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A UTILIZACAO DA PROTEINA SILICATEINA MUTANTE NA FORMACAO DE
BIOSILICATOS

Gustavo Inacio Cunha Alves (Bolsista PIBIC/CNPq) e Prof. Dr. Alvicler Magalhdes (Orientador),
Instituto de Quimica - 1Q, UNICAMP

Neste trabalho foi iniciado o estudo da otimizacdo da expresséo e purificacdo da silicateina
mutante (truncada), a qual catalisa 0os mecanismos e 0s processos de polimerizacdo de
biosilicatos. A obtencdo de sua estrutura tridimensional deve ajudar no entendimento do
processo de formacgédo destes compostos. Nesta primeira etapa foi determinada empiricamente
a melhor condicdo de expressédo e tampao para “refolding” da proteina purificada a partir de
corpos de inclusdo. Bacterias E.coli BL21(DE3) foram transformadas com o gene da proteina
previamente clonado em pET28a; em seguida essas células foram induzidas a super
expressao da proteina. A melhor condicdo de expressao se deu em meio LB, com inducédo
iniciada em DOgy = 0,6 com 0,4 mmol/L de IPTG a 37 °C por 3 horas. A proteina apresentou-
se expressa na forma de corpos de incluséo, sendo, portanto, a purificacéo realizada via coluna
de afinidade (His-Trap) em condi¢édo desnaturante com eluigdo da proteina em 100 mmol/L de
imidazol. A melhor condi¢éo tamponante (dentre 15 diferentes condicdes) de “refolding” se deu
em tampao Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8,5, contendo Gnd-HCI 750 mmol/L, NaCl 240 mmol/L, KCI
10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, L-arginina 200 mmol/L, Triton X-100 0,5% e DTT 1 mmol/L.

Silicateina mutante - Silicateina - Biossilicato



	A UTILIZAÇÃO DA PROTEÍNA SILICATEÍNA MUTANTE NA FORMAÇÃO DE BIOSILICATOS

