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IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DE UMA NOVA LIPASE A PARTIR DA
COMPOSTAGEM DE ARROZ VERMELHO

Vitoria Almeida de Lima”
RESUMO

Lipases apresentam ampla importancia na industria de producdo de biodiesel, detergentes e
biorremediacdo de residuos industriais de origem lipidica. A compostagem de arroz vermelho
¢ promovida pela propagacgdo de atividades microbiologicas, pois esta planta possui celulose,
hemicelulose e material lignoceluldésico como seus principais constituintes organicos.
Utilizando-se prospec¢do metagenomica para identificagdo de novos genes de amostras
ambientais, este estudo tem como escopo identificar e isolar uma nova lipase metagendmica a
partir do arroz vermelho coletado em Santana dos Garrotes/PB. O experimento incluiu
extracdo de DNA metagenomico do substrato utilizado com 30 dias de compostagem usando
Meta-G-Nome™ Kit e constru¢do de uma biblioteca metagendmica com fragmentos de DNA
variando de 2-10 kb usando Escherichia coli EP1-300 como hospedeiro. A selegdo do clone
metagendmico que apresentou atividade lipolitica foi realizada em meio de cultura solido
(LB-agar) contendo 1% de tributirina. O pirosequenciamento do fragmento de DNA
metagendmico foi realizado pela Macrogen (sistema 454 GS FLX Titanium). Dos dez mil
clones analisados, a triagem funcional da biblioteca metagendmica mostrou um com atividade
lipolitica (LipRRO1) e a maior identidade proteica (51%) foi observada com uma lipase de
biomassa. A comparagdo desta lipase com outras sequéncias de lipase depositadas na base de
dados da NCBI permitiu a identificacdo de motivos de aminoacidos conservados na familia da
lipase V e resultou na sua classificacdo para uma familia lipase/esterase. Em sintese, a
prospeccao metagenomica a partir da compostagem de arroz vermelho foi eficiente para
deteccao de uma enzima lipolitica ativa com potencial aplicagao biotecnologica.

Palavras-Chave: Bioprospeccdo. Arroz vermelho. Enzima lipolitica.

1 INTRODUCAO

A biotecnologia se baseia na procura e utilizagdo de sistemas biologicos, organismos
vivos ou seus derivados para suprir as necessidades do homem. O interesse na utilizacdo de
enzimas e moléculas bioativas na industria no lugar de catalisadores quimicos tem relagdo a
sua biodegradabilidade e a crescente importincia da questdo ambiental em todos os
segmentos (COUTO, 2009).

O ambiente ¢ considerado um importante reservatorio da diversidade genética
microbiana, entretanto, apenas uma pequena parcela desta diversidade ¢ conhecida (SABER,
2015). Os microrganismos sdao os responsaveis por direcionarem o0s principais ciclos
biogeoquimicos e por isso desempenham fungdes ecologicas que os tornam indispensaveis,

como por exemplo, sua participagdo no ciclo do carbono (ROBE et al., 2003; SABER, 2015).

" Aluna de Graduagio em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba — campus 1.
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Culturas puras de microrganismos tém sido empregadas ha mais de 100 anos em
bioprocessos, ¢ mesmo com o passar do tempo sua importdncia econdmica continua a ser
enorme. As reagdes catalisadas por estes organismos possuem um elevado valor agregado na
industria quimica (=€ 10 bilhdes) sendo que nos proximos 10-15 anos estima-se que 60% do
segmento da quimica fina seja baseada nas conversdes microbianas (LYND et al., 2008).

Com o desenvolvimento nas técnicas de cultivo puro, os microrganismos puderam ser
estudados individualmente ¢ caracterizados, principalmente, por critérios nutricionais.
Entretanto, a utilizagdo da abordagem deste tipo de cultivo, limita as avaliagdes taxonomicas e
filogenéticas de alguns microrganismos, uma vez que, os organismos cultivados representam
apenas uma fragdo pequena da diversidade de espécies em comunidades microbianas
(DIMITROV, 2009; GARCIA, 2014; HENNE et al., 2000).

Progressos nos estudos voltados a ecologia microbiana molecular tém proporcionado a
base cientifica, o desenvolvimento de novas abordagens para o conhecimento genético e
metabolico dos microrganismos presentes no ambiente sem a necessidade de cultiva-los.
Nesta perspectiva, a metagendmica surge como a melhor ferramenta de prospec¢do para
revolucionar o campo da biotecnologia permitindo constituir uma abordagem para o acesso da
diversidade microbiana. Esta inovagao traz consigo uma ampla possibilidade na descoberta de
novos genes, enzimas e compostos quimicos (DIMITROV, 2009; FAORO, 2010; LORENZ et
al., 2002).

Os microrganismos, além de desempenharem papéis essenciais na natureza,
participam de processos, como a compostagem, que proporciona um destino final util e
de forma sustentavel aos compostos organicos gerados pelas atividades industriais, comerciais
e agricolas.

Restos culturais do arroz, bem como sua palha, sdo bastante utilizados em processos
de compostagem, pois apresentam como principais constituintes organicos a celulose, a
hemicelulose e a lignina, compostos estes de dificil decomposicdo, mas que se tornam
facilmente degradados por grupos microbianos presentes no solo (MUSSATTO e ROBERTO,
2004; RODRIGUES, 2006).

Desta forma, com a utilizagdo de catalisadores biologicos aliados a técnicas de analise
molecular, o presente trabalho buscou caracterizar uma nova lipase com interesse
biotecnoldgico que possa ser aplicada em procedimentos industriais visando a redugdo de

custos € a sustentabilidade ambiental.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao do substrato para analise

As plantas de arroz vermelho (partes verdes e restos culturais) foram coletadas no
municipio de Santana dos Garrotes — PB.

Apos a obtencdo do material vegetal para estudo, o experimento de compostagem foi
montado no Viveiro Florestal da Universidade Estadual da Paraiba (Campina Grande — PB).
A construgdo de bibliotecas metagendmicas bem como as analises das atividades enzimaticas
previstas foram realizadas no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da Universidade

Estadual da Paraiba.
2.2 Avaliacao das amostras vegetais

O arroz vermelho foi fragmentado em pedagos de 3,0 cm utilizando-se picadeira
mecanica. As pilhas tiveram as seguintes dimensodes: 1,5 m de largura, 2,0 m de comprimento
e 1,2 m de altura. Foram montadas sobre lona plastica, visando evitar seu contato com o
solo.

A coleta de 10 (dez) amostras para andlise foi realizada a partir da incubacdo das
pilhas 30 dias apos o inicio do processo (DAIP) de compostagem, tendo como base os
resultados obtidos por Leal (2006). As amostras empregadas na construcdo das bibliotecas

metagendmicas foram congeladas em nitrogénio liquido (N»).
2.3 Extracao de DNA metagenémico

O DNA metagenomico foi extraido de compostos coletados pelo método de lise direta
com auxilio do kit Meta-G-Nome ™, segundo as recomendacdes do fabricante. Apos estes
procedimentos, o DNA extraido das 10 amostras foi misturado para se obter apenas um tubo

contendo todo material extraido.
2.4 Purificacao de DNA metagendmico

A purificagdo do extrato bruto de DNA foi realizada em uma unica etapa empregando
colunas CHROMA SPINTM+TE-1000 (BD Biosciences Clontech, Germany) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Uma vez purificado, o DNA metagenomico foi quantificado por
fluorimetria (por meio de Quibit 3.0) e, também, avaliado quanto a sua pureza a partir da

razdo entre as leituras obtidas em espectofotometro a 260 e 280 nm.
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2.5 Construcao da biblioteca metagendmica

O preparo da biblioteca metagenomica prevista foi realizado no Laboratorio de
Genética e Biologia Molecular da Universidade Estadual da Paraiba. A mesma foi construida
empregando o kit CopyContro/™ Fosmid Library (Epicentre, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

O DNA metagenomico isolado da compostagem de arroz vermelho foi quebrado por

passagens sucessivas do mesmo por ponteiras de 200 pl. Cerca de 20 pg do DNA quebrado

foram reparados.

2.5.1 Reparo dos fragmentos para clonagem em vetor fosmideo

A reacdo de reparo das extremidades do DNA metagendmico foi realizada,
possibilitando assim a ligacdo ao vetor fosmideo pWEB-TNC, que vem aberto no sitio de

restricdo da enzima Smal, ao DNA metagendmico (Figura 01).

Figura 01. Esquema ilustrativo apresentando caracteristicas do vetor.
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Fonte: FARIAS, 2016.

O DNA purificado teve suas extremidades reparadas com a enzima T4 DNA
polimerase e T4 polinucle6tido-quinase para gerar extremidades cegas.

Para tanto, na reagdo de polimerizacdo foi utilizado: 1,5 pg de DNA matagenomico,
1x tampao NEB2 (Biolabs), 0,5 mM de dNTPs, 2 U de enzima T4 DNA Polimerase (Biolabs)

e agua ultrapura autoclavada para o volume final de 80 pL. A reacdo foi mantida a 12 °C por
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30 min e logo apds a 75 °C por 20 min, em termociclador, para inativacdo da enzima. Na
reagdo de fosforilagdo, foi adicionado ao mesmo tubo da reacdo anterior: 1x tampao da
quinase (Biolabs), 2 mM de ATP, 10 U de T4 Polinucleotide quinase (Biolabs) e agua
ultrapura autoclavada para o volume final de 90 pL. A reacdo foi incubada por 10 min a 37 °C
e, para inativag¢do da enzima, foi mantida a 65 °C por mais 10 min.

Para a ocorréncia da ligacdo inserto/vetor fosmideo foi utilizado o seguinte protocolo:
a reacdo foi mantida novamente a 12 °C por 30 min e logo apos a 75 °C por 20 min, em
termociclador, para inativagdo da enzima. Na reacdo de fosforilagdo, foi adicionado ao mesmo
tubo da reacdo anterior: 1x tampdo da quinase (Biolabs), 2 mM de ATP, 10 U de T4
Polinucleotide quinase (Biolabs) e 4gua ultrapura autoclavada para o volume final de 90 pL.
A reacdo foi incubada por 10 min a 37 °C e, para inativa¢ao da enzima, foi mantida a 65 °C

por mais 10 min.

2.5.2 Selecao do tamanho dos insertos

Os fragmentos de DNA metagendmico entre 20 e 10000 bp foram recuperados em gel
e posteriormente ligados ao vetor de fosmideo pWEB:: TNC que foi linearizado no sitio tinico
Smal e desfosforilado (com auxilio de enzima rSAP, Shrimp Alkaline Phosphatase),
procedimento que sera descriminado mais abaixo.

Para verificagdo do tamanho dos insertos de interesse contidos nos plasmideos foi
realizada uma reacdo de polimeriza¢do em cadeia (PCR) a partir de iniciadores disponiveis no
kit pWEN:TNC: MI13- (5-TGTGAAATTTGTGATGCTATTGCT-3") e T7 (5'-
AGATGTGTATAAGAGACAG-3"). As condicdes empregadas nas reagdes de PCR foram: 5
min a 95°C, desnatura¢do; 1 min a 95°C, desnaturacdo; 1 min a 60°C, anelamento; 2 min a
72°C, polimerizagdo; voltar a segunda etapa 29 vezes; depois, 5 min a 72°C, polimerizagao e,
finalmente, 4°C. A reagdo foi constituida de 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
deoribonucleotideos (dNTP), 2,5 U de Taqg DNA polimerase, tampao para Tag DNA
polimerase 1X (1 mM de Tris-HCI, pH 9,0 ¢ 5 mM de KCI) (Invitrogen), 10 uM de cada
iniciador e 200 ng de DNA total.

A selecdo do tamanho do DNA foi feita através de eletroforese preparativa em gel de
agarose 1%, isento de brometo de etidio. A cuba de eletroforese foi previamente
descontaminada com exposi¢ao a luz UV por 20 minutos. Nos pocos do gel, foram aplicados
uma aliquota do marcador de tamanho molecular 36Kb “T7 contro/l DNA” (EPICENTRE)

bem como as amostras do DNA metagenomico extraido e purificado. A eletroforese foi
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conduzida em tampdo TAE 1X (40 mM Tris- Acetato, | mM EDTA) a voltagem constante de
30 V por 15 horas.

Ap6s a eletroforese, foi realizado um corte vertical no gel de agarose resultando em
duas porgdes de gel, uma contendo os insertos a serem recuperados, e outra com o marcador e
a amostra comparativa para corar. A por¢ao do gel que continha o marcador foi corada com
brometo de etidio e observada sob luz UV em um transiluminador.

O padrao de bandeamento serviu como guia para obtengdo dos insertos na por¢ao nao
corada do gel, colocando-se as duas partes do gel lado a lado. A regido do gel contendo
insertos de tamanho desejado, em torno de 2-10 Kb foi marcada e cortada com o auxilio de
uma lamina de bisturi, sendo depositada em tubos de 1,5 mL, com aproximadamente 400 mg
de gel/tubo. Os pedagos de agarose que continham o DNA de tamanho selecionado foram

armazenados a 4 °C até o momento da elui¢do.

2.5.3 Reacao de ligacao dos insertos no vetor fosmideo

A ligacdo foi efetuada se mantendo uma relagdo de concentragdo entre insertos de
DNA metagenomico e vetor, na propor¢do [1:10], respectivamente. Para o calculo da razdo
molar utilizou-se a formula a seguir, onde mi = massa do inserto, Ti = tamanho do inserto, mv
=massa do vetor e Tv = tamanho do vetor.
Ti.mv
10.Tv

mi =

2.5.4 Reacao de empacotamento

Foi retirado do freezer (-80 °C) o extrato de empacotamento, mantendo este no gelo
por 5 minutos. Ao material ligado foi adicionado 25 pL de extrato de empacotamento. As
amostras foram agitadas cuidadosamente ¢ incubadas a 30 °C por 90 minutos. Apos esse
periodo, foram adicionados mais 25 pL do extrato de empacotamento e novamente a reagao
foi incubada a 30 °C por mais 90 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 pL de tampdo de
diluicao de fagos [10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,] e 25 uL de

cloroférmio. Os tubos foram agitados por inversao e estocados a 4 °C.

2.5.5 Infeccao das células EPI1300-T1R

Cada 10 pL da solugao com os fosmideos empacotados foi misturado, em condi¢des
estéreis, a uma aliquota de 100 pL de células EPI300-T1R, previamente preparadas. Os tubos

foram levemente agitados e incubados em banho-maria a 37 °C, por 20 minutos. Apds esse
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periodo, os 110 uL de cada um dos tubos foi aplicado em placa contendo meio de cultura LB
(Luria-Bertani), adicionado de cloranfenicol (12,5 pg/mL). As placas foram incubadas
durante 16 horas em uma estufa B.O.D a 37 °C.

Apos a incubacdo das placas que receberam os clones transformantes, as colonias
presentes nas placas foram coletadas. Os clones transformados foram repicados para serem
adicionados em placas estéreis de poliestireno (96 “well assay plate”, 250 puL) contendo 125
uL de meio LB acrescido de 12,5 pg/mL de cloranfenicol. As placas foram incubadas em
estufa B.O.D. por 22 horas. Apods esse periodo, foram adicionados 125 pL de solugdo de
glicerol 40% (v/v). As placas foram estocadas a -80 °C.

2.6 Selecao de clones com atividades enzimaticas

Uma selecdo inicial foi realizada de modo a avaliar diferentes atividades enzimaticas.
Para tal, os clones obtidos da biblioteca metagendmica foram plaqueados com auxilio de
replicador de 96 pinos em meios especificos para cada ensaio suplementados com 12,5 mg/L
do antibidtico cloranfenicol e, incubados & 30 °C por um periodo de 2 a 5 dias de acordo com
0 ensaio em questao.

Para a determinagdo da atividade lipolitica, os clones da biblioteca metagenomica
foram cultivados em meio LB solido contendo Tributirina. Apds o crescimento, durante 5
dias, as placas foram analisadas para a deteccdo da atividade lipolitica. A atividade lipolitica
foi evidente com o aparecimento de halo translicido circundado uma das culturas
microbianas.

As ferramentas InterProScan (andlise para reconhecimento de dominios proteicos
conservados) (JONES et al., 2014) e Pfam (banco de dados com ampla colecdo de familias
proteicas) (FINN ef al., 2016) foram utilizadas na identificacdo de dominios conservados nas

sequéncias proteicas estudadas.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos dez mil clones analisados, a triagem funcional da biblioteca metagenomica
revelou uma enzima com atividade lipolitica (LipRRO1) (Figura 02), e sua sequéncia foi

depositada no GenBank do NCBI com nimero provisorio de acesso LP552382 (Figura 03).



Figura 02. Placa de Tributirina. Enzima com atividade lipolitica LipRRO1.

Fonte: Vitoria Almeida de Lima

Figura 03. Sequéncia da enzima LipRRO1 caracterizada
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Essa enzima lipolitica apresentou a maior identidade proteica com 51% dentre os

analisados. Isto se confirmou pela andlise filogenética que a caracterizou como uma lipase de

biomassa (Figura 04). LipRRO1 ndo se relaciona com Pseudomonas cepacia, bactéria

utilizada como controle negativo para esta analise, embora se aproxime filogeneticamente de

outros grupos bacterianos que apresentam atividade lipolitica. A comparagao desta lipase com

outras sequéncias de lipase depositadas na base de dados da NCBI permitiu a identificacdo de
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motivos de aminoacidos conservados na familia da lipase V e resultou na sua classificagdo

para uma familia lipase/esterase.

Figura 04. Arvore filogenética que caracteriza a lipase em uma lipase de biomassa.

87 Desulfobacteraceae bacterium
8 Deltaproteobacteria bacterium HGW-Deltaproteobacteria-21
Nitrospira bacterium SG8 3

Desulfatiglans anilini

Planctomycetes bacterium

86 Acidobacteria bacterium
LipRR01

Pseudomonas cepacia
(I
0.1

Fonte: Vitoria Almeida de Lima

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas lipoliticas encontradas em animais, plantas e
microrganismos, incluindo fungos e bactérias. S3o capazes de produzir compostos como
acidos graxos, diacilglicer6is, monoacilglicerdis e glicerol através da quebra de triglicerideos.
Além disso, apresentam papel importante na transferéncia de lipideos entre organismos e na
deposi¢do e mobilizacdo de acidos graxos como reserva energética (VILLENEUVE et al.,
2000).

Definidas como enzimas que catalisam a hidrolise ou sintese de acilglicerois de cadeia
longa (acima de 14 atomos de carbono), as lipases também podem hidrolisar glicerdis ésteres
de cadeia curta (menor que 10 atomos de carbono) dependendo das condicdes, sendo a
hidrolise destes substratos uma atividade caracteristica de esterases (JENSEN, 1983).

As lipases extracelulares desempenham varios papéis importantes aos microrganismos
que as secretam, entre eles as interagdes sinérgicas com outras enzimas, adesao as células e
tecidos hospedeiros, iniciagdo do processo inflamatorio, defesa através da lise da microflora
no processo competitivo, dentre outras fungdes (SCHALLER et al., 2005).

Dada sua importancia, foi realizada a modelagem tridimensional por homologia desta
sequéncia usando o molde 1CVL depositado no PDB da bactéria Chromobacterium viscosum
(Figura 05A) (LANG et al, 1996; BERMAN et al, 2000).
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Figura 05. Modelagem por homologia — A) molde 1CVL de Chromobacterium viscosum; B) modelo construido

por homologia para LIpRRO1

Fonte: Vitoria Almeida de Lima; LANG et al, 1996 e BERMAN et al, 2000

O modelo acima foi analisado de acordo com grafico de Ramachandran (Figura 06)
(RAMACHANDRAN e SASISEKHARAN, 1968) mostrando assim que a visualizagdo
tridimensional da enzima lipolitica construida melhor representa sua funcionalidade. O
grafico de Ramachandran ¢ particularmente util porque ele define os residuos que se
encontram nas regides energicamente mais favoraveis e desfavoraveis e orienta a avaliacdo da

qualidade de modelos tedricos ou experimentais de proteinas.

Figura 06. Grafico de Ramachandran. A regido mais favoravel esta expressa em azul, a regido permitida estd em
amarelo, a regido generosamente permitida em amarelo claro e a no permitida em branco. As regides azuis no
canto superior esquerdo, no centro esquerdo e no centro direito representam as formacdes de folhas 3 paralelas e

anti-paralelas, hélices-a a direita e hélices-a a esquerda respectivamente.

Fonte: RAMACHANDRAN e SASISEKHARAN, 1968.
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4 CONCLUSAO

A utilizagdo de uma biblioteca metagenOmica para rastrear enzimas, sendo a mesma
construida a partir de amostras de DNA isolados de restos de arroz vermelho, mostrou uma
eficiente abordagem funcional. Em conclusdo, a prospec¢do metagendmica demonstrou a
presenca de uma enzima lipolitica ativa com potencial de aplicagdo biotecnologica na

compostagem de arroz vermelho.

IDENTIFICATION AND ISOLATION OF A NEW LIPASE FROM RED RICE
COMPOSTING

Vitoria Almeida de Lima
ABSTRACT

Lipases are of great importance in the production of biodiesel, detergents and bioremediation
of industrial residues of lipid origin. Red rice composting acts on the propagation of
microbiological activities, as this plant has cellulose, hemicellulose and lignocellulosic
material as its main organic constituents. Using metagenomic prospection to identify new
genes from environmental samples, this study aims to identify and isolate a new metagenomic
lipase from the red rice collected in Santana dos Garrotes/PB. The experiment included
extraction of metagenomic DNA from the used substrate with 30 days of composting using
Meta-G-Name™ Kit and construction of a metagenomic library with DNA fragments ranging
from 2-10 kb using Escherichia coli EPI-300 as host. The selection of the metagenomic clone
that presented lipolytic activity was performed in solid culture medium (LB-agar) containing
1% tributyrin. The pyrosequencing of the metagenomic DNA fragment with lipolytic activity
was performed by Macrogen (454 GS FLX Titanium system). From the ten thousand clones
analyzed, functional screening of the metagenomic library showed a lipolytic activity
(LipRRO1) and the highest protein identity (51%) was observed with a biomass lipase.
Comparison of this lipase with other lipase sequences deposited in the NCBI’s database
allowed the identification of conserved amino acid motifs in the lipase V family and resulted
in its classification into a lipase/esterase family. In summary, metagenomic prospecting from
red rice composting was efficient for the detection of an active lipolytic enzyme with potential
biotechnological application.

Keywords: Bioprospecting. Red rice. Lipolytic enzyme.
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