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Resumo 

As triacilglicerol lipases, (E.C.3.1.1.3), usualmente chamadas de lipases, 

catalisam reações de ésteres carboxílicos em triacilglicerol formando ácidos graxos 

livres, possuem a característica de exercer atividade catalítica em meio aquoso de 

hidrólise. Fora do meio aquoso, ocorrem reações, de esterificação, interesterificação 

ou transesterificação. Devido ao grande potencial biotecnológico, as enzimas 

lipolíticas tem ganhado enorme destaque para uso industrial devido ao seu 

abrangente leque de aplicações, constituindo um dos grupos de maior importância 

em biocatálise, favosrescendo maior eficácia no processo. Justifica-se o estudo de 

novas moléculas com alto potencial biotecnológico para suprir novas necessidades 

do mercado mundial, especialmente as que provém da Amazônia, região ímpar em 

diversidade biológica. Com o objetivo de caracterizar enzimaticamente uma lipase 

recombinante expressa em Pichia pastoris, o gene codificador de lipase foi isolado 

de uma biblioteca metagenômica de terra preta de índio por PCR e integrado no 

genoma da levedura P. pastoris no vetor de expressão pPIC9. A transformação 

ocorreu por eletroporação com 10 µg do cassete de expressão linearizado e clones 

foram selecionados em meio minimo em aminoácidos. A seleção de clones 

recombinantes ocorreu em BMMY sólido contendo 1% de tributirina em meio 

BMMY com clones positivos cultivados em fermentação submersa induzida com 

metanol 0,5% para a produção de lipase.  A região estrutural do gene de lipase foi 

amplifica com aproximadamente 1200 pb. Foram observados halos de degradação 

aos redores das colônias. Averiguou-se a presença da enzima com 50 kDa no gel de 

SDS PAGE. A caracterização enzimática foi último passo para verificar as 

possibilidades biotecnológicas desta lipase por meio de ensaios colorimétricos, que 

resultou positivamente para atividade enzimática de 50,80 U/mL temperatura ótima 

de 50°C e pH de 7 sendo o melhor tempo de reação de 5 minutos  
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1. INTRODUÇÃO 

 

As aplicações práticas da engenharia genética tem superado as expectativas, no 

controle e eliminação de doenças, produção de enzimas e biomoléculas para o benefício 

humano, não se imagina os limites das possibilidades desta ciência.  Na indústria passou 

a ser possível o uso de microrganismos recombinantes na síntese em larga escala de 

insulina, hormônios de crescimento, interferon alfa com atividade biológica contra 

infecções virais e alguns tumores malignos (CANDEIAS 1991; BROWN, 2010). A 

engenharia genética auxiliou a indústria alimentícia com o melhoramento de culturas 

vegetais aumentando a colheita e diminuindo a competição de alimento por produto 

vegetal, tendo em consideração que, em muitos países, como no Brasil parte da cultura 

vegetal destina-se produção de outros recursos necessários (CANDEIAS 1991; 

CARRER et al., 2010). Nos setores médicos, químicos e farmacêuticos, proporcionou 

maior escala de medicamentos como vacinas para o controle de doenças, fármacos 

complexos, diagnósticos de doenças genéticas com: Anemia falciforme, diabetes, 

doença de Alzheimer, hemofilia, retinite pigmentosa, etc (CANDEIAS 1991; DINIZ e 

FERREIRA, 2010). Em aplicações terapêuticas é notável o uso de anticorpos 

monoclonais para identificação ou tratamento de tumores malignos que graças a 

engenharia genética é possível a clonagem em bactérias dos genes capazes de codificar 

anticorpos, estes modificados para favorecer a purificação, são capazes de reconhecer 

antígenos da superfície de células tumorais malignas e associados a fármacos lesar mais 

especificamente o tumor (CANDEIAS 1991; CORDEIRO et al., 2014). 

Este patamar de desenvolvimento só foi possível graças à tecnologia do DNA 

recombinante (TDR). No ano de 1993 quando o mercado de enzimas era 

aproximadamente 140 milhões de dólares por ano, perto de 50% dos produtos 

enzimáticos eram recombinantes (HODGSON, 1994; OLIVEIRA, 2012). Atualmente o 

uso de enzimas cresce progressivamente, com um mercado de bilhões de doláres, 

especialmente em setores de bioenergia, bem estar, alimentação sendo estimado um 

crescimento de 8% ao ano para o ano de 2018 (KUMAR et al., 2014; SINGH et al., 

2016; SANROMÁN et al. 2017).  
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Em 1898, Heinrich Winterberg, descreveu que havia discrepância no número de 

microrganismos entre cultiváveis em meio de cultura e bactérias totais presentes no solo 

capazes de ser contadas pela microscopia. Desde então, a incapacidade de cultivo 

microbiano foi chamado ‘Grande anomalia na contagem de placas’. Apesar do 

fenômeno não ser compreendido plenamente tem-se progredido graças às técnicas de 

engenharia genética chamada Metagenômica (HANDELSMANL et al, 1998; LEE, 

2013). A fim de acessar os microrganismos não cultiváveis esta técnica reúne vários 

métodos in vitro proporcionando o acesso a genes da população microbiana antes 

inacessíveis ao cultivo em placa (PEREIRA, 2011). Teoricamente, uma biblioteca 

metagenômica contém clones representando todo o complemento genético de um único 

hábitat, embora isso dependa da eficiência da extração e clonagem de DNA. A 

informação mantida dentro de uma biblioteca metagenômica pode ser usada para 

determinar a diversidade e atividade da comunidade, a presença de microrganismos 

específicos ou vias bio-sintéticas, bem como presença de gene individuais 

(HANDELSMANL et al, 1998; STEELE e STREIT, 2005; PEREIRA, 2011; GHOSH 

et al, 2018). As análises metagenômica podem se dar de duas formas distintas: Em um 

alvo   específico a ser amplificado e sequenciado em regiões não seletivas conhecida 

como ‘shotgun metagenomics’ se baseia na amplificação e/ou seqüenciamento de todas 

as sequências de uma amostra de solo tem a capacidade de identificar a maioria dos 

organismos na amostra ambiental (AMRANE e LAGIER 2018; GHOSH et al, 2018).  

A análise shotgun metagenomics é subdividida em dois tipos: (1) Tabelas 

baseadas em sequências relatando a diversidade microbiana de uma amostra ambiental 

específica; (2) e telas funcionais que identificam os produtos gênicos funcionais, mas 

não determinam de que espécie o material genético originou. É de fundamental 

importância conhecer a diversidade microbiana e a abundância relativa de espécies na 

amostra ambiental para averiguar o resultado.  

As análises de RNA-Seq de comunidades bacterianas complexas são conhecidas 

como Metatranscriptômica. É eficiente para elucidar e descobrir novos genes, mas 

existe limitações em obter RNA de alta qualidade a partir de amostras ambientais. O 

estudo da atividade microbiana no meio complexo juntamente com as vias catabólicas é 

chamado metaproteômica, associado aos estudos de metagenômica e 

Metatranscriptômica fornece luzes à dinâmica funcional elucidando atividade 

microbiana e capacidade de produção. (GHOSH et al, 2018).   
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A técnica metagenômica utilizando em amplicons 16S se baseia nas regiões 

variáveis do gene bacteriano 16S rRNA para fazer atribuições taxonômicas de toda a 

comunidade. As análises em alvo utilizam amplicons que incluem RNA ribossomal 16S 

para bactérias e espaçador interno transcrito (ITS) para fungos e apara eucariotos a 

região ribossomal 18S (GHOSH et al, 2018). É utilizada também para análises clínicas 

como método mais eficiente para detecção de patógenos em comparação ao método de 

diagnostico padrão. Amrane e Lagier relatam a detecção de leptospirose, encefalite e 

outras infecções detectadas por metagenômica, e não relatadas por métodos 

convencionais. Existe limitação na técnica devido a semelhança da sequência 16 rRNA 

entre cepas de diferentes microrganismos podendo ser confundidos. Como a análise 16S 

em alguns casos não é possível diferenciar espécies intimamente relacionadas, por 

exemplo, Echerichia coli O157, H7 e K-12 não podem ser diferenciadas (AMRANE e 

LAGIER 2018). 

1.1 Sistema de expressão heteróloga  

O sistema de expressão heteróloga mais comum é Escherichia coli, bactéria gram 

negativa em forma de bastonete, e classificada como membro da família 

Enterobacteriaceae dentro da classe Gammaproteobacteria. Está entre os organismos 

mais estudados que podem crescer rapidamente tendo duplicado sua população por 

volta de 20 minutos nas condições ideais, seu baixo custo e alta densidade celular são 

vantagens desejadas. Entre suas desvantagens a baixa secreção de produtos 

recombinante e ou a produção de proteínas inativas na forma de corpos de inclusão 

(CHEN, 2012). Muitos genes foram clonados em E.coli produzindo inúmeros produtos 

industriais. Esta bacéria foi isolada pela primeira vez em 1917 como Escherichia coli 

Nissle durante a primeira guerra mundial pelo Dr. Alfred Nissle provando ser 

terapeuticamente segura por não produzir enterotoxinas ou citotoxinas e eficaz para o 

tratamento de patógenos intestinais (OU et al, 2016; JANG et al 2017). 
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E. coli como um sistema de expressão heteróloga favoreceu vantagens para uso 

biotecnológico e industrial, mas para realização de diferentes métodos e funções, em 

algumas situações, não é possível se liminar a E.coli apesar da abrangência de vetores 

existentes em bactérias. Como outra forma de clonagem em microganismos as leveduras 

são hospedeiros atrativos para produção de proteínas heteróloga. Diferente das 

bactérias, sua organização celular permite que eles realizem muitos dos eventos pós-

traducionais, processamento e modificações necessárias na síntese de proteínas 

‘autênticas’ e bioativas de mamíferos. Além disso, eles retêm vantagens de um 

microrganismo unicelular, com crescimendo rápido e facilmente manipulavel 

geneticamente. A grande maioria dos trabalhos de expressão de leveduras tem se 

concentrado na bem caracterizada levedura Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, com 

o desenvolvimento de tecnologias do DNA recombinante, outras leveduras foram 

utilizadas como hospedeiro produtores de proteína recombinante, incluindo: Hansenula 

polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe, 

Schwanniomyces occidentalis e Yarrowia lipolytica . (BUCKHOLZ E GLEESON 

1991). 

A maior parte dos vetores de levedura codifica a enzima envolvida na síntese de um 

aminoácido, sendo, por exemplo LEU2 codificadora de β-isopropil-malato 

desidrogenase enzima envolvida na conversão de ácido pirúvico em leucina. Para 

seleção dos recombinantes é necessário a utilização de clones mutantes auxotróficos 

com LEU2 não funcional, logo, não sobreviverão se não houver disponibilidade de 

nutriente no meio celular, como é o caso do uso de meio mínimo sem aminoácidos, 

cresceram apenas os clones possuidores do plasmídeo recombinante contendo o gene 

codificador LEU2 (BROWN, 2010).  

Neste trabalho o vetor utilizado para expressão em Pichia pastoris foi o pPIC9 

(Figura 6) possui origem de replicação de E.coli (pBR322), a região promotora do gene 

aox1, sendo o marcador de seleção o gene Histidinol desidrogenase (HIS4), esta 

marcação permite a seleção auxotróficas de transformantes, e sítio de integração no 

genoma da levedura. Contém sequência codificadora de ampicilina e multissítio de 

clonagem ao final da região codificadora do peptídeo sinal (SS), do fator-alfa de 

Sacaromices cerevisiae, logo após o terminador de transcrição de aox1.  
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1.2 Pichia pastoris como sistema de expressão heteróloga  

O isolamento de Pichia pastoris se deu em 1920 por um exsudato de castanha na 

França, sendo descrita por A. Guilliermond como Zygosaccharomyces pastori. Outras 

cepas foram isoladas por H. Phaff, em 1956, de árvores da Califórnia, desde então, foi 

nomeada de Pichia pastoris (PHAFF 1956). Com bases nas sequências de genes 

ribossômicos, P. pastoris foi reclassificada, em 1995, para Komagataella pastoris, outro 

gênero distinto (YAMADA 1995). Atualmente são descritos seis membros do gênero 

Komagataella: K. pastoris, K. phaffii, K. pseudopastoris, K. poluli, K. ulmi e K. 

Kurtzmanii (NAUMOV, 2013), mas para os fins desta dissertação será utilizado Pichia 

pastoris, seguindo a literatura especializada.   

Em 1985, foi usada como sistema de produção proteica (CREGG 1985) e 

atualmente tem sido amplamente utilizada como sistema de expressão alternativo, 

devido ao baixo custo de produção e fortes níveis de expressão, sendo utilizada para 

expressão de mais de 5.000 mil proteínas diferentes (SCHWARZHANS 2017).  As 

vantagens de se usar P. pastoris como sistema de expressão são: a transcrição da 

proteína heteróloga é rigorosamente regulada por repressão/desrepressão; altos níveis de 

expressão podem ser obtidos, a indução é facilmente alcançada pelo acréscimo de 

metanol que não é tóxico para a levedura quando em concentrações controladas 

(CEREGHINO 2000; MACAULEY-PATRICK 2005). 

 Desta forma, é possível crescer a levedura em altas densidades celulares e 

posteriormente realizar a indução da produção de proteínas heterólogas, favorável, à 

produção de proteínas tóxicas para a própria levedura (DE-SOUZA, BRÍGIDO E 

MARANHÃO, 2016). Outra característica interesse deste sistema é a capacidade de 

realizar modificações pós-traducionais.  

A maioria das proteínas secretadas por P. pastoris são glicosiladas, o que pode ou 

não afetar a atividade biológica da proteína recombinante. O tamanho da cadeia de 

carboidratos adicionados por P. pastoris é bem menor que aquele adicionado por 

Saccharomyces cerevisiae. A estrutura destes oligossacarídeos é muito similar à 

adicionada em mamíferos e, por não ser capaz de adicionar manoses terminais com 
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ligações α-1,3, como S. cerevisiae, as proteínas produzidas em P. pastoris são menos 

imunogênicas (CARMO, NEIVA e ASTOLFI FILHO, 2015). 

 

P. pastoris utiliza metanol como fonte de carbono o gene aox1 que codificam 

Álcool oxidase, tem como produto da reação formaldeído e peróxido de hidrogênio 

(CREGG 1985; CEREGHINO 2000, WANG 2016). Este produto é convertido em água 

e oxigênio por catalases. No cromossomo da levedura existem dois genes que codificam 

as duas formas da álcool oxidase, aox1 e aox2. Apesar de os produtos desses genes 

serem similares quanto as sequências e funções, a maior parte da atividade de álcool 

oxidade na célula é atribuída ao produto do gene aox1. O promotor do gene codificador 

de aox1 é induzido por metanol e utilizado em diversos vetores de expressão de 

P.pastoris. Dessa forma, é possível crescer a levedura em altas densidades celulares e 

posteriormente realizar a indução da produção de proteínas heterólogas, favorável, 

principalmente, à produção de proteínas tóxicas para a própria levedura (DE-SOUZA, 

BRÍGIDO E MARANHÃO, 2016). 

Diferentes linhagens de P. pastoris podem ser classificadas com relação aos 

fenótipos que utilizam metanol como fonte de carbono, sendo estas de três tipos 

normalmente nomeados: (1) Mut+ utiliza metanol de forma metabolicamente mais ativa; 

(2) Muts metaboliza metanol em taxa moderada; e (3) Mut- não utiliza metanol no 

metabolismo celular. O fenótipo Mut+ possui ambos genes aox íntegros, enquanto, Muts 

possui apenas o aox2. Por sua vez, Mut- não adquire a capacidade de utilizar metanol 

como fonte de carbono, por não possuir ambos genes aox (CREGG, 2000; WANG, 

2016). 

A expressão de qualquer gene em P. pastoris requer três etapas básicas: (1) a 

inserção do gene em um vetor de expressão; (2) introdução da expressão vetor no 

genoma de P pastoris; e (3) exame de potenciais cepas de expressão (CEREGHINO 

2000).  
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1.3 Lipase: características gerais 

As enzimas lipolíticas podem ser caracterizadas em três grandes grupos 

baseados na especificidade do substrato: lipases (EC.3.1.1.3), esterases/carboxiesterases 

(EC.3.1.1.1) e fosfolipases (EC.3.1.1.3). As triacilglicerol éster hidrolases (EC.3.1.1.3), 

usualmente chamadas simplesmente de lipases, são carboxilesterases que catalisam 

reações de hidrólise de ésteres carboxílicos longos (≥ 10 átomos de carbono) formando 

ácidos graxos livres (JAEGER e EGGERT, 2002). Além de sua característica de exercer 

atividade hidrolítica na interface óleo/água (CHEN et al 2016), quando em condições 

não aquosas, catalisam reações reversas como esterificação, interesterificação ou 

transesterificação, produzindo acilgliceróis (SALIHU e ALAM, 2012). As esterases 

(EC. 3.1.1.1) agem em substratos hidrofílicos e catalisam hidrólise de esterogliceróis 

com cadeia curta (< 10 átomos de carbono) em glicerídeos parciais e ácidos graxos. As 

fosfolipases catalisam a hidrólise de vários tipos de fosfolipídeos (JAEGER et al, 1999; 

TIRAWONGSAROJ et al 2008; PEREIRA 2011; PASCOAL et al, 2018). Assim, 

lipase catalisa hidrólise e síntese de longas cadeia de acilglicerois em reações conforme 

mostrado na Figura 1. 
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Figura 1. Representação das principais reações catalisadas por lipases. (RIBEIRO et al 

2011) 

 As lipases são geralmente glicoproteínas, com massa molecular entre 20 a 60 

kDa e ponto isoelétrico podendo variar entre 4 a 5. A faixa ótima de atividade e 

resistência é sob os valores de pH entre 6,0 e 8,0 e temperatura entre 30 e 40°C. No 

entanto, essas propriedades podem variar de acordo com a fonte ou com a isoforma de 

diferentes microrganismos. As lipases são enzimas hidrossolúveis que atuam no 

metabolismo na digestão de triacilgliceróis, desta forma as reações catalisadas por lipase 

ocorrem quando substrato está emulsificado (ALOULOU et al 2006; PASCOAL et al, 

2018).  
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 Esta atividade pode ser intensificada com a formação de emulsões micelares 

dando-se o nome de ativação interfacial ocorrendo devido a capacidade de interação 

interacial da enzima ao substrato agregado. Estas reações podem responder a mudança 

conformacional sofridas pelas lipases não podendo ser descritas por uma reação de 

Michaelis-Menten. (PASCOAL et al, 2018) 

 

 

 

 

Figura 2: Representação da estrutura tridimensional de lipase mostrando os estados da 

lid (tampa) aberto e fechado. A tampa aberta está representada de laranja e a tampa na 

conformação fechada é representada em azul sobre o sítio catalítico (Extraído de Rehm et al., 

2010). 
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 Quando uma lipase na fase aquosa está abaixo do limite de solubilidade ou a 

ausência de/ ou em emulsão de baixa concentração de substrato, existe tipicamente uma 

estrutura (Figura 2) de oligopeptídeos cobrindo o sítio ativo denominada ‘lid’(tampa) 

que cobre o sítio ativo (WILLEMS et al., 2018). Esta cobertura consiste em 

aminoácidos polares no lado externo e aminoácidos não polares no lado interno, em 

contato com o sítio ativo. É relatado que as lipases com tampa cobrindo o sítio ativo 

estão em conformação fechada e, na presença de uma interface formada pela lipases 

(emulsão) sofrem mudanças conformacionais expondo seu sítio ativo. O mecanismo de 

mudança conformacional é chamado ativação interfacial (interfacial activation) 

(PASCOAL et al, 2018)  

O sítio ativo das lipases é geralmente caracterizado por uma tríade serina, 

histitina e um resídio ácido (ácido aspártico ou glutâmico), classificados como serina 

hidrolases, que são essenciais para todas as reações catalogadas por essas enzimas 

(TREVISAN, 2014; PASCOAL et al, 2018) Esta sequência conservada desempenha 

papel chave no mecanismo geral da reação de hidrólise em que lipases atuam clivando 

ligações éster presentes em acilglicerois para liberar ácidos graxos e glicerol que é 

realizado em várias etapas.  

O mecanismo inicia por uma acilação que consiste em transferência de um 

próton entre os resíduos de aspartato e histidina, causando a ativação do grupo hidroxila 

da serina catalítica. A hidroxila da serina com aumento de nucleofilicidade ataca o 

grupo carbonila do substrato. O primeiro intermediário tetraédrico é formado com uma 

carga negativa no oxigênio do grupo carbonila.  Formações de ligações de hidrogênios 

estabilizam a distribuição de cargas e reduz a energia do intermediário tetraédrico. 

Ocorre então a etapa desacilação, onde um ataque nucleofílico da enzima libera o 

produto e regenera o biocatalisador. O nucleófílo pode ser água nas reações de hidrólise 

ou um álcool nas reações de alcoólise (CASAS-GODOY et al., 2012; EGGERT et al., 

2000). O mecanismo de hidrólise é representado na Figura 3. 



 

25 

 

 

 

Figura 3. Mecanismo da reação de hidrólise de ligações éster catalisada por lipases. (a) ataque 

nucleofílico da hidroxila da serina ao carbono suscetível da ligação éster; (b) intermediário 

tetraédrico; (c) intermediário acila enzima e ataque nucleofílico da água; (d) intermediário 

tetraédrico; (e) enzima livre. Modificado de JAEGER et al., 1999) 
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Foi observado que todas as estruturas terciárias resolvidas com lipase possuem a 

configuração α / β hidrolase comparando cinco enzimas com funções catalíticas 

distintas: dienelactone hidrolase, haloalkane dehalogenase, serina carboxipeptidase II, 

acetilcolinesterase de trigo e lipase de Geotrichum candidum. Estas enzimas, mesmo 

não possuindo as mesmas funções catalíticas tem semelhanças estruturais conservadas 

denominado dobra de α / β hidrolase. (JAEGER et al, 1999). 

A dobra padrão consiste em uma folha central com os dois primeiros filamentos 

antiparalelos.  As cadeiras β3 a β8 estão ligadas por hélices α, que se acumulam por 

ambos os lados da folha β central. A folha β tem uma torção superhelical com a mão 

esquerda, de modo que a superfície da folha cobre cerca de meio cilindro e a primeira e 

a última das cordas se cruzam no ângulo de 90°. Tanto a curvatura da folha β quanto as 

posições espaciais da hélice α podem variar significativamente em detrimento sua 

origem. A configuração das α / β hidrolases pode favorecer um arcabouço estável para 

os sítios ativos localizados. A tríade catalítica se posiciona da seguinte forma: Histidina 

após a folha β5; Serina após a folha β7; O resíduo ácido ao final da cadeia (Figura 4).  

Esta configuração é bastante comum, encontrada também em outras famílias de enzimas 

como Epóxi hidrolase microssomal. (EC3.3.2.9) e haloperoxidases (EC.1.1.1.1) 

(JAEGER et al, 1999; PASCOAL et al 2018). 

 

 

Figura 4: Representação esquemática da estrutura família de enzimas conservadas com motivos 

de α / β hidrolase. Os filamentos que formam a estrutura em folha plissada (1-8) são indicados 

por setas azuis e as estruturas em hélices α (a - f) são indicadas por colunas vermelhas. As 

posições relativas dos aminoácidos da tríade catalítica são indicadas por contas vermelhas. A 

região amino-terminal é indicada por NH2 no início da cadeia e por COOH para a região 

carboxi terminal para o final da cadeia. Extraído de PASCOAL et al 2018.               
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Com base a especificidade posicional (regioespecificidade) lipases podem ser 

subdivididas em três grupos: (1) as não específicas; (2) 1,3 específicas; (3) e específicas 

para cadeias longas. O primeiro grupo catalisa triglicerídeos em ácidos graxos livres e 

glicerol mono e diglicerideos como intermediários podendo remover o ácido graxo de 

qualquer posição do substrato. O segundo grupo catalisam ácidos graxos na posição 1 e 

3 do triglicerídeo não podendo hidrolisar ligações éster em posições secundárias. A 

hidrólise de diglicerídeos é mais rápida em comparação aos monoglicerídeos. O terceiro 

grupo catalisa ácidos graxos de cadeia longa com ligações duplas na posição cis entre 

C-9 e C-10. Lipases, em comparação às esterases, possuem profundidade em seu sítio 

ativo, sendo esta a provável justificativa da capacidade em reconhecer substratos de 

cadeira variada (JAVED et al, 2018). 

O consumo de todos os monoglicerídeos, diglicerídeos, triglicerídeos e ácidos 

graxos livres nos processos industriais produção em meios não aquosos, baixo tempo 

reacional e resistência a baixo pH, podendo ser escalonáveis para indústria e 

representam a classe mais amplamente utilizada nas aplicações biotecnológicas, devido 

maior atividade catalítica e fácil manipulação genética. Estas são algumas das 

propriedades que tornam lipases desejáveis (PASCOAL et al, 2018).  

1.4 Aplicação de lipase 

 As principais enzimas utilizadas na indústria são: lipases, amilases, 

hemicelulases, oxidases, asparginases, lactases e proteases (SANROMÁN et al. 2017). 

Dentre estas, lipases compõe um dos mais importantes catalisadores industriais, 

possuindo utilidades em muitos setores. Esta vasta aplicação pode ser justifica por:  (1) 

suas propriedades de quimiosseletividade, regiosseletividade e esteriosseletividade, (2) 

abundância de organismos capazes de sintetizá-la, (3) atividade de hidrólise e de síntese 

de acilglicerol e (4) dispensa  do uso cofator nas reações (JAEGER e EGGERT, 2002).  

 As enzimas lipolíticas têm ganhado enorme destaque para uso industrial devido 

seu potencial biotecnológico, constituindo um dos grupos de maior importância em 

biocatálise, promovendo maior sutileza nos processos. São amplamente utilizada para 

síntese de diversas moléculas usadas no cotidiano, especialmente, na seletividade de 

drogas estequiometricamente semelhantes (ZHENG et al., 2016). 
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Durante a síntese química de alguns compostos ocorre formação de 

enantiómeros, estes compostos podem diminuir ou prejudicar a eficiência de uma 

formulação e um medicamento, por exemplo. A resolução desta solução chama-se 

resolução cinética, que é a transformação da mistura racêmica em enantiopuros. Os 

biocatalizadores mais utilizados para resolução de misturas racêmicas são as lipases, 

tendo vantagens na especificidade do substrato, condições de funcionamento brando e 

não produz resíduos prejudiciais (TSAI et al., 2014; ZHENG et al., 2016). 

Com a utilização de lipase, soluciona-se a catálise da reação de 

interesterificação, utilizada na produção de derivados de manteigas, reações de 

interesterificação convencional, as quais são conduzidas por adição de catalisadores 

químicos como sódio ou metilato de sódio, resultando maior quantidade de resíduos no 

produto final (HASAN et al 2005).  O uso de lipases para indústria de sebo também têm 

mostrado grande vantagens. A temperatura utilizada no processo é apenas para 

liquefazer o sebo, reduzindo o uso de combustíveis fósseis necessário para aquecer a 

reação. Devido à baixa temperatura, a qualidade do produto é favorecida, por causa da 

pouca degradação de ácidos graxos insaturados, promovendo facilidade na purificação 

final (YASSIN et al 2003; HASAN et al 2005). 

 A produção de polímeros biodegradáveis têm atraído interesse de diferentes 

empresas como: BioAmber, Succinity, Reverdia e Mitsubishi. Isto se deve a crescente 

preocupação de novos polímeros de alta eficiência que, durante sua produção, causam 

menor dano à saúde humana e ao meio ambiente. Os poliésteres alifáticos são 

produzidos principalmente por fusão de policondensação, necessitando de catalisador 

organometálico e altas temperaturas (DEBUISSY et al. 2016). Porém, estas condições 

podem causar reações secundárias como: decomposição, toxicidade e poluição; 

especialmente devido aos compostos metálicos presente no catalisador (MAHAPATRO 

et al. 2003). Entretanto, catalisadores biológicos podem mitigar esses problemas, 

especialmente as lipases, as quais possuem, em meio orgânico, capacidade de formar 

éster, tendo um fácil controle e alto grau catalítico. Algumas enzimas são 

comercializadas para esses fins, como a Lipase B de Candida antarctica chamada de 

Novozym® 435, sendo um dos melhores biocatalisadores para síntese de poliésteres 

devido a altos rendimentos ampla especificidade de substrato e ótima estabilidade 

térmica (DEBUISSY et al. 2017). 
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 Na indústria têxtil as enzimas são utilizadas para reduzir características 

indesejáveis como formação de grânulos de tecido (pilling), baixa capacidade de tintura, 

dificuldade de acabamento e carga antiestática. As enzimas mais utilizadas para 

modificações em fibras sintéticas são: cutinases, lipases, proteases; as quais modificam 

superficialmente o tecido poliéster agregando qualidade em suas características físicas 

(MADHU, 2017). 

Outro uso é o sistema enzimático misto, no qual, são utilizadas as enzimas: 

proteases, lipases, celulases, xilanases ou cutinases, que em determinada combinação 

melhoram a hidrofilicidade do tecido sem afetar suas propriedades físicas. A 

combinação de proteases e lipases favorecem a diminuição de peso do tecido, e 

permitem a mescla entre tecidos como Lã e Nylon.  Dentre estas a lipase é utilizada para 

diversos fins, especialmente para remover gorduras e lubrificantes naturais, aumentar a 

hidrofilicidade em tecidos celulósicos, auxiliar na concentração da tinta no tecido, 

sintetizar polímeros in vitro, área qual possui grande promessa biotecnológica, podendo 

sintetizar poliésteres, poliamidas, policarbonatos, polissacarídeos, polipeptídios, 

polianilanas, polifenóis, poliestireno e metacrilato (MADHU, 2017). 

 Atualmente o maior campo de aplicação de lipases hidrolíticas é o de 

detergentes, favorecendo: baixa temperatura de lavagem, redução do uso de compostos 

químicos e não agredindo a saúde humana. A primeira empresa a produzir lipase para 

este fim foi Novo Nordisk, que em 1988 purificou lipase de fungo Thermomyces 

lanuginosus, contudo não foi possível levar o processo para escala industrial. Devido à 

necessidade de enzima em grande quantidade, foi clonado o gene de lipase em 

Aspergillus oryzae, e comercializado em 1994, a partir disso integrando o setor de 

detergente (HASAN et al., 2005; LANGE 2017) 

1.5 Fontes de lipases 

A maioria das lipases comerciais é de origem microbiana, devido à simplicidade 

de produção e na diversidade de fontes. A enzima foi observada pela primeira vez em 

1856, por Claude Bernard analisando um extrato de suco pancreático, que hidrolisou 

gotas de óleo insolúvel, tornando-as solúveis. As lipases analisadas posteriormente 

foram isoladas de pâncreas de animais, mas diversos seres vivos as utilizam em suas 

funções metabólicas, como: microrganismos, mamíferos, aves (FARIHA et al.  2005). 

Microrganismos produtores de lipase têm sido encontrados nos mais diversos habitats, 

como resíduos industriais, indústrias de óleo, sementes de oleaginosas, alimentos em 
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decomposição, solo de floresta, ambiente gélido (SHARMA et al 2001; FAORO et al., 

2012; KIM et al., 2015; PETROVSKAYA et al., 2016). Uma extensa quantidade de 

microrganismos produtores de lipase, incluindo bactérias e fungos foi catalogada 

(BORRELLI e TRONO 2015). Entre as fontes bacterianas, as bactérias produtoras de 

lipases mais bem conhecidas atualmente são: Serratia marcescens, Pseudomonas 

aeruginosa e Pseudomonas fluorescens (FARIHA et al.  2005; BORRELI E TRONO 

2015).  

 Para acesso e exploração de lipases muitos processos tem sido otimizados  com 

a aplicação de biologia molecular e engenharia genética (SCHICHER et al. 2010). Em 

processos modernos, genes diversos de lipases são expressados em sistemas  de 

expressão heterólogos, principalmente em bactérias e leveduras (BOU ALI et al., 2014; 

EMOND et al., 2010) com grandes vantagens nos rendimentos de produção e melhorias 

no processo fermentativo. 

1.6 Lipases bacterianas 

Os procariotos possuem diferentes classes de enzimas lipolíticas que são 

classificadas em oito famílias distintas: Lipases verdadeiras, Lipases hormônios-

sensitivas (HSL) e as famílias III, V-VIII.  O resíduo serina envolvido na tríade 

catalítica é tipicamente um pentapeptídeo com uma sequência de consenso conservada 

(Gly- X- Ser-X-Gli), em que X representa qualquer um dos 20 aminoácidos. As 

verdadeiras lipases apresentam seis subfamílias, todas apresentando as sequências Gly- 

X- Ser-X-Gli conservadas.  

Dentro do grupo de lipases verdadeiras, a subfamília I.1 e I.2 possuem dois 

resíduos de aspartato e dois de cisteína, que auxiliam na formação do sítio de ligação do 

Ca2+ e pontes de sulfeto, além de serem secretadas da mesma forma. A família II não 

apresenta conservação do pentapeptideo da família I, tendo uma modificação para Gly-

Asp-Ser-(Leu). A família III possui dobramento α/β hidrolase exibem a tríade catalítica 

padrão. JAEGER et al, 1999; TIRAWONGSAROJ et al, 2008; PEREIRA, 2011; 

PASCOAL et al, 2018) 

Os membros da família IV apresentam um sítio conservado em HGGG seguido do 

pentapepitídeo GDSAG localizado no N-terminal da proteína. A característica da 

família V está na similaridade estrutural a outras enzimas (halopeoxidases e epoxide 

hidrolases) seus blocos conservados são GXSMGG, PTLV e GH. A família VI lista 

esterases presentes no citoplasma bacteriano com similaridade ás lisofosfolipases de 
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mamíferos. O sítio ativo é um dímero tendo o dobramento α/β hidrolase em suas 

subunidade. Possuí a tríade catalítica em semelhança a das famílias I e II (JAEGER et 

al, 1999). 

 A VII família é constituída por resíduos de aminoácidos, compartilhado 

similaridade com Beta-lactamases. A família VIII tem semelhança comβ-lactameses 

tendo seu sítio ativo a constituição Ser-Xaa-Xaa-Gly. (JAEGER et al, 1999; 

TIRAWONGSAROJ et al, 2008; PEREIRA, 2011) 
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2 JUSTIFICATIVA 

Uso de enzimas cresce progressivamente, especialmente em, bioenergia, bem 

estar, alimentação e derivados. Estima-se o lucro do setor enzimático para o ano de 

2018 em 1 bilhões de dólares, com crescimento de 8% ao ano (SANROMÁN et al. 

2017). Esta crescente demanda requer novos produtos pautados em bioprospecção na 

biodiversidade global. 

 Se tratando de diversidade biológica, a Amazônia é o maior centro de busca do 

planeta (ANTONIO, 2007). Logo, foco do presente estudo está na análise do gene de 

lipase oriundo de metagenômica de Terra Preta de Índio, área de grande diversidade 

biológica na Amazônia, o qual, paradoxalmente ao solo amazônico, é extremamente 

rico em nutrientes, favorecendo a diversidade bacteriana, e, consequentemente, a 

possibilidade de encontrar novos produtos biotecnológicos (TEIXEIRA et al., 2009).  A 

produção de biomoléculas de alto nível, requer uma eficiente expressão dos genes 

correspondentes para cada hospedeiro, mas exige, da mesma forma, conhecimento 

detalhado do mecanismo de ação molecular, aplicando em novos métodos e técnicas 

para benefício social (JAEGER 2002). 

A demanda por biomoléculas é crescente no mundo atual, tornando-se 

necessário a prospecção, identificação e caracterização de genes capazes de sintetizar 

compostos moleculares de interesse biotecnológico (MOTA, 2015). Desta forma, lipase 

que constitui o grupo mais importante em biocatalisadores para aplicações 

biotecnológicas realizando diversas reações e beneficiando vários setores industriais, 

(GANDHI 1997, JAEGER  et al 2002, SALIHU 2012, BANSODEC 2017), assume 

um papel diferenciado de outras moléculas. Sendo assim, o presente estudo visa a 

clonagem, produção e caracterização de lipase recombinante em Pichia pastoris. 
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3 OBJETIVOS  

 

        3.1 Objetivo geral 

 

Expressar em Pichia pastoris uma lipase bacteriana isolada de uma Biblioteca 

Metagenômica de Terra Preta de Índio e determinar suas propriedades 

catalíticas. 

3.2 Objetivos específicos 

 Isolar o gene de lipase bacteriana de uma Biblioteca Metagenômica de Terra 

Preta de Índio previamente construída;  

 Subclonar o gene de lipase no vetor de expressão e secreção pPIC9 formando o 

cassete de expressão de lipase para transformação de P. pastoris; 

 Integrar o cassete de expressão em P. pastoris para produção de lipase ativa;  

 Analisar o efeito do pH e da temperatura na função catalítica da enzima 

recombinante; 

 Caracterizar a cinética de conversão do substrato p-nitrofenil palmitato e os 

parâmetros cinéticos aparentes Kmap e Vmaxap. 
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4  MATEIAL E MÉTODOS 

 

Neste trabalho foi produzida lipase rastreada em uma biblioteca metagômica 

previamente construída e seqüenciada no Laboratório de Tecnologia de DNA da 

Universidade Federal do Amazonas. O gene de lipase (gene lip) contido na biblioteca 

que teve sua sequencia determinada via sequenciamento de DNA metagenômico foi 

isolado por PCR e subclonado em um vetor de expressão e secreção funcional na 

levedura P. pastoris para a produção de lipase recombinante ativa.  

4.1 Estudos da sequência de aminoácidos da proteína codificada.  

A sequencia nucleotídica do gene lip predita na análise do sequenciamento da biblioteca 

metagenômica foi traduzida para sequência de aminoácidos utilizando a plataforma de 

bioinformática BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no sitio 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) na modalidade BLASTN e BLASTP para 

previsão do possível organismo de origem. Para predição da massa molecular e ponto 

isoelétrico foi utilizado a ferramenta ExPASy (http://web.expasy.org/translate/) no 

domínio Transaltion tools. Para predição de possíveis pontos de glicolização se deu 

Servidor NetOGlyc 4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc-4.0)   

4.2 Isolamento do gene de lipase da biblioteca metagenômica de Terra Preta de 

Índio 

O gene lip proveniente de uma biblioteca metagenômica de Terra Preta de Índio, 

clonado em vetores fosmídios (Copy ControlTM Fosmid Library Production 

EPICENTRE Biotechologies) foi isolado por PCR (Polymerase Chain Reaction), com a 

utilização de primers específicos projetados a partir da análise do seqüenciamento de 

DNA da biblioteca.. Este par de primer possibilita a amplificação da sequência 

estrutural do gene de lipase com aproximadamente 1100 pares de bases flanqueadas por 

um sítio de restrição da endonuclease EcoRI (GGATTC) em sua extremidade 5’ e pela 

sequência de reconhecimento da endonuclease de corte raro NotI (GCGGCCGC) na 

extremidade 3’.  Para o isolamento do gene de lipase da biblioteca metagenômica foi 

utilizado os iniciadores PLip F (5’ GACGAATTCATATGTGGATCCGCGTGACGT 

3’) e PLip R (5’GACGCGGCCGCTTACTATGGGCAATCGGATACCG 3’)  

 

 



 

35 

 

 

Para amplificação do gene de lipase, a reação de PCR foi realzada em volume final  de 

50 µL em sistemas contendo 20 ng de DNA fosmidial (molde para amplificação), 

tampão 1X, 1 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 pmol de cada iniciador (PLipF e 

PLipR), 5,0 U de enzima Taq DNA polimerase High-Fidelity, completando o volume 

final com H2O deionizada. A reação foi iniciada com temperatura de 95C por 1 min 

para desnaturação inicial, seguidos de 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 

segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensão a 68°C por 2,5 minutos, por 

fim um ciclo de 5 minutos a 68°C. Para confirmar a amplificação, o produto de PCR foi 

resolvido em gel de agarose (0,8%), para separação dos amplicons corados com 

brometo de etídio 0,5 µg/mL e visualizados em luz ultravioleta (UV) 312 nm. 

Após a amplificação da região estrutural do gene de lipase, o material amplificado 

foi purificado para eliminação de reagentes da PCR e eventuais sequencias 

inespecíficas. As amostras foram separadas em gel de agorese, a banda de DNA 

referente ao gene lip foi cortada do gel e purificada seguindo o protocolo do Kit Illustra 

TM GFX TM PCR DNA and Gel Band Purification. O gene lip purificado foi 

posterormente clonado no vetor pGEM-T.  

 

4.3 Ligação do gene de lipase no vetor de clonagem pGEM-T 

 

Para a clonagem da sequência codificadora de lipase foi utilizado o vetor 

comercial pGEM-T (pGEM®-T Vector Systems - Promega Corporation) para clonagem 

direta de insertos de DNA obtidos a partir da amplificação por PCR, como se observa 

na figura 5. 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjXrMaEjqHfAhUKDZAKHShVCNUQFjACegQIBxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.promega.com.br%2Fproducts%2Fpcr%2Fpcr-cloning%2Fpgem-t-vector-systems%2F&usg=AOvVaw3mBwImAWs6ieUfMTLA1MPX
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Figura 5: Mapa do vetor pGEM-T. O vetor é uma sequência linear de 3,0 kb, possuindo em cada 

uma de suas extremidade 3’uma desoxitimidina (T). Esta configuração é adequada para ligação 

do produto de PCR que possui em suas extreminadades 3’ uma única desoxiadenosina (A). 

 Para a ligação, o gene lip foi previamente quantificado em massa (ng) de 

DNA por espectrofotometria para garantir a relação molar 3:1 (inserto/vetor) utilizando 

a Equação 1 para a determinação da concentração (ng) de amplicons utilizados na 

reação:  

 

 

Eq. 01 

Sendo: 

 [V] = concentração do vetor (ng);  

Kb Inserto = quantidade de bases gene de lipase purificado (kb);  

Kb Vetor = quantidade de bases de vetor (Kb).  

[I] = concentração do inserto (ng) 
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No procedimento de ligação enzimática foram utilizados 50 ng de vetor pGEM-T, 

60 ng de gene lip e 1U enzima T4 DNA ligase em uma reação com volume final de 10 

µL incubada a 16 ºC durante 18 horas. O vetor pGEM-T com gene lip ligado em seu 

sítio de clonagem foi utilizado para transformação genética da bactéria E. coli DH5α 

para replicação do vetor de clonagem. 

4.4 Preparo de Escherichia coli DH5α eletrocompetentes para transformação 

genética 

Uma única colônia isolada de E.coli DH5α (F - φ80 lac ZΔM15 Δ ( lac ZYA-

 arg F) U169 rec A1 final A1 HSD R17 (R K 
- , m K 

+ ) pho Umsup E44 λ - thi -

1 Gir A96 rel A1) foi inoculada em 5 mL meio de cultura LB líquido e incubado no 

shaker sob agitação de 150 rpm, a 37°C, overnight. O volume de 1 mL desta cultura foi 

inoculado em 200 mL de meio LB mantendo em agitação até a densidade óptica 0,6 

(O.D600nm). Ao atingir o crescimento necessário, o frasco foi mantido no gelo por 30 

minutos para desaceleração metabólica, seguido de fracionamento em tubos falcon 

(estéril) de 50 mL para centrifugação em 3.500 g por 10 minutos a 4 °C. As células 

foram cuidadosamente ressuspendidas em 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. Este 

processo de lavagem foi repetido por mais 3 vezes, onde o pellet celular foi 

ressuspendido em 1 mL de glicerol 10%, aliquotadas em microtubos no volume de 80 

µL e utilizadas no procedimento de transformação genética.  

4.5 Transformação e seleção das bactérias recombinantes 

Em uma cubeta de eletroporação gelada, transferiu-se 80 µL de E.coli 

eletrocompetentes, misturadas com 2 µL do produto de ligação (pGEM-T/lip). A 

cubaeta foi transferida para um eletrporador e aplicada uma tensão elétrica de 1900 

mvolts. As células foram ressuspensas em 1 mL de meio LB liquido, e após a devida 

homogeneização, incubadas sob à rotação de 150 rpm, 37° C durante 60 minutos. O 

plaqueamento em meio LB sólido foi feito com ampicilina 100 µg/ml, espalhando 

volumes de 25 µL, 50 µL, 100 µL, 200 µL de concentrado celular, deixando na estufa a 

37 °C por 18 horas. As colônias transformantes foram selecionadas pelo método de suas 

etapas e utilizadas para a recuperação do vetor de clonagem com lipase por método 

convencional (home made) de extração DNA plasmidial.   
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4.6 Extração plasmidial (pGEM-T/Lip) 

 Para extração plasmidial de células bacterianas em pequena escala foi utilizado o 

protocolo descrito por Sambrook et al., (1989) com adaptações. Células transformantes 

de Escherichia coli foram crescidas em 5 mL de meio LB, durante 16h a 37°C, seguido 

por centrifugação de 3 mL de cultura a 10.000 rpm por 5 minutos descartando o 

sobrenadante. Ao pellet celular foi adicionado 200 µL de solução I (Tris-HCl 100 mM 

pH 7,5; EDTA 10 mM pH 8,0) usado para suspensão celular, e incubadas por 5 minutos 

a temperatura ambiente. A esta suspensão foi acrescentado 360 µL de solução II (NaOH 

0,2 M e SDS 1%), misturando por inversão o microtubo a temperatura ambiente por 5 

minutos. Em seguida foi acrescentado, 300 µL de solução III (acetato de potássio 3 M, 

pH 5,8), seguido de agitação no vortex, e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. 

Os microtubos foram centrifugados à velocidade de 10.000 rpm por 5 minutos à 4 °C, 

logo, o sobrenadante, foi ser transferido para outro microtubo, onde 750 µL de 

isopropanol foi adicionado, e a solução homogeneizada por inversão, e incubado a 

temperatura de freezer por 1 hora, seguido por centrifugação de 10.000 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o sistema centrifugado por 5 segundos à 

10.000 rpm. O restante de isopropanol foi retirado com uma micropipeta, e o sistema 

deixado secar a temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido com 200 µL de 

TE e adicionado 110 µL de acetato de amônio (7,5 M) e misturado com agitação em 

vortex. O sistema foi centrifugado à temperatura ambiente por 10 minutos à 10.000 rpm.   

 O sobrenadante foi transferido para outro tubo e acrescentado 750 µL de etanol 

100%. O sistema foi centrifugado nas mesmas condições anteriores e o sobrenadante 

descartado. Removendo o excesso de álcool com a micropipeta o sistema foi deixado 

secar por 5 minutos. Seguido pela re-hidratação com álcool 70% e centrifugado a 

10.000 rpm e deixado secar para retirar todo excesso de etanol. Por fim, o precipitado 

foi ressuspendido em 50 µL de TE e resolvidas em eletroforese em gel de agarose.  

 4.7 Digestão do vetor de clonagem e recuperação do inserto  

 Na análise de restrição, foram usadas as endonucleases de restrição EcoRI e 

NotI, que flanqueiam o gene de lipase clonado no vetor pGEM-T. A observação da 

liberação de um fragmento de aproximadamente de 1100 pb, correspondente ao gene de 

lipase, confirma a clonagem e possibilita o isolamento do gene para subclonagem no 

vetor de expressão em P. pastoris.  A reação de digestão foi realizada utilizando 60 ng 

de vetor pGEMT-Lip, 0,5 U de cada enzima de restrição em tampão 1x. A reação foi 

incubada durante 2 horas a 37 ºC e analisada em gel de agorase 0,8%.  
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O fragmento correspondente ao gene de lipase liberado após clivagem 

enzimática foi purificado e recuperado utilizando o ilustra TM GFX TM PCR DNA and 

Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). O gene lip purificado foi ligado no vetor de 

expressão pPIC9 nos sítios das enzimas EcoRI e NotI.  

 4.8 Ligação do gene de lipase no vetor de expressão e secreção pPIC9 

 

O vetor utilizado para expressão em Pichia pastoris foi o pPIC9 (Figura 6). Um 

vetor de expressão e secreção, integrativo, bifuncional, possui origem de replicação em 

E.coli (pBR322), marcador de seleção auxotrófica his4, esta marcação permite a seleção 

de transformantes de Picha pastoris que é HIS defectiva.  

 

 

 

Figura 6: Mapa do vetor de expressão secreção pPIC9. O vetor de expressão é composto 

por promotor aox1, sequência codificadora do peptídeo sinal (S) para secreção da 

proteína recombinante, múltiplo sítio de clonagem, terminador (TT) do gene aox1, o 

gene de histidinal de desidrogenase (HIS4) como marca de seleção, a região homóloga 

3’aox1 para integração em P. pastoris, origem de replicação bacteriana (pBR322), 

marca de seleção dominante em bactéria (ampicilina) e dois sítios da endonuclease Bgl 

II flanqueando o cassete de expressão 
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Para ligação da sequência codificadora de lipase no vetor de expressão e 

secreção foram utilizados 20 ng de vetor pPIC9, 26 ng de gene lip, 5 mM de ATP, 1 U 

de enzima T4 DNA ligase em tampão 1x. O sistema de ligação foi incubado a 16°C por 

aproximadamente 18 horas.  

Após a ligação, as moléculas recombinantes, pPIC9/lip, foram inseridas em 

células da bactéria E. coli Dh5α por transformação genética e recuperadas por extração 

de DNA plasmidial. Após a extração plasmidial, foi realizada digestão do vetor de 

expressão e secreção com EcoRI e NotI para confirmar a subclonagem do gene de lipase 

a partir da visualização da liberação de fragmentos de DNA de aproximadamene 1100 

pb correspondente ao gene lip.  

 

4.9 Linearização do vetor de expressão e secreção de lipase para transformação de 

Pichia pastoris 

Para a transformação genética de levedura, o vetor pPIC9/lip foi linearizado para 

sua integração  no genoma da hospedeira. A reação foi realizada utilizando 10 µg de 

vetor pPIC/lip, 10 U de enzima de restrição Bgl II em tampão 1x. A reação se deu a 37 

°C, por 3 horas. 

Para concentrar o DNA utilizado na transformação de P. pastoris e eliminar 

impurezas, se utilizou o protocolo de precipitação por etanol conforme Sambrook et 

al.,(1989) com adaptações.  A precipitação do cassete de expressão foi realizada pelo 

acréscimo de 100 µg de glicogênio; 1/10 do volume de NaCl 3 M; 2,5 x o volume de 

etanol P.A. As amostras foram incubadas a 4 °C por 4 h, seguido de centrifugação por 

60 min a 4°C 1000 g. O sobrenadante foi descartado por inversão, e as amostras, 

lavadas com etanol 70%, seguido de centrifugação nas mesmas condições por 30 min. O 

sobrenadante foi descartado e, as amostras, incubadas a temperatura ambiente. Ao final, 

o pellet foi ressuspendido com 5 µL de água deionizada, eluindo ‘over night’ a 37 °C e 

utilizado na rasformação da levedura eletrocompetente.   

4.10 PCR analítica do vetor de expressão  

 Para sustentar o resultado da integração do gene lip no vetor de expressão foi 

necessário a realização de uma PCR analítica. A PCR foi distribuída para o volume final 

de 25 µL sendo 1 X Tampão, 1 mM de MgCl; 0,2 mM de Desoxirribonucleotídeos 

Fosfatados (dNTP); 0,2 U de cada Primer; 2 U de Taq DNA polimerase e 20 ng de 

DNA. A programação da reação de polimerização foi de 1 minuto para desnaturação 
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inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 segundos, 

anelamento a 55°C por 30 segundos, extensão a 68°C por 2,5 minutos, ao fim, 5 

minutos a 68°C de extensão final 

4.11 Preparo de Pichia pastoris GS115 eletrocompetente e tranformação genética 

A transformação de P. pastoris iniciou com preparo de células 

eletrocompetentes.  Uma colônia isolada da levedura foi inoculada em 5 mL de meio 

YPD (20 g/L de peptona, 10g/L de extrato de levedura, 2% glicose), por 24 h a 30 °C 

sob agitação de 200 rpm. O volume de 1 mL foi transfarida para 200 mL de meio YPD 

mantido sob agitação constante de 200 rpm a 30 ºC até atingir O.D600 de 1,5. A cultura 

foi mantida no gelo durante 30 minutos para diminuir o metabolismo da levedura e 

aclimatação.  As células em cultura foram transferidas para tubos Falcon e centrifugadas 

a 7000 g por 10 min a 4 °C, e ressuspendidas com 25 mL de água gelada estéril. A 

lavagem com água foi repetida por mais 3x. As células foram ressuspendidas em 10 mL 

de sorbitol gelado a 1 M, centrifugadas novamente e ressuspendidas com 2 mL de 

sorbitol. Alíquotas de 80 µL foram transferidas para microtubos e utilizadas para 

transformação genética de levedura por eletroporação.    

A eletroporação da hospedeira para integração do cassete de expressão em seu 

genoma foi realizado utilizando 10 µg de vetor de expressão pPIC/lip linearizado em 80 

µL de células de P.pastoris GS115 eletrocompetentes. Após a mistura, o sistema foi 

mantido no gelo por 5 min, e então, transferido para cubeta de eletroporação com 0,2 

cm gelada. As condições do eletroporador foram de 1500 mV, 400 Ω, 25 µF. 

Imediatamente após a aletropraração as células foram recuperdas em 1 mL de sorbitol 

gelado a 1 M e espalhadas em placas com meio MD sem histidina (2% de glicose, 

1,34% de YNB, 4x10-5 de Biotina, 15 g/L de Agar), estas foram incubadas a 30°C 

durante 36 horas para o crescimento de clones transformantes.  

A seleção das recombinantes se deu por auxotrofia, visto que as cepas de Pichia 

pastoris GS115 não possuem o gene de histidina (his defectiva) e não são capazes de 

crescer no meio MD (Minimal Dextrose Medium) sem aminoácidos. Crescerão apenas 

hospedeiras possuirem o cassete de expressão do pPIC9 integrado no cromossomo 

restabelecendo a síntese do amoniácido histidina.   
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4.12 Análise da integração do gene lip no genoma da levedura   

Após a seleção por auxotrofia foi realizada a confirmação da recombinação nos 

clones selecionados. Para este propósito foi extraído o DNA total de P.pastoris e 

utilizado como molde para determinar a integração do gene lip por PCR.  

Para a extração do DNA total de levedura, os clones transformantes selecionados 

em meio MD foram transferidos para 5 mL de YPD e as culturas foram incubadas na 

estufa de rotação orbital a 30 °C por 20 h. A massa celular foi recuperada por 

centrifugação e ressuspendida em 500 µL de tampão H (2% Triton X-100; 1% SDS; 

100 mM; NaCl; 10mM Tris-HCl pH 8,0; 1 mM EDTA). A suspensão foi incubada no 

gelo por 2 min e imediatamente levada ao banho-maria a 95 °C por 1 min, repetindo 

este procedimento de choque térmico 5x para rompimento celular. Em seguida foi 

acrescentado 200 µL de clorofórmio e misturado em rigorosa agitação por 2 min, 

seguido de centrifugação durante 5 min a 12000 rpm. O sobrenadante foi recuperado, 

acrescentando 400 µL de etanol, P.A gelado, misturado por inversão. As amostras 

foram incubadas a -20 °C por 15 min e centrifugadas a 12000 rpm por 10 min, a 

temperatura ambiente, o sobrenadante foi removido e o Pellet incubado a temperatura 

ambiente para secar e eluido em 25-50 µL de TE. As amostras foram separadas por 

eletroforese em gel de agorase 0,8%, quando necessário, foi acrescentado 1 µL de 

RNAse e incubado a 20 min a 37 °C. 

Para amplificação do gene lip o DNA extraído foi diluido 1:60 e utilizadado na 

PCR. Nestas reações foi utilizado o par de primers do vetor pPIC9 que anela em regiões 

que possibilitam amplicar o gene de interesse definindo em quais clones o cassete de 

expressão foi integrado ao genoma da levedura.  

A PCR foi distribuída para o volume final de 25 µL sendo 1 X Tampão, 1 mM 

de MgCl; 0,2 mM de Desoxirribonucleotídeos Fosfatados (dNTP); 0,2 U de cada 

Primer; 2 U de Taq DNA polimerase e 1/60 de DNA diluído. A programação da reação 

de polimerização foi de 1 minuto para desnaturação inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos 

de desnaturação a 95°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensão 

a 68°C por 2,5 minutos, ao fim, 5 minutos a 68°C de extensão final.   
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4.13 Produção de lipase recombinante  

4.13.1 Seleção dos clones produtores de lipase funcional 

A seleção de clones recombinantes produtores de lipase ocorreu por cultivo em 

meio seletivo com substrato da enzima para triar atividade enzimática. Os meios 

complexos utilizados foram: BMGY -Buffered Glycerol Complex Medium- (YNB 

1,34%, Glicerol 1%, Fosfato de potássio 100 mM pH 6,0, Biotina 4x10-5, ágar 15 g/L 

um meio tamponado contendo glicerol, próprio para aumento da massa celular e o meio 

BMMY -Buffered Methanol Complex Medium- (YNB 1,34%, metanol 0,5%, Fosfato de 

potássio 100 mM pH 6,0, Biotina 4x10-5, ágar 15 g/L) suplementado com 1% tributirina 

como substrato para revelar a atividade hidrolítica. Esta indução ocorre pela presença do 

metanol que ativa o forte promotor aox1 da levedura.  

4.13.2 Indução dos clones recombinantes para produção de lipase em fermentação 

submersa 

A produção de lipase por meio da indução da expressão gênica em P. pastoris se 

deu pelo crescimento das células em 50 mL meio BGMY líquido para aumento da 

massa celular até atingir 2-6 O.D600  ao longo de 24 horas. Após atingirem a O.D600nm 

necessária, as culturas celulares foram centrifugadas a 1000 g por 10 minutos e 

ressuspendidas em 100 mL de meio BMMY para iniciar o cultivo e indução com 1 

O.D600nm. Os frascos de foram incubados a 30 °C sob agitação de 200 rpm e 

acrescentado a cada 24 h, 0,5% de metanol utilizado para indução pela ativação do 

promotor aox1. A indução foi conduzida durante 72 h, as células foram separadas do 

sobrenadante de cultivo (caldo enzimático) por centrifugação.  Aliquotas do caldo 

enzimático foram utilizadas para realização de eletroforese em gel denaraturante e 

ensaios enzimáticos para quantificar a atividade catalítica de lipase recombinante. 
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4.12.3 Análise da proteína recombinante em gel SDS-PAGE 

4.12.4 Precipitação de proteínas extracelulares no sobrenadante e cultura  

As culturas de Pichia pastoris induzidas a expressão foram centrifugadas por 10 

minutos a 6 000 g, 4 ºC, recuperado 2 mL de sobrenadante ao qual foi acrescido ácido 

tricloroacético (TCA) na concentração de 10%. As amostras foram incubadas por 30 

minutos a 4°C, e centrifugadas sob as condições de 10 minutos, 4 °C, 10 000 g. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 20 µL de Água Milli-q. 

Adicionou-se 1 mL de acetona (-20°C) seguido de incubação overnight, a -20 °C.  

A amostra foi centrifugada durante 10 minutos, 4 °C, 10 000 g, e o sobrenadante 

descartado. O pellet de protenas após secar em temperatura ambiente foi ressuspendido 

em 50 µL de tampão de amostra (2x).  

4.14 Caracterização enzimática de lipase recombinante produzida por Pichia 

pastoris. 

4.14.1 Caracterização da lipase recombinante 

Os ensaios foram realizados em triplicatas para determinar os parâmetros catalíticos 

e cinéticos da lipase recombinante. 

4.14.2 Reação de hidrolise em fase aquosa (adaptado de Kumar et al 2012) 

Atividade da enzima foi determinada por espectrofotometria utilizando para-

nitrofenil palmitato (p-NPP) como substrato, o qual com a hidrólise da ligação éster 

apresenta cor amarelada em pH básico, podendo ser medida em 410 nm. O ensaio se 

deu com 100 µL de caldo enzimático bruto e 300 µL de tampão fosfato (50 mM; pH 

8,0) e 100 µL de p-NPP (10 mM). A mistura foi incubada a 50 °C durante 15 minutos, e 

paralisada em etanol P.A e analisada em 410 nm. O controle foi o clone de P. pastoris 

sem o gene recombinante.  Uma unidade de atividade enzimática é definida como a 

quantidade de enzima requerida para liberar 1 µmol de p-NP em um mL de reação em 

um minuto sob condições padrões. 
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4.14.3 Efeito do pH sobre a atividade enzimática de lipase  

O pH ótimo foi determinado pela adição em tampões com diferentes valores de 

pH. Foi utilizado o tampão citrato-fosfato (Na2HPO4 0,2 M; ácido cítrico 5 mM) com 

pH variando entre 3,0 a 8,0 em intervalo de 1. O ensaio foi feito com 100 µL de caldo 

enzimático bruto e 300 µL de tampão citrato-fosfato pH 3 a 8 e 100 µL de p-NPP a 10 

mM. A mistura foi incubada a 50 °C por 15 minutos, sendo paralisada com 1 mL de 

etanol. A reação foi medida no espectrofotômetro 410 nm. 

4.14.4 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimática de lipase 

A determinação da temperatura ótima de lipase recombinante foi realizada 

variando a temperatura das reações entre 37 °C a 90 °C. O ensaio se deu em condições 

padrões de espectrofotometria, utilizando o tampão no pH determinado ótimo para 

atividade de lipase sobre o p-NPP. 
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5 RESULTADOS E DISCURSÃO     

 

5.1 Análise da sequência de aminoácidos  

O resultado das analises de 1242 da sequência peptídeca no BLAST resultou em 94% 

de semelhança de lipase secretada de Ralstonia eutropha H16, atualmente renomeada 

como Cupriavidus necator. Seguido de 94,07% de identidade com a proteína hipotética 

de Cupriavidus taiwanensis e Cupriavidus necator.  Todos dados supracitados foram 

inferido com alta probabilidade de não serem tidos ao acaso (e-value 0).  

5.2 Isolamento do gene de lipase por PCR 

Para clonagem do gene lip foi realizado seu isolamento de uma biblioteca 

metagenômica de Terra Preta de Índio. A sequência de aproximadamente 1100 pb 

codificante do gene de lipase foi amplificada utilizando como molde um fosmídeo da 

biblioteca como mostrado na Figura 7 I. Os produtos de PCR foram purificados para 

ligação no vetor de clonagem pGEM-T (Figura 7 II). 

 

   I)                    II)    

Figura 7: I e II. Perfil eletroforético de PCR em gel de agarose 0,8%. I) A, B, C = sequência 

codificadora de  lipase amplificada com aproximadamente 1100 pb; (M) = Marcador GeneRuler 
TM 1kb DNA Ladder. II) Sequência codificadora de lipase purificada após eletroforese em 

agarose 0,8%. (A) Inserto purificado; (B) Marcador GeneRuler TM 1kb DNA Ladder.
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5.3 Clonagem do gene lip no vetor pGEM-T 

 

A ligação do gene lip ao vetor de clanagem resultou no vetor pGEM-T/lip 

(Figura 8). Após a recuperação do vetor multiplicado em E. coli DH5α, análise de 

restrião  com EcoR I e Not I confirmou a clonagem do gene lip (Figura 9).  

 

Figura 8. Esquema do mapa físico do vetor de clonagem com o gene Lip flanqueado por 

sítios de restrição EcoRI e NotI que foram utilizados na estratégia de montagem do vetor de 

expressão em P. pastoris 
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Figura 9. I) Perfil eletroforética da extração plasmidial em duplicata em gel de agarose 0,8% 

sendo: (A) vetor de expressão e secreção pPIC9 e (B) vetor pGEM-T com gene de lípase 

clonado. II) Resultado da digestão analítica do vetor de clonagem pGEM-T confirmando a 

liberação do inserto de lipase, sendo (A) Marcador GeneRuler TM 1kb DNA Ladder, (B) vetor 

pGEM-T liberando inseto de lipase e (C) Vetor pGEM-T integro. 

1000 

pb 

250 pb 

A B C 
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5.4 Subclonagem do gene lip no vetor de expressão e secreção pPC9 

A partir da confirmação da clonagem do gene de lipase por liberação com 

clivagem pelas endonucleases de restrição, o gene foi ligado no vetor de expressão e 

secreção resultando no vetor pPIC/lip (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10: Esquema do mapa físico do vetor de expressão com gene Lip flanqueando o 

promotor aox1 que foi utilizado na estratégia de integração do gene recombinante ao genoma da 

levedura Pichia pastoris.  

 

A confirmação da subclonagem do gene de lipase no vetor de expressão e 

secreção foi analisada, tanto por restrição com endonucleases  quanto por PCR do vetor 

pPIC/lip. A liberação do gene lip com aproximadamente 1100 pb após a clivagem com 

EcoRI e NotI mostra a subclonagem no vetor de expressão (Figura 11).  
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Figura 11. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do resultado da digestão 

analítica do pPCI9 liberando o inserto de lipase (B a F) e Marcador GeneRuler TM 1kb DNA 

Ladder (A).  

 

Para sustentar esse resultado foi realizado PCR utilizando primers do vetor de 

expressão e secreção. A amplicação do gene lip foi confirmada após a PCR do vetor 

pPIC/lip (Figura 12). Devido ao acréscimo de sequencia do vetor pPIC9 o fragmento 

amplicado possui aproximadamente 1600 pb resultante da somatória da sequência do 

gene lip (1100 pb) mais a sequência amplificada do vetor (500 pb), confirmando assim a 

presença do inserto no vetor de expressão. 

Analisando a Figura 12 é possível observar nas caneletas B e C são observados 

amplicons a partir do vetor pPIC9 intacto onde se amplifica apenas uma porção da 

promotor aox1 e região de clonagem do vetor totalizando cerca de 500 pb e, nas 

caneletas D, E e F são observados amplicons a partir do vetor pPIC9 com gene de 

glicoamilase, α-amilases e lisozima, respectivamente (controles experimental); e na 

canaleta G observa-se a amplicação do gene de lipase clonado no vetor de expressão.  
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Figura 12: Perfil eletroforético dos produtos de PCR para confirmar a subclonagem da 

sequência codificadora de lípase no vetor de expressão e secreção pPIC9.  (A)= Marcador 1 kb, 

(B e C)= amplificação do partir pPIC9 intacto, (D)= amplicação do cassete de expressão de 

glicoamilase (Carmo, 2010)  (E)= amplificação do cassete de expressão de α-amilase (Müller, 

2007), (F) =  cassete de expressão de lisozima (Souza, 2018), (G)=  cassete de expressão de 

lípase (presente estudo).  

 

 A subclonagem do gene lip no vetor pPIC9 resultou no cassete de expressão de 

lipase em P pastoris tranformada por eletroparação para integração do cassete de 

expressão ao seu genoma. 

A análise da integração do vetor de expressão na levedura P. pastoris confirmou 

a recombinação por meio de PCR genômica. O DNA de 20 clones transformantes é 

mostrado na Figura 13.   
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Figura 13: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do DNA cromossomal de clones 

transformantes de Pichia pastoris. Clones de 1 a 20.   

A amplicação de fragmento de DNA utlizando os primers específicos do vetor 

pPIC9 é mostrada na Figura 14. Ao analisar o perfil eletroforético da PCR genômica é 

possível visualizar a amplificação do cassete de expressão contendo o gene codificador 

de lipase confirmando a integração em Pichia pastoris. 

 

Figura 14: Perfil eletroforético de PCR analisando a integração do cassete de expressão de 

lípase no genoma de Pichia pastoris. A= Marcador de 1kb; B= amplificação do cassete de 

expressão de lípase a parir do vetor pPIC9 (Controle positivo); C a L= amplificação do casse te 

de expressão de lípase a partir do genoma da levedura (clones de 11 a 20).  

   

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

13 20 19 18 17 16 15 14 
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5.4 Seleção dos clones recombinantes em tributirina como substrato. 

Apôs a confirmação da clonagem por PCR, foi realizada cultura dos clones em 

meio BMMY- (YNB 1,34%, metanol 0,5%, Fosfato de potássio 100 mM; pH 6,0, Biotina 

4x10-5, ágar 15 g/L, tributirina 1%), com acréscimo de 0,5% metanol diariamente 

durante 72h para seleção dos clones recombinantes, através da expressão de lipase 

recombinante. Os substratos mais utilizados para identificação lipolítica são tributirina 

que é emulsificada mecanicamente em vários meios de crescimento e vertidas em placas 

de Petri. A atividade lipolítica é verificada com a formação de halos claros ao redor das 

colônias cultivadas em placas de ágar. É possível a revelação do halo associada a 

emissão de Luz UV podendo ser detectada pela sombra ao redor da colônia 

confirmando a atividade lipolítica nos clones recombinantes como se pode verificar na 

Figura 15. 

 

 

Figura 15: Seleção dos clones recombinantes em tributirina. Clones de 1 a 24= clones 

transformantes com cassete de expressão e secreção de lípase integrado no genoma de Pichia 

pastoris; += clone de fenótipo Mut + previamente selecionado (Carmo, 2010); S= clone de 

fenótipo Mut S (Carmo, 2010); C= Pichia pastoris GS115. 
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5.5 Seleção dos fenótipos Mut+ e Muts dos clones recombinantes 

Apôs a seleção dos clones recombinantes, foi realizada cultura dos clones em 

meio MM (0,5% de metanol, 1,34% de YNB, 4x10-5 de Biotina, 15 g/L de Agar) para 

seleção dos fenótipos. Os clones que apresentaram crescimento lento da colônia são 

classificados como MutS, sendo apresentado com massa celular menos densa e mais 

rarefeito, por outro lado, os que apresentam massa celular mais densa são considerados 

Mut + (Figura 16). Isto ocorre devido a diferença na integração do cassete de expressão 

que pode ser por deleção do gene da enzima álcool oxidase gerando clones (MutS) ou a 

adição do cassete sem perda cromossômica gerando clones (Mut+) (CEREGHINO E 

CREGG, 2000). A principal diferença relacionadas a produção heteróloga está na 

presença ou não do gene aox. 

Apesar do fenótipo MutS possuir uma menor expressão do gene aox muitos 

estudos tem mostrado que estas possuem um aumento na produção de proteínas 

tornando um fator interessante para futuras otimizações em biorreatores 

(ENGLAENDER et al., 2017). No trabalho de Cos et al, (2005a), é possível verificar 

nitidamente a diferença fermentativa entre os fenótipos e a quantidade de cópias que 

cada um possui. Para o fenótipo Mut+ existiu um decréscimo de atividade quando 

poucas cópias integraram na levedura levando ao acumulo de proteínas no interior da 

célula (verificando que fosfolipases podem ser toxicas quando acumuladas), por outro 

lado, a cepa Mut+ multicopy houve um aumento exponencial de atividade. No fenótipo 

MutS o fenômeno da elevada expressão ocorre de forma contrária, tendo maior atividade 

quando menor número de cópias. 

Dos clones recombinantes foram escolhidos três clones Mut + e três Mut S, sendo 14, 19 

e 23 (Mut +) e 17, 21 e 24 (Mut S)  
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Figura 16: Seleção de colônias recombinantes para determinação do fenótipo Mut + e MutS por 

em meio Mimimal Medium (MM). 1 a 24= clones transformantes com cassete de expressão e 

secreção de lípase integrado no genoma de Pichia pastoris; += clone de fenótipo Mut +  

previamente selecionado (Carmo, 2010); S= clone de fenótipo Mut S (Carmo, 2010); C= Pichia 

pastoris GS115. 

5.6 Análise da proteína recombinante em gel SDS-PAGE 

Ao analisar a sequência previamente descrita de lipase utilizando as ferramentas 

de análise de nucleotídeo (Blastn) traduzindo para sequencias proteicas (Blastp) e 

utilizando o EzPASy foi feito a previsão do possível peso molecular resultando em 

aproximadamente 43.3 kDa. O perfil de bandas observado e reportado na literatura para 

lipase microbiana com massa molecular predominante entre 20 e 60 kDa. A observação 

do perfil de migração por proteínas em gel de poliacrilamida 10% das proteínas 

secretadas pelos clones de P. pastoris revelou a presença de bandas no gel correspondes 

a lipase recombinante (Figura 17) tendo o resultado experimental da massa molecular de 

lipase por volta de 52 kDa. Esta discrepância entre o resultado experimental e as 

análises oriundas da bioinformática ocorrem devido ao maquinário transicional de P. 

pastoris que pode realizar glicolização em alguns pontos reconhecidos na sequência 

proteica. Foi utilizado o servidor NetOGlyc-4.0 para predição de possíveis pontos onde 

podem ter ocorrido acréscimo de açúcares (apêndice 9.3) onde foi encontrado 4 pontos 
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de N-glicolisação e 3 pontos de O-glicolização de possíveis acréscimos de açucares de 

forma a aumentar o peso molecular da proteína analisada. Vici et al (2015) verificaram 

em sua proteína apenas possíveis pontos de N-glicosilação, apenas este ponto elevou o 

peso molecular em 30%. Da mesma forma, Bretthauer et al, (1999) demonstraram a 

diminuição de mais de 34% da proteína recombinante com possíveis sítios de N-

glicosilação passando de 90 kDa para 60 kDa após o tratamento de endoglicosidase H. 

O mecanismo de N-glicolização da proteína na levedura ocorre com o reconhecimento 

dos aminoácidos Asn-Xaa- Thr/Ser pelo aparato catalítico no Reticulo endoplasmático. 

Na maioria das leveduras ocorre de três resíduos de manoses podem ser acrescentadas 

sendo: α-1,2; α-1,6 e α-1,4. Cada resíduo de pode ser alongando de 50 a 100 resíduos 

ramificados ou não, com di ou tri-sacarídeos (BRETTHAUER et al 1999). 

.  

 

 

Figura 17: Perfil eletroforético de proteínas secretadas por clones de Pichia pastoris induzida 

com metanol em meio BMMY após 72h de cultivo.  A= Marcador Amersham™ ECL™ 

Rainbow™ Marker - Full range GE Healthcare, RPN800E; B= α-amilase 62 kDa;  Canaletas 

C, D e E = clones de fenótipo Mut S (21, 17, e 24 respectivamente); Canaletas F, G e H =  

clones com fenótipo Mut+ (14, 19 e 23 respectivamente). 
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5.7 Atividade de hidrólise da lipase recombinante  

A determinação da atividade hidrolítica em lipase recombinante se deu com um  

clone recombinante analisados no gel SDS-PAGE sendo o clone MutS 17 o que 

apresentou resultado de 50,80 U/mL para 72h de cultivo em frasco agitado. 

Considerando que a formação de uma unidade de enzima por mL é definido pela divisão 

de um µmol de substrato por minuto (SMELTZER et al 1992 ZHENG et al. 2013). Foi 

definido o melhor tempo de reação de 5 minutos onde se percebe que a reação de ordem 

1 e perto dos 10 minutos atinge-se a ordem 0. Em comparação com outros ensaios 

produz-se um valor relativamente baixo a outros trabalhos utilizando Pichia pastoris 

como por exemplo de lipase de Carmo (2017) foi detectada 374,59 U/mL em 120 h de 

cultivo. Zheng et al., (2013) utilizando Pseudomonas sp adquiriu 42 U/mL em 168 h de 

indução. A produção de lipase em Pichia pastoris foi realizada em frascos agitados 

descontinuados com adição de metanol indutor do promotor aox. Estes ensaios muitas 

vezes não são efetivos para alta produção uma vez que não possuem difusão de oxigênio 

suficiente para um bom desempenho celular. Nessa comparação Cos et al, (2005) 

realizou indução em frascos agitados obtendo cerca de 6,05 U/mL (indução por 

metanol).  

Quando esta indução foi realizada em biorreator houve um aumento para 150 U/mL 

um acréscimo de 25x na quantidade enzimática produzida. Outro exemplo foi o trabalho 

de Brunel et al (2004) onde na indução por frascos agitados adquiriu 5,7 U/mL de 

enzima, e em indução por biorreator adquiriu 100,000 U/mL.  

 

Figura 18: Perfil cinético da lipase recombinante. O experimento foi executado utilizando 100 

µL de enzimas no sobrenadante de cultura, p-NPP 10 mM e tampão fosfato (50 mM), pH 8,0 a 

50°C. 
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Outra discursão que se pode levar cabo é a quantidade de cópias que foi 

introduzida na levedura podendo afetar negativamente a produção de proteína tanto o 

acréscimo de cópias quanto o decréscimo, como foi feito por Sha, et al (2013) onde 

perceberam o aumento da atividade enzimática relacionado ao número de cópias do 

gene na levedura.  Ao atingir o número de 6 cópias verificou-se um decréscimo da 

produção de lipase recombinante. No trabalho de Hohenblum et al (2004) relacionado a 

otimização de produção de proteína recombinante houve um resultado satisfatório de 1 a 

2 número de cópia do gene, quando aumentado para 3 ou mais há uma depressão na 

expressão genica. Segundo Hohenblum et al (2004) e outros (CLAREA et al, 1991 

ENGLAENDER et al, 2017), o número de cópias é o principal fator para o aumento 

significativo de quantidades de produção proteicas, mas para o melhor aprimoramento 

da expressão deve-se ter em conta a quantidade precisa do número de cópias integradas, 

caso contrário ocorre a sobrecarga do sistema de expressão da levedura levando ao 

decréscimo da atividade enzimática (COS et al 2005ª; CARMO, 2017).  

5.8 Efeito do pH sobre a atividade enzimática de lipase: determinação 

do pH ótimo da atividade catalítica   

A atividade específica de lipase recombinante foi determinada pelo monitoramento da 

produção de p-NP a 410nm.  O efeito do pH na atividade de hidrólise de lipase foi 

investigada na faixa de 3-8. Os ensaios para avaliar o pH ótimo de lipase sobre a 

atividade de lipase recombinante teve como melhor resultado pH 7 (figura 19). O 

Ensaio mostra que a atividade recombinante atinge 74% de atividade no pH 6 e 100% 

de atividade no pH 7 seguido de um declínio no pH 8 como mostrado na Tabela 1. 

Tabela 1: Efeito do pH sobre a atividade relativa de lipase recombinante 

pH p-NP (µM) Atividade relativa (%)  

3 1,55 18 

4 4,76 55 

5 5,04 58 

6 6,45 74 

7 8,69 100 

8 5,07 58 
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As lipases geralmente possuem maior atividade em pH alcalino como observado por, 

Javed et al (2018), Carmo (2017), Castila et al., (2017), Zheng et al., (2013), Koling, 

(2010).  Na revisão de Javed et al (2018) é possível analisar 28 artigos publicados entre 

2010-2017. Comparando o pH ótimo de atividade enzimática verifica-se que apenas 3 

trabalhos exercem atividade em pH básico sendo estes de Do et al, (2013), Li, et al 

(2014) e Wang et al (2012). É interessante notar que normalmente lipases são 

comumente ativas em meios alcalinos ou são alcalino tolerantes, como é no caso de Li 

Li, et al (2014) que apesar de atividade ótima ser no pH 7 mantém uma faixa de 

atividade por volta do pH 9. Entretanto, a lipase do presente estudo não apresenta este 

padrão de comportamento, tendo maior atividade no pH neutro, mas uma brusca 

diminuição de atividade por volta dos 20%. Levando a comparação com trabalho de 

Wang et al (2012) onde apresentou sensibilidade a pH alcalinos diminuindo por volta de 

20% de atividade relativa no pH 8.    

 

 

Figura 19: Efeito pH sobre a atividade enzimática da lipase recombinante produzida em P. 

pastoris. Os ensaios foram realizados utilizando 100 µL de enzimas, 10 mM de p-NPP, 50 ºC 

durante 5 minutos. 
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5.9 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimática de lipase 

O efeito da temperatura na atividade enzimática de lipase recombinante em pH ótimo 

foi 7 temperaturas diferentes sendo a temperatura ótima definida como padrão 50 °C 

100% de atividade seguido por 60°C com 94% de atividade como se pode ver na tabela 

2.  A variação de temperatura ótima de lipases em procariotos está por volta de 20 a 

55°C sendo a maior predominância em 50°C (CARMO, 2017).   

Tabela 2: Efeito da temperatura sobre a atividade relativa de lipase recombinante 

Temperatura (°C) p-NP (µM) Atividade relativa (%) 

37 
 

9,82 53 
40 

 
15,48 84 

50 
 

18,49 100 
60 

 
17,39 94 

70 
 

11 59 
80 

 
18,68 101 

90 
 

9,33 50 

 

 

Lipases possuem estruturalmente uma região chamada Lid, que em interfaces água-

lipídio mudam sua conformação expondo o sítio catalítico, esta mudança é chamada 

interação interfacial (WILLEMS et al., 2018). Neste contexto lipase recombinante 

apresentou atividade relativa de 101% quando exposta a temperatura de 80°C levando a 

desnaturação da tampa expondo o sítio ativo exercendo aumento na atividade catalítica 

como relatado por Santarossa et al., (2005) que fez modificações em três resíduos 

polares no domínio da lid resultando na melhoria de seletividade do substrato e 

melhorias na termoestabilidade. No trabalho de Skjold-Jørgensen et al., (2014) a região 

da tampa foi substituída totalmente levando ao aumento de atividade e diminuição a 

ativação interfacial. A modificação das propriedades estruturais e de superfície de 

domínio da lid é considerada uma via viável para a engenharia de lipases. (TANG et al 

2015). Willems et al., (2018) relatam que mutações na região codificadora da lid afeta a 

atividade catalítica de lipase adquirindo características comerciais interessantes como: 

maior eficiência catalítica, enantioseletividade e estabilidade térmica 
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Figura 20: Efeito da temperatura na atividade da lipase recombinante produzida em P. 

pastoris. Os ensaios foram realizados utilizando 100 µL do sobrenadante da cultura, 10 mM de 

p-NPP, tampão fosfato pH 7,0 durante 5 minutos 

5.10 Determinação de Km e Vmax aparentes da lipase recombinante 

A determinação de atividade lipolítica de sobrenadante de cultura bacteriana se dá a 

partir da hidrólise de sis de p-nitrofenil palmitato (p-NPP) associados a ácidos graxos 

com vários comprimentos de cadeia carbónicos (≥C-10). A detecção 

espectrofotométrica deve ser feita em 410 nm. A afinidade de uma lipase para a 

hidrólise do substrato é determinada pela constante de Michaelis (Km) que é a 

concentração do substrato na qual a taxa de reação é metade da taxa máxima (Vmax). Por 

sua vez, Vmax é a taxa máxima quando uma enzima está totalmente saturada com 

concentração de substrato (JAEGER et al, 1999; JAVED et al 2018).  A determinação 

de Vmax se deu por estimativa, onde resultou ~274,6 min-1 e Km ~ 67,2 mM obtidos no 

software GraphPad Prisma 7.02.   A determinação de Km é de fundamental importância 

na caracterização da cinética enzimática de lipases, devido sua versatilidade de reações 

e substratos este parâmetro auxilia no estudo específico de seletividade enzimática 

diferenciando de outras enzimas com semelhantes Vmax (CARMO, 2017).  
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Figura 21:Parâmetros cinéticos aparentes da lipase recombinante descritos pelo modelo cinético 

de Michaleis-Menten. A concentração de substrato p-Nitrofenil Palmitato (p-NPP) variou de 1 a 

9 mM.  

 

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho é possível a relação com diversos 

materiais e métodos industriais, como produção de sabonetes, cosméticos, indústria 

alimentícia, além da possibilidade de síntese química, teste não realizado neste estudo. 

Visando o futuro é necessário para aumento da eficiência de produção enzimática o uso 

de biorreatores adaptados ao maquinário biológico de Pichia pastoris favorescendo o 

acréscimo de eficiência e qualidade no produto final. É necessário a continuidade do 

estudo purificando e elucidando as diversas possibilidades que Lipase recombinante trás 

em benefício a sociedade.  
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6 CONCLUSÃO  

 

 O gene de lipase oriundo de terra preta de índio foi amplificada por PCR e 

clonado em Pichia pastoris com sucesso. As análises da sequência nucleotídica 

demonstrou identidade de 94% com a especie Ralstonia eutropha. A Enzima apresentou 

características interessantes na atividade térmica tendo um acréscimo de atividade ao 

atingir 80°C. Suas características permitem compor processos químicos de elevada 

temperatura em pH neutro. Embora a enzima apresente atividade será necessário 

otimização do processo fermentativo pelo uso de biorreatores adequados aos 

rendimentos de Pichia pastoris bem como a identificação dos códons preferenciais para 

aumento da eficiência do maquinário transcricional.   
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8 ANEXO A 

8.1 Meios de cultivo de Levedura P. pastoris 

 

 

  

Composição BMMY (Bufeered Methanol Complex Medium)  

Extrato de levedura 10g/L 

Peptona 20g/L 

Tampão Fosfato/pH 6,0 100mM 

YNB 1,34% 

Biotina 4x10-5% 

Metanol 0,50% 

Ágar 15g/L 

Rodamina 0,002% 

Tween 20 1% 

Óleo de Oliva 1% 

 

 

Composição BMGY-U (Buffered glycerol complex médium)  

Extrato de levedura  
 

10 g/L 

Peptona  
 

20 g/L 

Tampão Fosfato/pH 6,0 
 

100 mM 

YNB 
 

1,34% 

Biotina  
 

4x10-5% 

Glicerol    1,00% 
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Composição do Meio MD (Minimal Dextrose Medium)   

Extrato de levedura  10 g/L 

Peptona  20 g/L 

Glicose  2% 

Ágar  20 g/L 

 

 

Meio MM (Mimimal Methanol Medium) 

YNB 1,34% 

Biotina  4x10-5%   

Metanol 0,50% 

 Ágar  20 g/L 

 

 

Tampão H 

2% trion X 100 

1% SDS 

100 mM NaCl 

10 mM TrisHCl pH 8,0 

1 mM EDTA 

Composição do meio YNB (Yeast Peptone Dextrose Medium) 

YNB (Yeast nitrogen Bases) 1,34% 

Biotina 4x10-5% 

Glicose  2% 

Ágar  20 g/L 
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8.2 Meio de cultivo para Bactérias.  

 

 

Meio LB (Luria Bertani) 

Triptona  

  

10 g/L 

Extrato de Levedura 

 

5 g/L 

NaCl 

  

5 g/L 

Ágar      15 g/L 
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9 APÊNDICE  

 

9.1 Alinhamento da sequência nucloetidica BLASTN  
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9.2 Alinhamento da sequência BLASTT 
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9.3 Alinhamento da sequencia protéica verificando possíveis pontos de 

glicolização.  
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