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EXPRESSAO E CARACTERIZACAO DE UMA EPOXIDO HIDROLASE
PUTATIVA DO MICRORGANISMO ENDOFITICO STREPTOMYCES SP.
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Resumo

Durante o periodo da bolsa vigente, a proteina B1 EPH1 contendo cauda de histidina foi obtida pela
expressdo em E. coli BL21(DE3). O gene de interesse foi amplificado e clonado em vetor pET29b(+)
deixando portanto uma HisTag C terminal. Posteriormente foi realizada purificagdo parcial por
cromatografia por coluna de afinidade com niquel, o qual interage com a histidina e permite que a proteina
de interesse seja isolada com elevada pureza. Em todas etapas, foi realizada eletroforese em gel de
agarose-SDS para acompanhar o processo. Apos a purificacao, foi realizado teste de adrenalina ensaiando-
se a enzima frente a diversos epoxidos comerciais. A enzima parcialmente purificada apresentou atividade a
partir da concentracéo de 50 microgramas.mL™.
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Introducédo

As epoxido-hidrolases (EH) sdo enzimas
encontradas em todos os tipos de organismos
vivos e agem sobre uma grande variedade de
epoxidos. As epoxidos-hidrolases do tipo a,B-
hidrolases promovem a abertura de epoxidos
através de um mecanismo em duas etapas,
resultando nos seus respectivos didis vicinais, 0s
guais podem portar quiralidade (enantioméricos e
diastereoisoméricos), mostrando-se uma
alternativa atraente frente aos catalisadores
guimicos assimétricos. No presente projeto, fez-
se o estudo da expressdo do gene blephl, que
codifica a uma epoxido-hidrolase putativa de
Streptomyces sp A enzima resultante foi
avaliada na reacéo de hidrdlise de epoxidos.

. Resultados e Discussdo |

* Analise in silico: pelos estudos realizados com
base nos dados gerados pelo programa ITasser,
obteve-se homologia a uma epdéxido hidrolase de
Acinetobacter sp e foi possivel deduzir os
residuos do sitio catalitico da BLEPHL; os quais
sao PHES9, ASP125, LEU126, TYR129, SER171,
TYR235, ALA272, VAL273 e HIS299.
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Figura 1: Sobreposicio B1EPH1 (rosa) com EH de Figura 2: Residuos do sitio catalitico de

Acinetobacter sp (azul). B1EPH1

* Expressdao e purificacdo da proteina: obteve-
se a proteina purificada em concentragfes entre
3,20 e 22,35 mg/mL.

* Teste de adrenalina: a enzima mostrou
atividade, como epéxido-hidrolase, levando a
formagéo do diol vicinal para todos os substratos

testados em alguma extensao. Entretanto, ha
uma preferéncia pelos substratos 6xido de
cicloexeno, (+)-trans-1,2-epoxidolimoneno e
trans-2,3-epoxibutano.

Tabela 1. Ordem decrescente de reatividade para
0s substratos.

Substrato | Estrutura Ordem de
guimica reatividade

Oxido de 10
cicloexeno CDO

(+)-trans- HC 20

1,2-
epoxido- @
limoneno :
HaC” SCH,

Trans-2,3- | H3C,, CHg 3°
epoxido- \ /

butano O

Conclusbes

A ep6xido hidrolase BIEPH1, de Streptomyces
sp, foi apropriadamente expressa e apresenta
atividade de acordo com os resultados do teste
de adrenalina. Outros estudos de caracterizagao
quimica e bioquimica dessa enzima estdo em
andamento.
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