minuto, visto que, o resultado foi demonstrado em gréfico de
dispersdo X Y.

O Km e a velocidade méaxima foram calculadas, a partir do tratamento matematico
dos valores de substrato e a velocidade da rea¢do enzimética da alfa amilase. Nesse sentido,
os resultados obtidos pela racdo enzimatica (Absorbancia) e as concentragdes utilizadas do

substrato, foram divididos por 1, modificando o perfil do grafico de hipérbole encontrada na
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constante de Michaelis-Menten, para o perfil do grafico de uma reta. Posteriormente foi
possivel determinar a equacdo da reata pelo método do duplo reciproco, posteriormente,
foram calculados 0 Km e a velocidade maxima da racdo enzimatica da alfa amilase do

Bacillus koreensis selvagens.

4.12 Estudo das parametro fisico-quimico da alfa amilase recombinante (AMYKOR)
4.12.1 Velocidade da reacdo da alfa amilase recombinante (AMYKOR)

A avaliacdo da velocidade da reacdo enzimatica da alfa amilase recombinante e
precipitada com etanol 50%, foi através da variacdo da concentracdo da alfa amilase entre 5
a 30 pL por meio reacional, além do tempo de reacdo, metodologia descrita no item 4.11.2.

4.12.2 Efeito da variacédo de pH

As reacdes foram feitas em triplicatas com 50 pL de amido [10 mg/mL], 35 uL de
tampao (fosfato de s6dio 50 mM) com variagdo de pH entre 2 a 10 (intervalo de 1 unidade
de pH) e 15 pL de extrato bruto. As reacBes foram incubadas por 3 minutos a 60 °C, em
seguida, as reacOes foram paralisadas com a adicdo de 100 uL de acido acético 1 M. Logo
apos, foram adicionados 100 pL do reagente FUWA e 4,7 mL de agua, logo apds, foram

homogeneizadas por inversdo e as leituras feita a 660 nm em espectrofotémetro.

4.12.3 Efeito da temperatura

As reacgdes foram feitas em triplicatas com 50 pL de amido [10 mg/mL], 35 pL de
tampado (fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,0) e 15 L de extrato bruto. Logo apos, as reacdes
foram incubadas por 3 minutos com a temperatura variando entre 0 a 100 °C. As reacdes
foram paralisadas com a adicdo de 100 pL de acido acético 1 M. Logo apds, foram
adicionados 100 pL do reagente FUWA e 4,7 mL de agua, subsequentemente, as reagdes

foram homogeneizadas por inversao e as leituras a 660 nm em espectrofotdmetro.
4.12.4 Cinética da alfa amilase do Bacillus koreensis

Os parametros de Km e velocidade méaxima aparente, foram calculados para a

atividade da alfa amilase recombinante, como ja 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 pL de amido [10 mg/mL], 50 pL de tampé&o
(fosfato de sddio 50 mM, pH 6,0). Foi incubado por 3 minutos a 60 °C e a reacdo foi
paralisada com a adicdo de 100 uL de acido acético. Posteriormente foi adicionado 100 pL
do reagente FUWA e 4,7 mL de 4agua. O sistema foi homogeneizado por inversao teve e a
leitura feita a 660 nm em espectrofotdmetro.

4.14 Branco reacional (auséncia de amido)

O controle, com auséncia de amido, foi preparado com 70 pL de tampdo (fosfato de
so0dio 50 mM - pH 6,0) e 30 uL de extrato bruto. Incubado por 3 minutos a 60 °C e a reacdo
foi paralisada com a adi¢do de 100 pL de acido acético 1 M. Logo ap06s, se adicionoul00 pL
do reagente FUWA e 4,7 mL de agua. Foi homogeneizado por inversdo e a leitura feita a

660 nm em espectrofotometro.

4.15 Determinacao da média e desvio padrao das reacdes enzimaticas
Os dados das reacGes enzimaticas da alfa amilase em triplicata, foram analisados pelo
programa Graphpad Prisma, que calculou a média e desvio padrdo 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 aquatico amazonico

Neste trabalho foram isoladas 6.179 unidades formadoras de colonias — UFC’s totais
dos ecossistemas aquaticos dos rios Negro Solimdes 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 s6lido, sendo confirmado, pela formacéo de halos transparentes ao redor
das colbnias em placa de Petri, apds a coloracdo com vapor de iodo.

Por meio da mensuracdo do indice enzimatico dos isolados bacterianos dos rios
Negro, Solimdes e Mamori, foram selecionadas as Unidade Formadoras de Col6nias com o
indice enzimatica igual ou superior a 2, desta totalidade de UFC’s capazes de hidrolisar o
amido 1%.

Portanto, verifica-se a quantidade expressiva de bactérias amiloliticas isoladas do rio
Mamori em meio de crescimento LB ¥, suplementado com 1% de amido, desta quantidade
de bactérias amilolitica. Foi observado uma diferenca de 589 UFC’s, conforme a
comparacao dos resultados do rio Mamori, com o resultado do rio Solimdes. Entretanto, foi
visualizado uma diferenc¢a percentual de 5% de UFC’s amiloliticas para o rio Solimdes, de

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

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

Solimdes e Mamori, no periodo de maio e agosto de 2015.

Local de | UFC’s | UFC’s UFC’s UFC’s Porcentagem
coleta totais amiloliticas | amiloliticas < | amiloliticas > | de UFC’s
2 2 amiloliticas

Rio Negro 1.452 87 7 80 5,5%
Rio Solimdes | 698 169 3 166 23,7%
Rio Mamori | 4.029 758 2 756 18,7%

Os resultados percentuais das unidades formadoras de col6nias (UFC’s) amiloliticas, foram
obtidas considerando a totalidade de isolados da coluna 2 como 100%, para cada local de
coleta.

5.2 Revelagéo do halo por vapor de iodo em meio de cultivo LB ¥ com 1% de amido
A atividade enzimatica qualitativa das UFC’s isoladas dos ecossistemas aquaticos
dos rios Negro, Solimdes e Mamori, foram detectadas pela hidrolise do amido 1%, em

consequéncia da formacéo de halos de degradag&o (&rea incolor em torno das col6nias), apds
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a revelacdo com vapor de iodo, e com o resultado, foi possivel visualizar a atividade da alfa
amilase secretada no meio de cultivo sélido.

Portanto, com a anélise da atividade enzimatica qualitativa em meio de cultivo sélido
suplementado com 1% de amido, foi possivel visualizar isolados com indices amilolitica
maior ou igual ao indice enzimatico (I.E.) de 2 (figura 2). Sendo que, os indices enzimaticos
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 (1.E.) (Ecossistema aquatico do rio Mamori), isolado 148 de 3,4 (1.E.) (ecossistema
aquatico do rio Solimdes) e o isolado 100 de 2 (I.E.) (ecossistema aquatico do rio Negro)
(figura 2).

Isolados 175 Isolados 147 Isolados 178 Isolados 148

Isolados 100

Figura 2: Revelacdo da atividade enzimética da alfa amilase com vapor de iodo sublimado
dos UFC’s dos Rios Negro, Solimdes e Mamori, isoladas em meio de cultivo LB % com 1%
de amido (fécula de mandioca). Isolados 100 (rio Negro), isolado 148 (rio Solim®es) e 0s
isolados 178, 147 e 175 (rio Mamori).

5.3 Caracteriza¢ao morfologica das UFC’s por microscopia optica

As UFC’s selecionadas pelo indice enzimatico, foram caracterizadas
morfologicamente pela microscopia Optica e com o auxilio dos corantes foram determinadas
as caracteristicas de Gram positivo para os isolados analisados (Figura 3) dos ecossistemas
aquaticos dos rios Negro (isolado 100), Solimdes (isolado 148) e Mamori (isolados 178, 147
e 175).

A partir dos métodos classicos microbiologicos de isolamento em meio de cultivo
seletivo, foi possivel isolar células bacterianas dos sistemas aquaticos dos rios Negro,
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Solimbes e Mamari, além de, observar os isolamentos bacterianos purificados, ap6s 3

W~ 4,80 _
Isolado 147 Isolado 178 Isolado 100 Isolado 148 Isolado 175

Figura 3: Fotomicrogréfica de campo claro dos isolados dos ecossistemas aquaticos dos rios
Negro, Solimdes e Mamori. Isolados 100 (rio Negro), isolado 148 (rio Solimdes) e 0s
isolados 178, 147 e 175 (rio Mamori).

5.4 Abordagem molecular para identificar as UFC’s

5.4.1 Extracdo e amplificacédo do gene rRNA 16S pela PCR

Subsequentemente ao estudo da atividade enzimatica qualitativa e a caracterizacéo
morfoldgica das bactérias isoladas do ecossistema aquaticos, foram escolhidos as UFC’s
147,178, 100, 148 e 175, para prosseguir com as analises.

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

amostra dos isolados dos sistemas aquaticos dos rios Negro, Solim&es e Mamori, além do

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

175 . 1S 100 100 148 147
R - = ;e =

800 ng/mL 800 ng/mL 80 ng/mL 80 ng/mL. 100 ng/mL 250 ng/mL

Figura 4: Perfil eletroforético da extracdo de DNA total das UFC’s isoladas dos sistemas
aquaticos dos rios Negro, Solimdes e Mamori. Isolados 100 (rio Negro), isolado 148 (rio
Solimdes) e os isolados 178, 147 e 175 (rio Mamori).

Ap0s a extragdo e quantificagdo do DNA total das UFC’s isoladas, foi montada a

PCR para a amplificagdo do gene rRNA 16S. Consequentemente, se visualiza o resultado da
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amplificacdo do gene rRNA 16S pelo perfil eletroforético dos amplicons de tamanho de 500

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

1500 —»
1000 — P

750 —»
500 —»

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, Solimdes 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 Solimdes); Canaleta 4, isolado 100 (rio
Negro); Canaleta 5, isolado 178 (rio Mamori); Canaleta 6, isolado 178 (rio Mamori) e
Canaleta 7, controle negativo da Reagdo em Cadeia da Tag-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 aquaticos dos rios Negro, Solimdes ¢ Mamori, sdo
mostrados na figura 6A e 6B, que revela o nimero de bases totais da sequéncia
(comprimento), a qualidade maior de 20 que corresponde 1 erro em cada 100 bases lidas, a
cor verde corresponde a alta qualidade das sequéncias e a cor vermelha representa a baixa
qualidade das sequéncias. Na figura 6A foi desconsiderado as sequéncias FO1.abl e FO2.abl
pela baixa qualidade (cor vermelha), logo apos, foi refeito o sequenciamento das duas Read

com o resultado satisfatorio para prosseguir o trabalho da tese (figura 6B).
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Quality table of: Rogerio_Seq_04022016.zip
Number of Reads: 10

5 100 bwses> 200 based'> 730 hases|> 100 basesl> 1950 bases'> 400 bases|

Read number Total of bases|# Bases with quality > 20/# Bases with quali y > 30 9% Vector > 100 bases &
=l A0 _CO2.am1
RN

Y 207 ( 48%)] 241 (399%))
G 303 ( 47%) 269 ( 42%)|

14_102.ab)

1_Cot.ahl

10_DO2.akl

1 3_nox.ab
5 LOLebl 221 ( 35%

Quality table of: Seq_rogerio%20(2).zip
Number of Reads: 2

> 100 basesi> 200 (> 250 bsesl|> 300 bases > 390 bases''> 400 bases |
{Read number{Total of bases # Bases with quality > 20/# Bases with quality > 30/% Vector > 100 bases & quality >
63_Con.ab1 1005) 659 ( 66%) 579 ( 589%)
| oa_non.abi 987, 731 ( 74%)| 694 ( 70%

‘Ne:o  BkZ

Figura 6: Quality table (PHRED) dos dados brutos do sequenciamento do gene rRNA 16S
dos isolados dos rios Negro, Solimdes e Mamori.

5.4.3 Identificacdo molecular (gene rRNA 16S)

O resultado da identificacdo 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 sequéncia de
DNA do gene rRNA 16 do isolado 148 do Rio Solimdes foi possivel identificar o Bacillus
nealsonii com 92% de identidade. Além de, 96% de identidade para a identificacdo da

espécie Paenibacillus barcinonenesis do isolado 100 do rio Negro.

5.4.4 Filogenia dos isolados bacterianos dos ecossistemas aquaticos da Amazdnia com
0 uso do gene rRNA 16S

A confirmacédo do parentesco, foi através dos calculos de proximidade genética das
sequéncias do gene rRNA 16S dos isolados dos rios Mamori e Negro, com as sequéncias do
gene rRNA 16S das espécies encontradas no banco de dados NCBI. Além da, construcédo de
arvores filogenéticas com o algoritmo Neighbor-Joining.

O resultado da analise filogenética (figura 7), demonstrou a formacgdo de um grupo
parental taxonémico de Bacillus koreensis (strain BRO30 — NR_043084.1) do banco de
dados (NCBI) com as unidades taxonémicas operacionais do rio Mamori (147_RM e

178 _RM), bem como, a visualizacdo de 100% de similaridade na formacdo dos nos interno
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e externo da arvore filogenética (Neighbor-Joining), além do resultado da proximidade
genética entre as sequéncias do gene rRNA 16S dos tdxons analisadas.

Como também, foi observado pela analise filogenética (Neighbor-Joining) (figura 7)
dos taxons obtidos do banco de dados, (NCBI) Paenibacillus silvae strarin
DB13031(NR_156836.1) e Paenibacillus polymyxa strain DSM36 (NR_11773332.2) com a
unidade taxonémica operacional do rio Negro (100_RN). Visto que, o resultado da anélise
filogenética demostrou que a proximidade parental entre os tdxons do género Paenibacillus
foram de 100%, visualizados na arvore filogenética entre o no interno e externo do grupo

parental das espécies analisadas.
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= Polynucleobacter asymbioticus (AB607323.1)
100! Polynucleobacter asymbioticus (LC132855.1)
100, Polynucleobacter necessarius (X93019.1)

Aquitalea pelogenes (NR_148648.1)

i

'L Aquitalea denitrificans (NR_044535.1)

- Shigella dysenteriae (LC318444.1)

100 Shigella dysenteriae (KX162657.1)
100 L Shigella dysenteriae strain HBCC-4 (EU409294.1)

Bacillus nealsonii strain BAB1563(JQ389746.1 )
100

Bacillus nealsonii strain DSM 15077(NR_044546.1)
— Bacillus nealsonii strain SB072 (KY623351.1)

£

X 100| ACidobacterium ailaaui (KX306477.1)

‘ Acidobacterium ailaaui (NR_153719.1)
100
Acidobacterium capsulatum (NR_043386.1)

100[ Paenibacillus barcinonensis (100_RN)

Paenibacillus silvae strain DB13031(NR_156836.1)

100

—— Paenibacillus polymyxa strain DSM 36(NR_117733.2)

ﬂ[ Bacillus koreensis (147_RM)
Bacillus koreensis strain BRO30(NR_043084.1)

100

Bacillus koreensis (178_RM)

0,050

Figura 7: Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequécias de DNA do gene
rRNA 16S dos isolados dos rios Negro (100_RN) e Mamori (178 RM e 147 _RM), e com
as sequéncias do gene rRNA 16S das espécies encontradas e obtidas do banco de dados
NCBI. O alinhamento e a matriz de distancia foram calculados com o algoritmo p-distance,

com bootstrap teste de 500 repeticoes.
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5.5 Desenho de iniciadores, amplificacdo do gene da alfa amilase (Amy) e
sequenciamento

Na figura 8, se observa o resultado da amplificacdo do gene Amy (alfa amilase) dos
isolados dos rios Mamori (147, 178 e 175) identificados de Bacillus koreensis, isolado do
rio Solimdes (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.

175 175175 175 175 Kb 100 100 100 100 100 178 178 178 178 178 148 148 148 148
1500 pb

750 pb

rephinrfiee

NVIB + NV2B

148 147 147 147 147 147 Kb C- 175 175 100 100 178 178 147 147 C-
¢t -

H

“bhon 750 pb
NVIC + NV2B

Figura 8: Perfil eletroforético da amplificacdo do gene Amy (alfa amilase) dos isolados dos
ecossistemas aquaticos da Amazonia. Isolados do rio Mamori (147, 178 e 175), isolados do
rio Solimdes (148) e isolado do rio Negro (100). Marcador molecular de tamanho de 1 Kb
(Kb), controle negativo (C-) para a PCR.

Com o auxilio dos iniciadores foi possivel sequenciar o gene da alfa amilase (Amy)
dos isolados dos rios Mamori, Solimdes e Negro. Como resultado, obtivemos 10 sequéncias
do gene Amy (dados brutos, Apéndice B). Posteriormente, foi utilizado o programa PHRED
para analisar as sequéncias do gene Amy e o resultado obtido da qualidade das sequencias,
foi visualizado pela Quality table (Apéndice K), e com a ferramenta CAP3, foi obtida a
sequéncia consenso de 1318 pb (apéndice F) pelo alinhamento das sequéncias do gene Amy

do Bacillus koreensis.
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Posteriormente, a sequéncia de DNA consenso do gene Amy do Bacillus koreensis
isolado do rio Mamori, foi analisada pela ferramenta de bioinforméatica BLAST (NCBI), e
obtivemos como resultado 95% de identidade com a sequéncia de DNA do gene Amy do
Cytophaga sp. Além da, analise da sequéncia de aminoacido do gene Amy pela ferramenta
de bioinformatica blastx (NCBI), e foi obtido 99% de identidade com a sequéncia de
aminoéacido do gene Amy do Bacillus koreensis.

Portanto, o resultado do sequenciamento do gene Amy dos isolados bacterianos do
sistema aquatico do rio Mamori (Apéndice D), foi fundamental para a anélise filogenética,
bem como, a confirmacdo o parentesco das espécies identificadas nos sistemas aquatico da

Amazonia.

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

O parentesco do isolado do rio Mamori, foi analisado, através dos calculos de
distancia genética entre as sequéncias de DNA do gene Amy e as sequéncias do gene Amy
depositadas no banco de dados (NCBI) de espécies bacterinas.

O resultado obtido na figura 9a, demonstra a formacao do né externo e interno com
100% de proximidade genética entre as sequéncias de DNA do gene Amy do isolado do rio
Mamori Amy_178 e identificado como Bacillus koreensis e a sequéncia de DNA do gene
Amy do Bacillus koreensis (WP_053403806.1) obtida do banco de dados NCBI.

O resultado obtido pela analise da sequéncia de aminoacidos do gene Amy do isolado
do rio Mamori Amy 178 (RM_seq.aa) e identificado como Bacillus koreensis, com as
sequéncias de aminoacidos dos gene Amy das espécies de Bacillus koreensis
(WP_053402350.1), (K0043440.1) obtida do banco de dados NCBI. Bem como, foi
observodo a formacéo do né interno e externo com 100% de proximidade genetética entre
os taxons analisado. Além de, se visualizar um nd externo com 100% de proximidade
genética com o grupo irmdo 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 sequéncias de aminoacidos do gene Amy dos isolados do rio Mamori com as
sequéncias depositadas no banco de dados NCBI analisadas, de tal forma que, divergirom

do mesmo ansestal em comum.
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100

H Thermococcus sp. HJ21 (EF634454.1)

Thermococcus cleftensis strain CL1 (CP003651.1)

100

100

100

L Thermococcus barossii strain SHCK-94 (CP015101.1)
Streptomyces thermoviolaceus (M34957.1)
Streptomyces lividans strain ATCC 19844 (EU352611.1)
Aeromonas hydrophila (593742.1)

Aeromonas hydrophila (L19299.1)

| Corynebacterium striatum strain 2230 (NZ_LTBF01000014.1)

100

83

0,050

100
| Corynebacterium striatum strain 2308 (NZ_NRIO01000005)

100

Bacillus koreensis (WP_053403806.1)

Amy_178RM (Bacillus koreensis)

Bacillus koreensis strain DSM 16467

Bacillus koreensis (LILC01000021.1)

Figura 9a: Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequéncias 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 varias espécies encontradas e obtidas do banco de dados NCBI.

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

bootstrap teste de 500 repeticoes.
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—— Burkholderia ubonensis (PAK14358.1)

100
100 —— Burkholderia cenocepacia (AQQ47857.1)

Burkholderia pseudomallei (ONF33954.1)

18

100[ Desulfurococcus amylolyticus (AFL66315.1)
Desulfurococcus amylolyticus (WP_012608018.1)

Desulfurococcus mucosus (WP_013562283.1)

100 : w\ Methanohalophilus halophilus (WP_072562147.1)
Methanohalophilus halophilus (SDW37946.1)

100

Methanohalophilus mahii DSM 5219 (ADE36290.1)
o ﬂ Bacillus koreensis (WP_053402350.1)

100

Amy_178 (RM_seq. aa)

100 Bacillus koreensis (KO043440.1)
Bacillus koreensis (WP_053403806.1)
'°°| Bacillus koreensis (KO037366.1)

| Bacillus koreensis (WP_053400074.1)

100

l Bacillus koreensis (KO0O50898.1)

700 o0 Sediminibacterium sp.(PJE47747.1)
Sediminibacterium salmoneum(WP_026763840.1)
Asinibacterium sp. OR53 (WP_026770402.1)

100

Figura 9b: Dendograma filogenético (Neighbor-Joining) das sequéncias de aminoacidos do
gene Amy do isolado do rio Mamori - Amy_178(RM_seq. aa), e com as sequencias de DNA
do gene Amy das varias espécies encontradas e obtidas do banco de dados NCBI. O
alinhamento e a matriz de distancia foram calculados com o algoritmo p-distance, com

bootstrap teste de 500 repeticoes.

5.7 Otimizacdo da sequéncia para a sintese quimica do gene Amy do Bacillus koreensis
isolados no rio Mamori
Apos a predicdo da sequéncia consenso do gene Amy e o alinhamento, esta foi

traduzida para a sequéncia de aminoacidos visualizado na tabela 5. A regido do peptideo
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sinal na sequéncia consenso de aminoacidos foi determinada e a posicao de clivagem do
peptideo sinal foi identificada entre os aminoécidos 34 e 35 (AKA-A). Posteriormente, no
desenho da sequéncia consenso de DNA do gene Amy do Bacillus koreensis isolado do rio
Mamori foram incluidos os sitios de restricdo das enzimas Ndel e BamHI nas extremidades
da sequéncia 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 sintese

quimica e recebemos 0 gene AMYKOR ligado ao vetor pBSK (apéndice J).

Tabela 5: Sequéncia de aminoécido do gene Amy do Bacillus koreensis (rio Mamori).

Identificacdo da sequéncia | Sequéncia de aminoacido

Sequéncia de aminoacidos do | MKKKWKKRSR FAAITMFSTL LLVPSLAQPK

gene Amy do Bacillus EAKAATTNGT MMQYFEWYVP NDGQQWNRLR
koreensis isolado do rio TDAPYLSSVG ITAVWTPPAY KGTSQADVGY
Mamori 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 Transformacgao genética da DHSa para a clonagem dos vetores pPBSK-AMYKOR e
0 vetor pDMUO01-EG17, minipreparacdo de plasmideos, construcdo do vetor de
clonagem
5.8.1 Transformacao genética da DH5a pelos vetores pPBSK-AMYKOR e pDMUO1-
EG17 e a minipreparacdo do DNA plasmidial

A DHS5a foi transformada geneticamente com o vetor pBSK-AMYKOR por
eletroporacdo, da mesma forma, o vetor pMDUO1-EG17, posteriormente a selecdo das

células bacterianas transformadas geneticamente e recombinantes em meio de crescimento
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LB solido e seletivo, e logo ap6s, foram semeadas em meio de cultivo LB liquido e
subsequente a incubacdo foi extraido o DNA plasmidial e estimada a massa dos vetores
pBSK-AMYKOR de 200 ng/uL e o pMDUOI1-EG17 de 300 ng/uL.

5.8.2 Construcdo do vetor de expressao genética do gene AMYKOR

A construcdo do vetor de expressdo genética pPDMUO01-AMYKOR, foi confirmada
pela analise de restricdo qualitativa, com as enzimas Ndel e BamHI (figura 10). Como
resultado, temos fragmentos de DNA do vetor pDMUOL, e do gene AMYKOR, observado
no gel de agarose 0,8%.

Por meio da, analise eletroforética em gel de agarose 0,8%, foi possivel observar o
fragmento linear de DNA de tamanho de 4500 pb (figura 10, canaletas 2 e 4), que
corresponde a um anico sitio de restricdo utilizado pela enzima de restricdo. 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), a medida que, se utiliza duas enzimas de restricao.

PDMUO1-AMYKOR pDMUO01-GFP

Figura 10: Analise eletroforética da digestdo do vetor pDMUO1-AMYKOR e 0 vetor
pDMUOQ1-GFP com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI em gel de agarose 0,8% corado
com Brometo de Etidio. 1, auséncia de enzima; 2, presenca da enzima Ndel; 3, auséncia de
enzima; 4, presenca da enzima BamHlI; 5, auséncia de enzima; 6, presenca das enzimas Ndel
e BamHI; M, Ladder de 1kb; 7, auséncia de enzima e o 8, presenca das enzimas Ndel e
BamHI.
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5.9 Estudo da regulacéo da expressdo do gene AMYKOR

O resultado da regulacdo da expressdo genética visualizado na figura 11, demonstra
que as coldnias recombinantes tém tamanho diferente, além da, confirmacao da expressao
genética e atividade da alfa amilase pela presenca de halos de degradacéo do amido entorno
das coldnias, observados apos a revelagdo com vapor de iodo.

Logo, se observou na placa 2 (auséncia de glicose 1% e IPTG 1mM), as 20 colbnias
com presenca de halo degradacdo do amido, entretanto, foi observado na colénia 16 uma
diferenca de diametro de halo de degradacdo do amido, quando comparada com o0s demais
didmetros dos halos entorno das colbnias analisadas da placa. Subsequentemente, foram
visualizados na placa 4, as colonias 4, 8, 10 e 17 (presenca de IPTG 1mM e auséncia de
glicose 0,5%) com o diametro do halo de degradacdo superior as demais colénias da placa
analisada. Visto que, a placa 3 (presenca de glicose 0,5% e IPTG 1 mM), com as 20 col6nias,
se verificou halos de degradacdo do amido ao redor das col6nias analisadas. De tal foram
que, o melhor resultado da expressao genética da enzima alfa amilase e a secrecdo ao meio
extracelular, foi a condicdo de auséncia de glicose 0,5% e a presenca de IPTG 1 mM. Por
consequéncia, da analise dos resultados de expressdo e a atividade qualitativa da alfa

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

Figura 11: Perfil da atividade enzimatica qualitativa da alfa amilase recombinante com a
utilizacao de amido 1% no meio LB, além da presenca ou auséncia de glicose 0,5%, e IPTG
1 mM no estudo da regulagdo da expressdao genética do gene AMYKOR;

pL 01 - presenca de glicose 0,5% e auséncia de IPTG 1 mM.

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

pL 03 - presenca de glicose 0,5% ¢ IPTG 1 mM.

pL 04 - auséncia de glicose 0,5% e presenca de IPTG 1 mM.

5.10 Expressdo genéticas quantitativa do gene AMYKOR da enzima alfa amilase

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

equacéo dareatay = 0,0617x + 0,0268 (figura 12), para o calculado do amido residual, e
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posteriormente, o produto da rea¢do enzimatica, por meio da subtracdo do amido inicial pelo
amido residual, determinado com a equagao da reta.

Ap0s a transformagao da DH5a F’Iq com o vetor de expressaio pMDUO1-AMYKOR,
e posteriormente, quando atingiu a absorbancia 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 funcéo
do tempo na fase exponencial, antes da inducéo da expressao genética, e apds a inducdo com
IPTG, se visualiza a primeira e segunda hora no plat6. Em seguida, a curva se inclina ao
longo do tempo, e posteriormente, se observa o perfil de reducdo de células bacterianas, em

decorréncia da inclinacdo da reta, bem como, a morte celular, apds as duas horas de inducéo.

Curva de calibracao

15

y =0,0617x + 0,0268
R2=0,9918

Absorbancia

0 5 10 15 20

[Amido mg/mL]

Figura 12: Curva de calibragdo de amido corado com solugdo FUWA.
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Analise da expressao genética da alfa amilase
1 recombinante
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Figura 13: Curva de crescimento da DHS5a F’Iq e a expressdo da alfa amilase recombinante
com indutor da expressdo do operon lac 1mM de IPTG e a Glicose 0,5%.

5.11 Estudo comparativo da atividade dextrinizante da alfa amilase do extrato
enzimatico do Bacillus koreensis precipitada (etanol 50%), e a alfa amilase
recombinante (AMYKOR) precipitada (etanol 50%0). Velocidade inicial das reacdes
enzimaticas da alfa amilase precipitada com etanol 50%. Variacdo de pH e
temperatura nas rea¢des enzimaticas da alfa amilase precipitadas com etanol 50%.
Determinacéo da velocidade méxima e km das reac¢fes enzimaticas da alfa amilase

precipitadas.

5.11.1 Velocidade da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitada do Bacillus
Koreensis

O estudo da velocidade da reagdo enzimatica de primeira ordem (fase exponencial)
da alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50%, foi fundamental para a
determinacdo da concentracdo de enzimas pela reacdo enzimatica, de modo que, as
concentragOes de 20 pL e 30 pL de alfa amilase foram rapidas na converséo do substrato em
produto, mas as concentra¢fes de 5 L e 10 pL da alfa amilase foram rea¢des enzimaticas
lentas e a concentracdo 15 pL de alfa amilase foi ideal para reacdo enzimatica, visto que, a
reacdo enzimatica foi intermediaria entre as reacdes enzimaticas rapida e a lenta na hidrolise
do amido 1%, nesse sentido, a concentracdo de 15 L enzima alfa amilase € necessaria para
prosseguir com os estudos de caracterizacdo da atividade enzimatica da alfa amilase (figura
14), além da determinacdo do tempo de reacdo de 3 minutos, portanto, foi mantido a
temperatura de 60 °C, tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6 e 1% de amido.
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Velocidade da reacdo da alfa amilase (Bacillus koreensis)
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Figura 14: Velocidade inicial da Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% do

extrato enzimatico.

5.11.2 Variagdo de pH das reacdes enzimaticas da alfa amilase do precipitado Bacillus
koreensis

O estudo da variacdo de pH da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitada com
etanol 50% do Bacillus koreensis, foram realizadas com as varia¢des entre 2 a 10 unidade
de pH em reagBes enziméticas dextrinizante da alfa amilase, de tal forma que, o pH 2 e 3
influenciou na reducdo da atividade enzimatica, mas as unidades de 4, 9 e 10 de pH foram
indutoras intermearias da reacdo enzimatica, e as unidades 5, 6, 7 e 8 de pH foram indutoras
elevadas da reacao dextrinizante da alfa amilase, sendo que, o pH 6 foi escolhido por induzir
efetivamente a atividade da alfa amilase (figura 15), nesse sentido, as condi¢des reacionais,
tais como, a concentracdo de enzima alfa amilase, substrato, tempo e temperatura ndo foram

modificadas.
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Figura 15: Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% e variacdo de pH.

Foi determinado o desvio padrdo médio por reacdo enzimatica.

5.11.3 Variacdo de Temperatura da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitada com
etanol 50% do Bacillus koreensis

A determinacdo das condicBes térmicas ideais para a reacdo dextrinizante da alfa
amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50 %, foram executadas com a variagédo
térmica entre 0 a 100 °C para a atividade dextrinizante da alfa amilase, bem como, se
observou que as condic@es térmicas de 0, 10 e 20 °C induziram pouco a atividade enzimatica,
mas se visualizou que as condi¢cdes térmicas de 40, 50, 90 e 100 °C foram indutoras
intermediérias da atividade dextrinizante da alfa amilase, e as condi¢fes térmicas de 60, 70
e 80 °C foram indutoras elevadas da atividade enzimética da alfa amilase, nesse sentido, se
considerou que a condicgéo térmica de 60 °C, foi satisfatdria para prosseguir com o trabalho
de Tese (figura 16). Portanto, ndo se alterou as condigdes de: concentracdo da alfa amilase,

pH, substrato e tempo de reagé&o.
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Figura 16: Alfa amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50% e variacdo de

temperatura. Foi determinado o desvio padrdo médio por reacdo enzimatica.

5.11.4 Cinética enzimatica Michaelis-Menten da alfa amilase do Bacillus koreensis
precipitada com etanol 50% (Km e velocidade méaxima)

O estudo da cinética da velocidade inicial aparente da reacdo enzimaética da alfa
amilase do Bacillus koreensis precipitada com etanol 50%, foi executada com a variagdo da
concentracdo de substrato entre 0 a 20 mg/mL (amido — fécula de mandioca) (figura 17), e a
velocidade da reacdo diminui, & medida que, aumenta a concentracdo de substrato,
subsequentemente é formando o complexo [ES] até atingir o platd (reagcdo enzimaética de
segunda ordem) e o grau maximo de saturacdo do sitio catalitico da enzima alfa amilase.
Nesse sentido, 0 complexo [ES] passa pelo estagio de baixa energia livre de ativacao, e a
enzima convertendo o substrato do complexo [ES] em enzina livre e produto [E+P].
Portanto, ndo foi alterado as condicGes pré-determinas de pH, temperatura, tempo e a

concentracédo da alfa amilase.
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Figura 17: Michaelis-Menten da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitada com etanol
50% do Bacillus koreensis. Foi determinado o desvio padrdo médio por reacdo enzimatica.

O duplo reciproco da atividade dextrinizante da alfa amilase precipitada com etanol
50% do Bacillus koreensis, foi determinado com a transformacdo matematica da equacédo de
Michaelis-Menten de ambas os lados (X e Y), obtendo como resultado, o diagrama do duplo
reciproco (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 maxima
aparente de 2,3 mg . mL™. minuto, com o uso da equacdo da reta de Y = 1,778 - X +

0,4415 do duplo reciproco.
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Bacillus koreensis - Duplo Reciproco
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Figura 18: Duplo Reciproco da atividade enzimatica da alfa amilase precipitada com etanol
50% do Bacillus koreensis. A cada reacdo enzimatica foi determinado o desvio padrdo

médio.

5.12 Velocidade da reacdo enzimatica da alfa amilase precipitada com etanol 50% do
sistema de expressao genética pDMU01-AMYKOR

A velocidade da reacdo enzimatica de primeira ordem (fase exponencial da reacao)
da alfa amilase recombinante precipitada com etanol 50%, foi estudada com o propoésito de
determinar a concentracao da alfa amilase necessaria para a hidrolise do amido e prosseguir
com a analise dos parametros fisico-quimico ideais da enzima. O resultado observado na
figura 18, demonstra que as concentracOes utilizadas de 20 pL e 30 L de alfa amilase por
reacOes enzimatica, elevaram a velocidade da reacdo, com efeito de rapida conversdo do
substrato em produto. As concentracgdes utilizadas de 5 pL e 10 pL de alfa amilase por reagéo
enzimaética, de fato, alterou a velocidade das rea¢fes enziméticas e diminuigdo a hidrolise
do amido, além da, concentracdo do produto obtido pela atividade enzimatica. O resultado
obtido da concentracdo 15 pL de alfa amilase utilizada para a reagdo enzimatica, demonstrou
que a velocidade inicial da reacdo enzimatica da alfa amilase a 3 minutos produziu 4 mg/mL
de dextrinas, bem como, o perfil da reacdo da alfa amilase a 5 minutos, se verifica na fase
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exponencial da reta, visualizado no gréfico (figura 19), com o angulo de inclinacdo da reta
satisfatorio e distante dos eixos Y e X do grafico.

Nesse sentido, a concentracdo de 15 pL enzima alfa amilase sdo necessarios para
prosseguir com os estudos de caracterizacdo da atividade enzimatica da alfa amilase (figura
19), além da, determinacdo do tempo de reagdo de 3 minutos, portanto, foi mantido a
temperatura de 60 °C, tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6 e 1% de amido.

Velocidade da reacdo da alfa amilase (AMYKOR)

12,00
30 uL
10,00 S —— & -

8,00 20 L
6,00 5puL
4,00

2,00
10 pL

Atividade dextrinizante [mg/mL]
z
-

0,00 €
0 5 10 15

Tempo (minutos)

Figura 19: Perfil da velocidade inicial da atividade enzimatica da alfa amilase recombinante
(AMYKOR) precipitada com etanol 50%.

5.12.1 Variacdo do pH da reacdo enzimaticas da alfa amilase (AMYKOR)
recombinante e precipitada com etanol 50%

A variacdo de pH para o estudo das condicOes reacionais da alfa amilase
recombinante precipitada com etanol 50%, foram conduzidas com as variagdes entre 2 a 10
unidade de pH em reagdes enzimaticas dextrinizante da alfa amilase, de modo que, o pH 2 e
3 influenciou na reducéo da atividade enzimatica, mas as unidades de 4, 9 e 10 de pH foram
indutoras intermearias da reacdo enzimatica, e as unidades 5, 6, 7 e 8 de pH foram indutoras
elevadas da reacdo dextrinizante da alfa amilase, sendo que, a unidade 6 de pH foi
determinado para prosseguir com o trabalho da Tese (figura 20), portanto, as condig¢des
reacionais da concentracdo de enzima alfa amilase, substrato (amido — fécula de mandioca

1%), tempo (3 minutos) e temperatura (60 °C) ndo foram alteradas.
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Figura 20: Alfa amilase recombinante (AMYKOR) precipitada com etanol 50% e variagédo

de pH. Foi determinado o desvio padrdo médio por reacdo enzimatica

5.12.2 Variagdo da temperatura da reacdo enzimatica da alfa amilase recombinante
precipitada com etanol 50%

A determinacdo das condicBes térmicas ideais para a reacdo dextrinizante da alfa
amilase recombinante precipitada com etanol 50%, foram executadas com a variagdo térmica
entre 0 a 100 °C para a atividade dextrinizante da alfa amilase, visto que, as condic¢des
térmicas de 0, 10, 20 e 100 °C foram de baixa inducdo da atividade enzimética, mas as
condicdes térmicas de 30, 40, 50, 80 e 90 °C foram indutoras intermediarias da atividade
dextrinizante da alfa amilase, e as condigdes térmicas de 60 e 70 °C foram indutoras elevadas
da atividade enzimatica da alfa amilase, nesse sentido, foi considerado a condi¢do térmica
de 60 °C para prosseguir com o trabalho de Tese (figura 21). Assim sendo, néo foi alterado
as condicdes de concentracdo da alfa amilase (15 pL), pH 6, substrato (amido 1%) e tempo

3 minutos de reagéo.
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Figura 21: Alfa amilase recombinante (AMYKOR) precipitada com etanol 50% e variagao

de temperatura. Foi determinado o desvio padrdo médio por reacdo enzimatica.

5.12.3 Michaelis-Mentem da reacéo enzimatica da alfa amilase precipitado AMYKOR

O estudo da cinética da velocidade inicial da reacdo enzimatica da alfa amilase
recombinante precipitada com etanol 50%, foi executada com a variagdo da concentracgao de
substrato entre 0 a 20 mg (amido — fécula de mandioca) (figura 22), e inalterado as condicdes
de pH, temperatura, tempo da reacdo enzimatica pré-determinados. Dentro do contexto foi
determinado a velocidade aparente da reacdo enzimatica e se verificou a diminuicdo da
velocidade da reacdo enzimaética, a medida que, aumenta a concentracdo do substrato,
consequentemente, € formando o complexo [ES] até atingir o platd (racdo enzimatica de
segunda ordem) e 0 grau maximo de saturacdo do sitio catalitico da enzima alfa amilase, de
modo que, o complexo formado [ES] passa pelo estagio de baixa energia livre de ativacao,

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 reacdo enzimética da alfa amilase recombinante
(AMYKOR) precipitada com etanol 50% do Bacillus koreensis. Foi determinado o desvio

padrdo médio por reacdo enzimatica.

O duplo reciproco da atividade dextrinizante da alfa amilase recombinante
precipitada com etanol 50%, foi definido com a transformagdo matematica da equacdo de
Michaelis-Menten de ambas os lados, e obtido como resultado, o diagrama do duplo
reciproco (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 maxima de 2,6 mg .
mL*. minuto?, com o uso da equacdo da reta do duplo reciproco de Y = 1,8806 - X +
0,3901.

61
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Figura 23: Duplo Reciproco da atividade enzimatica da alfa amilase recombinante
(AMYKOR) precipitada com etanol 50%. Foi determinado o desvio padrdo meédio por

reacdo enzimatica.

5.13 Comparacédo da quantidade de enzima por mL, apds a precipitacdo com etanol
50% da alfa amilase recombinante e a alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem e 0s
parametros cinéticos da reacédo enzimatica

O resultado da comparacao da unidade de enzima por mililitros apds a precipitacdo
com etanol 50% da alfa amilase recombinante e a alfa amilase do Bacillus koreensis
selvagem (tabela 6). Nesse sentido, obtivemos a concentracdo de 10 vezes da alfa amilase
recombinante, apds a precipitagdo com etanol 50% e a concentracdo de 10 vezes da alfa
amilase do Bacillus koreensis, logo apds a precipitacdo com etanol 50%. Portanto, foi
observado nos resultados a minima diferenca entre as enzimas alfa amilase estudadas, em
relacdo a pH, temperatura, a cinética enzimatica (Km aparente e Velocidade méxima

aparente) das condicOes reacionais das enzimas (tabela 6).
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Tabela 6: Parametros da atividade enzimatica da alfa amiliase recombinante e a alfa amilase

do Bacillus koreensis selvagem, precipitadas com etanol 50.

Alfa amilase recombinante

Alfa amilase do B. Koreensis

selvagem

Parametros

Precipita 50%o (etanol)

Precipitada 50% (etanol)

Unidade de enzima

106 Unidades de enzima/50mL

120 Unidades de enzima/50 mL

pH 56,7e8 56,7e8
Temperatura (°C) 60°Ce70°C 60 °C,70°Ce80°C
Km 4,8 mg/mL 4,0 mg/mL

Velocidade maxima

2,6 mgt. mL?!. minuto*

2,3 mgt. mL?1. minuto?
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6. DISCUSSAO
6.1 Prospeccao de bactérias com potencial dextrinizante (alfa amilase) dos ecossistemas
aquaticos dos rios Negro, Solimbes e Mamori

Os ecossistemas aquaticos que compdem a bacia hidrolégica amaz6nica possuem
caracteristicas fisico quimicas distintas, tais como as massas de aguas clara, branca e preta,
as variacOes das concentragOes de oxigénio, temperaturas, composi¢cdo e concentracdo de
matérias organicas e inorganicas encontrados em suspensao e/ou dissolvidas nos corpos de
agua (Maslin et al., 2000). Além disso, esses ecossistemas aquaticos abrigam populacdes de
procariotos pertencente ao dominio Bacteria e Archea, que compdem a comunidade de
bacterioplancton desempenhando uma série de importantes funcdes ecoldgicas relacionadas
com a reciclagem e mineralizacdo de nutrientes como o carbono, o nitrogénio e o fosfato,
bem como integram em niveis troficos, sendo litotréfico (molécula inorganica) e as
organotrdficos (molécula organica) (Vermelho et al., 2008). Ainda, varias enzimas que
atuam em diversas vias bioquimicas e amplamente distribuidas na natureza, sdo responsaveis
pela reciclagem do carbono encontrados nos ecossistemas aquaticos (Esteves, 2011). Dentre
essas enzimas, as enzimas amiloliticas sdo capazes de hidrélise das ligagoes a-1,4-O-
glicosidicas e ligagdes a-1,6-O-glicosidicas presente na composicdo estrutural do amido
(Fukusumi et al., 1988). A prospeccdo de bactérias com a potencialidade amilolitica no
presente estudo, apds o acesso a comunidade microbiana de ecossistema aquatico do rio
Mamori/AM, por meio de coleta, isolamentos de UFC’s em meio seletivo e os ensaios
enzimaticos qualitativo, foi verificado uma bioestimulacdo da comunidade bacteriana
especializada na reciclagem do carbono orgéanicos pelo isolamento de 763 UFC’s obtidas do
ecossistema aquatico do rio Mamori. Essa bioestimulacdo da comunidade bacteriana
encontrados no rio Mamori estd relacionado com o descarte de residuo amilaceo
provenientes da producdo de farinha. Assim, os dados do presente trabalho sugerem que
existe uma viabilidade de producdo de alfa amilase de isolados bacterianos dos ecossistemas
aquaticos da Amazonia.

Oliveira et al. (2006) estudaram a atividade enzimatica amilolitica dos Rizébios
isolados do solo Terra Preta de indio em meio de cultivo YMA obtido a partir do calculo do
indice enzimatico, onde demonstraram uma atividade positiva com a presenca de halos
incolores ao redor da col6nia, indicando a hidrélise de amido. Ja Nadim et al. (2015) relatam
que a atividade da alfa amilase secretada em meio de cultivo sélido pelos fungos Tuber
maculatum e Tuber aestivum, foi positivo para a formacgédo de halos incolores ao redor das

col6nias, apos a coloragdo dos meios de cultivo com vapor de iodo sublimado.
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O fator limitante do screening da atividade amilolitica qualitativa e quantitativa dos
isolados bacterianos dos ecossistemas aquaticos dos rios Negro, Solimbes e Mamori, foi
observado uma reducdo da expressao genética da alfa amilase ao longo do tempo que a
bactéria permaneceu armazenada a — 80 °C. Entretanto, esse fator limitante ndo interferiu
nos resultados do presente trabalho, uma vez que foi possivel obter a alfa amilase do Bacillus

koreensis selvagem em quantidade suficiente para as analises enziméticas.

6.2 ldentificacdo molecular dos isolados bacterianos dos ecossistemas aquaticos da
Amazonia e a expressdo genética da alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem

O acesso a composicdo 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 analises filogenéticas e taxonomia bacteriana. O gene ribossomal
16S consiste em sequéncias codificantes de 1500 pb e sdo encontradas em quase todas as
bactérias, muitas vezes, como uma familia multigénica ou operons (Janda & Abbott 2007).

Neves et al., 2018 (processo de publicacdo) estudaram a comunidade de
microorganismos do rio Negro por abordagem molecular (rRNA 16S) e registraram a
predominancia dos filos de Protobacterias, Actinobacteria, Bacterioidetes e Acidobacterias,
bem como outros filos de baixa ocorréncia no rio Negro. Peixoto et al. (2011) analisando 0s
rios Negro e Solim@es observaram uma maior diversidade e riqueza de espécies bacterianas,
principalmente no rio Solimdes.

Os isolados bacterianos com o potencial amilolitico representantes dos ecossistemas
aquaticos dos rios Negro, Solimdes e o Mamori no presente estudo, foram identificados
molecularmente com o uso do marcador rRNA 16S, corroborando a presenca das espécies
Bacillus koreensis (rio Mamori), Bacillus nealsonii (rio Solimdes) e o Paenibacillus
barcinonensis (rio Negro). Ainda, analises de caracterizacdo morfolégica com auxilio de
corantes e microscopia de luz, confirmou a identificagdo molecular dos isolados dos
ecossistemas aquaticos da Amazonia.

No que diz respeito a expressdo e caracterizacdo enzimatica, varios autores relatam
a presenga de enzimas aminoliticas em diversos microrganismos isolados de diferentes
ambientes (Polizeli & Silva, 2016). Porém, ainda séo incipientes estudos da expresséo
genética da alfa amilase da espécie Bacillus koreensis selvagem isolados de ambientes
aquaticos da Amazonia, sendo fundamentais para o entendimento da atividade enzimatica.
No presente trabalho, foi realizada a expressao genética da alfa amilase da espécie Bacillus

koreensis selvagem em meio liquido, sendo fundamental para o estudo da caracterizacdo dos
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parametros de hidrélise do amido (fécula de mandioca). Um fator limitante da caracterizacao
da atividade enzimatica foi a presenca de um inibidor que interferiu parcialmente na
atividade enzimatica da alfa amilase de Bacillus koreensis, impossibilitando a anélise da
cinética da reacdo enzimatica da alfa amilase, dos parametros de Km e da velocidade
maxima. Visto que, o uso da precipitagcdo com etanol 50 %, foi relevante nas analises dos
parametros bioquimicos da atividade enzimética.

Sexana, et al., (2006), isoralam 300 bacterias do solo com a finalidade de estudar a
expressao genéticas da alfa amilase, variando a fonte de nitrogénio e encontrou 57 unidades
de alfa amilase por mililitros utilizando a extrato de carne e peptona.

Rothstein et al. (1986) analisaram a expressdo da alfa amilase termoestavel em meio
de cultivo liquido de Bacillus licheniformis isolados do ambiente, sendo caracterizada a
atividade enzimatica nas condic6es de 60 °C, tampéo fosfato de sédio 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 enzimatica foi igual a 7.0 e a temperatura ideal
para a atividade da enzima foi 37 °C. 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 hidrolise do amido.

Portanto, 0os microrganismos encontrados nos ecossistemas aquaticos da Amazénia,
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 fabrica de equipamentos espaciais 0 Paenibacillus barcinonensis,
classificado como nova espécie. Sanchez et al., (2005) isolaram do rio Ebro o Bacillus

nealsonii, classificado como nova espécie.

6.3 Construcao do sistema de expressdo genética (pDMUO0L1-AMYKOR) e a expressao
do gene da alfa amilase recombinante

A construcdo de sistema de expressdo genética em organismos procariotos tem sido
objeto de estudo importante na busca da otimizacdo dos problemas relacionados aos
processos de obtencdo de proteinas (referencia). Entre os diversos sistemas de expressao
heter6loga disponiveis, a bactéria Escherichia coli continua sendo um dos mais atraentes
devido ao seu répido crescimento em meio de cultura, sua genética ja bem descrita e a
disponibilidade de inimeros vetores bacterianos e cepas mutantes (Baneyx, 1999).

O sistema de expressdo pDMUO01-AMYKOR foi construido no presente trabalho,
utilizando um vetor de expresséo geneticamente do gene Amy (alfa amilase). A modificagdo
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genética foi realizada na regido operadora que constitui o operon lac, gerando uma resposta
de transcricdo do gene Amy ndo regulada, consequentemente, a ocorréncia de uma super
expressao genética do gene Amy com a presenca ou auséncia de glicose e IPTG. Essa super
expressao genética do gene Amy esta relacionado ao codigo genético de muticdpias,
potencializando a super expressdo do gene Amy, causando a obstrugdo dos canais
periplasmatico das células bacterianas transformadas geneticamente pela pDMUO1-
AMYKOR, em decorréncia da alta concentracdo da alfa amilase recombinante. Por outro
lado, quanto a quantidade de enzimas obtidas pela expressdo heterdloga do gene Amy da
alfa amilase recombinante foi relativamente baixa a concentragdo da enzima, levando em
consideracdo a estimativa da concentracdo da enzima pela sua atividade, tornando-se
necessario a precipitacdo da enzima com etanol 50%, bem como a remocéo do inibidor da
atividade enzimatica. Assim, os dados obtidos no presente trabalho viabilizaram a expressédo
e caracterizagdo da alfa amilase recombinante com a inducéo de IPTG 1mM.

Jube et al., (1998) construiram um sistema de expressao genética utilizando o vetor
de expressdo pAN52a1B e por PCR amplificaram o gene Amy da alfa amilase, e apos a
expressao geneticas em Aspergillus niger e purificacdo por cromatografia de afinidade
caracterizaram bioquimicamente a alfa amilase. Ja Liu et al., (2012), construiram um sistema
de expressdo genética pGAPI9K-a-Amy, expressaram a alfa amilase em P. pastoris e
caracterizaram bioquimicamente a alfa amilase.

Southgate et al., (1993), construiram trés sistemas de expressdo 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 enzimatica da alfa
amilase intracelular e extracelular.

Lin et al., (1997), analisaram e digeriram o DNA total da Bacillus sp. com a enzima
de restricdo construindo uma biblioteca. Esses autores obtiveram fragmentos de DNA que
foram ligados nos vetores pPUC118, pTS917 e pTS404, selecionaram as colOnias através da
presenca de halos claros ao redor da col6nia, testaram as fracdes do sobrenadante, fracbes
do periplasma, e fragdes do citoplasma celular, obtiveram a melhor condicdo na fracdo do
periplasma com variacdo de 46 a 62% de atividade enzimética.

Puspasari et al., (2012), amplificaram o gene bagA da alfa amilase e caracterizaram
a enzima degradadora de amido do Bacillus aquimaris MKSC 6.2 através de estudo in silico
e sua expressdo em Escherichia coli, sugerindo a presenca de uma nova a-amilase bagA
degradante de amido, pertencente da nova subfamilia GH13, uma vez que as enzimas

amilolitica sdo capazes de digerir o amido cru diretamente.
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Russell et al., (1993), construiram vetor de clonagem pCR1e vetor de expressao
pCXJ-PGK para a transformacédo de Kluyveromyces lactis. Emori et al., (1990), construiram
4 genes da alfa amilase, modificando os aminoacidos em locais especificos 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 numero de copias (50 copias de
plasmideos), expressou aproximadamente 10 Unidade de enzima por mililitros e porta a
modificacdo 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 caracterizacdo bioquimica da alfa amilase recombinante e do
Bacillus koreensis selvagem isolado do rio Mamori/AM com a inducdo da expressao
genética do B. koreensis selvagem e a expressdo genética pPDMUO1-AMYKOR, por meio
do uso do indutor IPTG, revelaram que as condicOes utilizadas foram concordantes com as
andlises das atividades enzimaticas. A caracterizacdo da alfa amilase de outros
microrganismos obtidos por expressao heter6loga e analises enzimaticas do extrato bruto,
demonstraram que a enzima obtida é a alfa amilase com as mesmas caracteristicas
bioguimicas apresentadas no presente estudo.

Biazus et al., (2010) estudaram a purificacdo da alfa amilase de malte de milho pelo
processo cromatografico de absor¢do em leito expandido e fracionamento por etanol em
diferentes concentracdes, observando que o fator de purificacdo foi acima de 100 vezes a
concentracdo da enzima. Lacks & Springhrom (1980), analisaram varias enzimas incluindo
amilases, desidrogenases e proteases, revelando serem renaturaveis apos eletroforese em gel
de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS). Esses autores observaram
gue algumas enzimas pareciam recuperar a atividade enzimatica mesmo ap0s a ruptura de
suas pontes dissulfeto, mas outras como proteases ndo poderiam devido serem compostas de
subunidades idénticas que eram pouco renaturaveis.

Os valores encontrados na caracterizacdo bioquimica da alfa amilase recombinante e
a selvagem, evidenciam que as caracteristicas das atividades enzimaticas, apontam para a
paridade das condigdes de pH 6, temperatura 60 °C, além das condi¢des da cinética das

reacOes enzimaticas da alfa amilase recombinante com Km aparente de 4,8 mg/mL e
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velocidade maxima de 2,6 3 mg™. mL* . minuto, bem como, as caracteristicas da cinética
das reacOes enzimaéticas da alfa amilase selvagem com Km de 4,0 mg/mL e velocidade
maxima de 2,3 mg?. mL? . minuto. 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 enzimatica da alfa amilase trés
diferentes condi¢des de amido de batata (insoltvel, soltvel 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 expressdo genética e caracterizaram a cinética da alfa
amilase e descreveram 0 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, sdo alfas amilases, visto que, a
paridade nos resultados da atividade enzimatica das enzimas alfa amilase recombinante e a

alfa amilase do Bacillus koreensis selvagem.
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7. CONCLUSAO

O isolamento das bactérias dos ecossistemas aquaticos dos rios Negro, Solimdes e
Mamori, foi fundamental para a criacdo de uma colecdo de isolados bacterianos com
capacidade de hidrolisar o amido.

Desta totalidade de bactérias da colecdo, foi possivel identificar o Bacillus koreensis
como bom produtor de alfa amilase, além da caracterizagdo bioquimica da enzima.

O gene da alfa amilase selvagem do Bacillus koreensis foi utilizado como molde para
desenhar o gene, que foi construido por sintese quimica e clonado e expresso em E. coli.

Pardmetros fisico-quimicos e cinéticos das enzimas nativa e recombinante foram
determinados, e subsequentemente, comparados e observou-se a convergéncia dos
resultados.

Verificou-se que tanto a alfa amilase natural como a recombinante apresentam
temperaturas 6timas, pHs 6timos e parametros cinéticos similares. Esses parametros indicam

que a enzima tem potencial para uso industrial.
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APENDICE
Apéndice A

Apéndice A: Sequéncia do gene rRNA 16S dos isolados bacterianos dos ecossistemas
aquaticos dos rios Negro, Solim6es e Mamori.

Identificacéo

Sequéncia 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_1SO_148

TTTCGCCCTTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTCAGAACCGAAAAGCCGCCTT
CGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTCTTTTTATGTCACCGCTACACGTG
GAATTCCGCTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCG
CGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTTCTGGTTAGGTACCGTC
AAGGTACGAGCAGTTACTCCTCATCTTGTTCTTCCCTAACAACGAAGTTT
TCCAACCCGAAAACTTCCTTCCCTCACCCGGCGTTGTCTCCTTCAAACTT
TNGATCCATTTGGGGAAAATCCCCACCCGACTGCTTCAACATACGAGGGG
GAAAAACCCNCATACATATACCCATCAATTCCGCATAAGATTCGACATAC
GCCAATTTTTTTCTAGTCTCTTTATCTTTCTACCCTCAAACATACACATA
TGTTTCACTGTAACCTGCACTCACAATGTTAGCCGCGACGCCAGAGTCAA
TTCTCTACTATCTTTCGAATCACACATGGCATCCAAAATTCAAGGGGGAT
CccC

>2_B01_ISO_148

TTTTCATAGGGCCAAAACTCTGACGGAACAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTAACTTTGGAAGAGGGAGAATGAGAGTA
ACTGCTCGNACCTTGCCTGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGATTCGGCCCTAAT
GGTCGTAAGCTAGCATTGGAAGAGTCATAACCCTGAGGTTAAAGTCCACG
GGTCATCCCTATTAAGTCGTATAGGTAAATTGGTTTTATCCATCTGAGGT
ATATTAATTATAATTTACTAATTATTCCTTTAAAATCATTAGATATTATG
ACGAACTGACTACTTGCAGAAAGTCAAAATCGGTCCTACTCCACCTCAGA
CCCTGCAATACTTTGGTTTGTAATTTTCTCCTGTTATCATCATTTATATT
ATGGTTTAAATAGTCTTAGACACACTATGACACTGTAGCGCAGCTAATAT
CAGCTAGCAGTCTTCATCCTCTCACACTACATTCCTCCTATATCCTTACT
GCTCTCTCCTTCCTTTTGCGTGGTCGCAATATGCTTCCTTCCTTACTTCT
ATTTTTCACATATAGTACCCCCGGAAATCA

77



>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_I1SO_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_1SO_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
GCGGTGAAATACTTTCCCCGGGCTCTTTGGACCCCCCCCGCCCcaeecce
CCCCCCGAAAAGATTTTAAAAAACACCCCCGAAAAAGTTGGGGGGGGGGG
GGTTAACCCCCCCCCAAGGGGAGACCCCCCGACCCCCCCCCCCGCCCGAA
AAAAG

>64_HO08 - 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

Apéndice B

Identificacdo

Sequencia

>1 Bacillus
koreensis strain
DSM 16467,
GenBank:

LILC01000037.

1 atggaacgta atcacacgat gatacagttc tttgaatggc atattgaagc agatggagag

61 cactggaacc acctaaaaga gtgggeacct gaattaaaga agcgaggaat tgattcggtg
121 tggattccee ccatcacaaa ggcagaatct ccgeaagata ctggatatge tgtctacgat
181 ttatacgatt tgggtgaatt tgatcaaaaa ggagaacgac gaaccaaata cggaacaaaa
241 gaagagctag aggaagccat taaagectgt catgatcatg gaattaacgt gtatgtggat
301 gtagtaatga atcataaggc cgctgecgat gaaaccgaaa catttcaagt cattgaagta
361 gatcctaacg accgagaaac ggaaatttce gaaccgttty atatagaggg ctggacgaaa

421 tttaccttce cgaaccgaga acagaagtat tcttctttca cttggaattt taatcacttt

48laacggaacag actttgatca gaagacagga aaaaaaggcg tgtttcgeat tttaggggaa
541 aacaaatcat ggaataaccg tgtggatgac gaatttggaa actatgatta tttgatgttt
601 gcgaacatcg attactcaca cccagaagtc aaagaagaaa tgattaaatg gggaaaatgg
661ctacaggaaacgcttgggty cgacggatac agattagatg cgatcaaaca tatcgatcac
721 cgctttgtgg aatcatttgt gaaggaagta acagacacag ctaaccgece tttttatata
781 ttcggtgaat tttggaacaa cgatttgcag gettgtgagg aattcttaaa taacgtcgat
841 tatcagctcy atttatttga tgtgatgctc cactacaatc ttcatgagge ctctaaaatg

901 ggacgagatt ttgatttaac gactatattc aatgatacac tcgtccaaac gaatcctctc
961 caagccgtta cgtttgtgga taaccatgat tcacagccaa atgaatcect agaatcgtgg
1021 atagacgact ggtttaagca aagcgegtat geectcattt tacttcgtge tgacggcetat
1081 ccttgectat tttacggaga ttacttagge attaacgggg acgagecgat agaaggaaag
1141aaagaagccatcgatcctct getttatget cgctacgaga aagcatacgg cgagcagcat
1201gattactttg atcatccaaa cacaatcggc tgggttcgee gaggaatcga tgagatatca
1261ggctcagggtgtgcagtcat tetatcgaat ggtgaaaacy gtgagaaaag aatgttggtt
1321ggggaaaat gtgcagggga agaatggaag gatcttaccg gtaatcgaga ggatacgatt
138lacaattgaagaagacggctt cgctacgttt ccagtaaacg gtggaagtgt ttccgtttgg
1441 getcteecta cagaagaata a

>2 Bacillus

koreensis strain

1 atggaacgta atcacacgat gatacagttc tttgaatggc atattgaagc agatggagag
61 cactggaacc acctaaaaga gtgggeacct gaattaaaga agcgaggaat tgattcggtg
121 tggattccee ccatcacaaa ggeagaatct ccgeaagata ctggatatge tgtctacgat
181 ttatacgatt tgggtgaatt tgatcaaaaa ggagaacgac gaaccaaata cggaacaaaa
241gaagagctag aggaagccat taaagectgt catgatcatg gaattaacgt gtatgtggat
301 gtagtaatga atcataaggc cgctgecgat gaaaccgaaa catttcaagt cattgaagta
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DSM 16467 - alpha-
amylase
"WP_053403806.1"

361gatcctaacgaccgagaaac ggaaatttcc gaaccgtttg atatagaggg ctggacgaaa
421 tttaccttce cgaaccgaga acagaagtat tettctttca cttggaattt taatcacttt
48laacggaacagactttgatcagaagacagga aaaaaaggcyg tgtttcgeat tttaggggaa
541 aacaaatcat ggaataaccg tgtggatgac gaatttggaa actatgatta tttgatgttt
601gcgaacatcg attactcaca cccagaagtc aaagaagaaa tgattaaatg gggaaaatgg
661ctacaggaaacgcttgggtgcgacggatac agattagatg cgatcaaaca tatcgatcac
721cgctttgtgg aatcatttgt gaaggaagta acagacacag ctaaccgecc tttttatata
781 ttcggtgaat tttggaacaa cgatttgcag gettgtgagg aattcttaaa taacgtcgat
841 tatcagctcy atttatttga tgtgatgctc cactacaatc ttcatgagge ctctaaaatg

901 ggacgagatt ttgatttaac gactatattc aatgatacac tcgtccaaac gaatcctctc
961 caagccegtta cgtttgtgga taaccatgat tcacagecaa atgaatcect agaatcgtgg
1021 atagacgact ggtttaagca aagcgegtat geecteattt tacttcgtge tgacggcetat
1081 ccttgectat tttacggaga ttacttagge attaacgggg acgagecgat agaaggaaag
1141aaagaagccatcgatectct getttatget cgctacgaga aagcatacgg cgagcageat
1201gattactttg atcatccaaa cacaatcggc tgggttcgec gaggaatcga tgagatatca
1261ggctcagggtgtgcagtcattctatcgaat ggtgaaaacqg gtgagaaaag aatgttggtt
1321ggggaaaatcgtgcaggggaagaatggaaggatcttaccy taatcgaga ggatacgatt
138lacaattgaagaagacggctt cgctacgttt ccagtaaacg gtggaagtgt ttcegtttgg
1441 getcteecta cagaagaata a

>3 Bacillus
koreensis strain
DSM 16467 -

5WP_053400074.1 -
NZ_LILC01000002

1 atgagtattc ctgccaagge aaacgctgec actgatcgaa aatggcagga cgaaatgatg
61 tattttatta tggtcgatcg ctttaataac ggagatgtaa aaaatgatgg tgatgcaaat
121ccggatgacc caaaggctta tcatggegge gatatccaag gaatcataga gaagcttgat
181 tatattaaag atatggggtt tacatcgatt tggctgacgc ctattttcta taatgaacag
241 aagggataccacggctactg gatccaagat ttttataagg tggacgagea ctttggtacg
301 atacaagactttaaaaagtt agttaaggaa gctcataage gcgatatgaa ggttatttta
361 gattttgtag ctaatcatac cggttatcag catccatgge taaaagacce ggcgaagaaa
421 gattggtttc atgaaaagaa agacattgtg aactggaaca gtcaggatga gattgaaaac
481 ggatggctat acggtcttce ggatttgaat caagaaaatc cagacgtaaa gaagtatttg
541 atcgatgcgg gcaaatggtg gattaaagaa acggatattg atggttatcg tttggatacg
601 gttcgtcacy taccgaaaga attttggact gaattctcag aggaaatgaa gaaaacaaaa
661 aaagattttt tcttattagg agaagtttgg aacagcgatc ctcgttatct ggcagaatat
721 caaaaaatag gaattgatgc gatggttgat tttcctctat acgatcagct tacaaacatc
781 ttttcaaacy tagatgaatc acaggaaaac ttaattgcat cgtggaageg aaacaaagtc
841 gegtatccte accegtattt actcggaacg tttcttgata atcatgatac agagegcttt
90lacgagacaag 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 tatcgctgeg attgtagcaa tatatgttge gttcattget

1441 ttcttatatt ttgcacgtaa acgtagaaga aaggcataa

>4 Bacillus
koreensis strain
DSM 16467
scaffold4.
GenBank:LILC0100
0037.1protein_id="

KOO037366.1"

1 atggaacgta atcacacgat gatacagttc tttgaatggcatattgaagc agatggagag

61 cactggaacc acctaaaaga gtgggeacct gaattaaaga agcgaggaat tgattcggtg

121 tggattccee ccatcacaaa ggcagaatct ccgcaagata ctggatatge tgtctacgat

181 ttatacgatt tgggtgaatt tgatcaaaaa ggagaacgac gaaccaaata cggaacaaaa
241 gaagagctag aggaagccat taaagectgt catgatcatg gaattaacgt gtatgtggat
301 gtagtaatga atcataaggc cgctgecgat gaaaccgaaa catttcaagt cattgaagta
361 gatcctaacg accgagaaac ggaaatttce gaaccgttty atatagaggg ctggacgaaa
421 tttaccttcc cgaaccgaga acagaagtat tettctttca cttggaattt taatcacttt

481 aacggaacag actttgatca gaagacagga aaaaaaggcyg 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 ctaaccgecc tttttatata
781 ttcggtgaat tttggaacaa cgatttgcag gettgtgagg aattcttaaa taacgtcgat
841 tatcagctcy atttatttga tgtgatgctc cactacaatc ttcatgaggc ctctaaaatg

901 ggacgagatt ttgatttaac gactatattc aatgatacac tcgtccaaac gaatcctcte
961 caagccgtta cgtttgtgga taaccatgat tcacagccaa atgaatcect agaategtgg
1021 atagacgact ggtttaagca aagcgcgtat geecteattt tacttcgtge tgacggctat
1081 ccttgectat tttacggaga ttacttagge attaacgggg acgagecgat agaaggaaag
1141 aaagaagcca tcgatectet getttatget cgetacgaga aagcatacgg cgageageat
1201 gattactttg atcatccaaa cacaatcgge tgggttcgee gaggaatcga tgagatatca
1261 ggctcagggt gtgcagtcat tctatcgaat ggtgaaaacy gtgagaaaag aatgttggtt
1321 ggggaaaatc gtgcagggga agaatggaag gatcttaccg gtaatcgaga ggatacgatt
1381 acaattgaag aagacggctt cgctacgttt ccagtaaacg gtggaagtgt tteegtttgg
1441 gctcteccta cagaagaata a

Apéndice C

Apéndice C: Sequéncia do gene Amy do Bacillus koreensis depositada no Gene Bank
(NCBI) e as posicdes de anelamento dos iniciadores e o local do peptideo sinal.

Identificacdo

Sequéncia do gene da alfa amilase

>ALPHA-

BACILLUS
KOREENSIS

AMYLASE -

1 'atgaaaaaga agtggaagaa gagaagtcgce tttgcggeca Persinalttacgatgtt ttcaacctta
61 ttattagtgc catcgcttge acagccaaaa gaggcaaagg cggcetacaac aaatggaacy
121 forword Alatgatgcaat attttgaatg gtac Biforword gitcca aatgacggcec agcaatggaa ccgattgege
181 accgatgctc cgtatttatc aagcgttgge ataacagegg tttggacgcec gectgcatac
241 aaaggaacaa gtcaagcaga tgttggatac ggaccgtacg atttgtacga tctaggggaa
301 tttaatcaaa aaggcaccgt gcgcacaaag tacggaacga aagccgagtt aaaatccget
361 gttaatacgc ttcattcaaa cggtatacag gtttatggag acgtggttat gaaccataaa
421 gcgggggceag 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 accgect™orword CL Reverse C2aq5 t gcg gtg aaa cat att aag t tttcattctt aaaagactgg
841 gtggataatg cgcgtgcage cactggaaaa gaaatgttta cggtaggaga gtactggeag
901 aatgaccttg gtgcgctcaa caactatcta gcaaaggtta attacaatca gtcgctattt

961 gatgcaccgc ttcactacaa tttttatgcg gcatcaacgg gtggcgggta ttatgacatg
1021 cgaaatattt taaataatac gcttgttgct tctaatccaa caaaageggt aacgetegtt
1081 gagaaccatg atacacagcc gggtcaatca ttagaatcaa cggttcagcc ttggtttaag
1141 ccgttagcct atgcgtttat tttaacgaga tctggegggt atccatcegt attctatgge
1201 gatatgtacg gaacaaaagg tacgacaaca cgcgaaattc cagcattgaa gtcgaaaatt
1261 gaaccgttgc taaaagcgag aaaagactat gcgtatggta cgcaacgtga ttacatcgat
1321 aatccagatg tgattggatg gactcgagaa ggagatagta caaaagcaaa atctggactt
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1381 gcaacggtca ttaccgacgg tcctggecgga tcgaagcegaa tgtatgtggg aacatctaat
1441 gcgggagaag tctggtatga cctcacagga aatcgaacag ataaaattac gattggatca

1501 gatggttatg cgacgtttc Reverse B2 tgtaaacggg ggttctgtttReverse A2ctgtatgggt tcagcagtaa’”

Apéndice D

Apéndice D: Dados brutos do sequenciamento do gene Amy dos isolados dos
ecossistemas aquaticos dos rios Negro, Solimdes e Mamori.

Identificacao Sequéncias de DNA do gene Amy

da sequéncia

>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
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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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Apéndice E

Reverse_NV2A ---TTACTGCTGAACCCATACAG------
Reverse_NV2C TTAATATGTTTCACCGCATCTAG------
Reverse_NV2B -AAACAGAACCC-CCGTTTACAG------
Foword_NV1A - ATGATGCAATATTTTGAATGGTAC
Foword_NV1C -AGATGCGGTGAAACATATTAAG------
Foword NV1B - GTTCCAAATGACGGCCAGC-----

*

Apéndice E: Alinhamento dos iniciadores

Apéndice F

Apéndice F: Sequéncia consenso do gene da alfa amilase do Bacillus koreensis
isolado no ecossistema aquéatico do rio Mamori e amplificado com o uso dos
primers NV1A e NV2A.

>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
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Apéndice G

Apéndice G: Local do peptideo sinal na sequéncia consensu traduzida para a
sequéncia de aminodcidos do Bacillus koreensis isolados do rio Mamori, Amazonia.

# SignalP-4.1 gram+ predictions
>Seq_conse_traduz_aa_Bk_Amaz

SignalP-4.1 prediction (gram+ networks). Seq_conse_traduz_aa_Bk_Amaz

L} Ll Ll LS Ll Oscore’

10 ¢ S-score 1
Y-score

08 } .

06 | A | ;
o — -

0.2
| |

oo [T

IHKKMKKRBRFM ITMFSTLLLVPSLAQPKEA KAATT NGT NMQY FEWYV PNDGOOWNR LRTDA PY LSSVQ

Score

1 i I L e 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Position

# Measure Position Value Cutoff signal peptide?

max. C 35 e.727
max. Y 35 0.758
max. S 25 9.950

mean S 1-34 0.857
D 1-34 8.796 ©.450 YES
Name=Seq_conse_traduz_aa_Bk_Amaz SP="YES' Cleavage site between pos. 34 and 35: AKA-A
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Apéndice H

Apéndice H: Sequéncia do gene consenso final do Bacillus koreensis isolado do rio
Mamori para a sintese quimica.

Identificacéo Sequéncia de DNA
Sequéncia do gene Amy
>
Sitios de restrigdo 5°GADBIBIBAAAAAGAAGTGGAAGAAGAGAAGTCGCTTTGCGGCCATTACGATGTTTT
CAACCTTATTATTAGTGCCATCGCTTGCACAGCCAAAAGAGGCAAAGGCGGCTACAACA
Ndel (1) - CATATG AARTEGAACGATGATGCAATATTTTGAATGGTACGTTCCAAATGACGGCCAGCAATGGA
BamHI (2) - GGATCCA ACCGATTGCGCACCGATGCTCCGTATTTATCAAGCGTTGGCATAACAGCGGTTTGGACG

CCGCCTGCATACAAAGGAACAAGTCAAGCAGATGTTGGATACGGACCGTACGATTTGT

Peptideo sinal GCGGCT ACGATCTAGGGGAATTTAATCAAAAAGGCACCGTGCGCACAAAGTACGGAACGAAAGC

Codon de iniciagao - TG CGAGTTAAAATCCGCTGTTAATACGCTTCATTCAAACGGTATACAGGTTTATGGAGACG
TGGTTATGAACCATAAAGCGGGGGCAGACTACACGGAAAACGTAACGGCGGTTGAAGT
Stop codon - TAA AAATCCGAGCAATCGAAATCAAGAAACGTCTGGAGAATATAACATTCAAGCGTGGACG

GGTTTTAACTTCCGGGTACGAGGAACGACGTACAGTAATTTTAAATGGCAGTGGTTTCA
CTTTGACGGGACGGACTGGGATCAATCGAGAAGCTTGAGTCGAATCTTTAAGTTTAGGG
GAACCGGAAAGGCGTGGGATTGGGAGGTATCGTCAGAAAACGGAAATTACGATTATTT
GATGTATGCAGATATTGATTACGATCACCCTGACGTTGTAAACGAAATGAAAAAATGGG
GCGTATGGTACGCAAATGAAGTTGGTTTGGATGGATACCGCCTAGATGCGGTGAAACAT
ATTAAGTTTTCATTCTTAAAAGACTGGGTGGATAATGCGCGTGCAGCCACTGGAAAAGA
AATGTTTACGGTAGGAGAGTACTGGCAGAATGACCTTGGTGCGCTCAACAACTATCTAG
CAAAGGTTAATTACAATCAGTCGCTATTTGATGCACCGCTTCACTACAATTTTTATGCGG
CATCAACGGGTGGCGGGTATTATGACATGCGAAATATTTTAAATAATACGCTTGTTGCT
TCTAATCCAACAAAAGCGGTAACGCTCGTTGAGAACCATGATACACAGCCGGGTCAATC
ATTAGAATCAACGGTTCAGCCTTGGTTTAAGCCGTTAGCCTATGCGTTTATTTTAACGAG
ATCTGGCGGGTATCCATCCGTATTCTATGGCGATATGTACGGAACAAAAGGTACGACAA
CACGCGAAATTCCAGCATTGAAGTCGAAAATTGAACCGTTGCTAAAAGCGAGAAAAGA
CTATGCGTATGGTACGCAACGTGATTACATCGATAATCCAGATGTGATTGGATGGACTC
GAGAAGGAGATAGTACAAAAGCAAAATCTGGACTTGCAACGGTCATTACCGACGGTCC
TGGCGGATCGAAGCGAATGTATGTGGGAACATCTAATGCGGGAGAAGTCTGGTATGAC
CTCACAGGAAATCGAACAGATAAAATTACGATTGGATCAGATGGTTATGCGACGTTTCC
TGTAAACGGGGGTTCTGTTTCTGTATGGGTTCAGCAGTAAGGATCCAC3’
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Apéndice |

Apéndice I: Sitios de restricdo na sequéncia consensu final do gene Amy do Bacillus
koreensis isolado do rio Mamori.

A M 1 1 1 1 iR TR L 1573
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Msll *Bsi Ml BstNl
Earl *Rerl) Bl #PspGl
Neel *Hgal Mul ALuNI rBsoB]
tBsall HindI11 Tsel - ¥PaeR71
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-Bat2171
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“NmeAl 11
Apéndice J

Apéndice J: Mapa do vetor pBSK com o gene sintético AMYKOR do Bacillus
koreensis isolado do rio Mamori e o sitio de restri¢cdo das enzimas Ndel e BamHI.
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Apéndice K

Apéndice K: Mapa do vetor pDMUO1-GPF com modificacdes e cedido pelo
Prof. Dr. Spartaco Astolfi Filho para a expressao genética em DH5a F’Iq.
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Apéndice L: Figura da analise do programa PHRED das sequéncias do gene AMY dos
isolados dos rios Negro, Solimbes e Mamori, além da, predi¢do da sequéncia consenso do
gene Amy do Bacillus koreensis pelo programa CAP3.
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Apéndice M

pBSK-AMYKOR pDMUOI-EG17

Apéndice M: Perfil eletroforético da minipreparacdo do vetor pMDU01-AMYKO

Apéndice N

~ pDMUO]

AMYKOR Y—

Apéndice N: Perfil eletroforético da digestdo dos vetores pDMUOQL1-EG17 (direita) e o
pBSK-AMYKOR (esquerda). A excisdo do vetor pDMUOL e do gene AMYKOR
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