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- Seleção de clones recombinantes (Resistência à antibióticos)
- Confirmação de clones positivos (PCR)
- Eletroforese DNA em gel de agarose

Atividade







SARS-CoV-2

Proteína S

+



Produção da Proteína de 
interesse

200 mL de meio 
LB + amp + 
IPTG
37 °C, overnight, 
150 rmp

Purificação 

Análise Complementares
- Sequenciamento
- Estrutura 3D – Cristalografia
- Dicroísmo circular
- Atividade

Aplicação
- Proteína terapêutica
- Enzima
- Diagnóstico

Aplicação
- Gene Terapêutico
- Marcador molecular
- Modificação genética
- Sequenciamento





Sistemas de Clonagem/expressão procariota



Operon Lac

/IPTG



Seleção Branco/Azul

Ligação Transformação Seleção



Seleção Branco/Azul



Sistema pET - BL21(DE3)



Cepas E. coli para produção de proteínas recombinantes





DOI:10.14737/journal.aavs/2016/4.7.346.356



Vetores para produção de proteínas recombinantes



https://www.sinobiological.com/news/recombinant-protein-expression



Expressão da Proteína de interesse
O vetor de expressão é empregado para transformar Bactérias competentes (E.  
coli deficientes em Proteasas). Após cultura é Testada a expressão



Proteína de Interesse

Fusão Proteína de Interesse

Sinal Proteína de Interesse

(ompA,  
ompT)

A)Expressão da proteína de interesse

B)Expressão da proteína de interesse fusionada com outra Proteína

Sitio de clivagem de  
Protease

(lacZ, GST,  
His, CBD,etc)

C)Expressão da proteína de interesse com sinal para secreção



A)Proteínas Citoplasmáticas

B)Secreção de Proteínas
Seqüência

Citoplasma Meio

Membrana ExternaMembrana Interna

Periplasma

+
Secreção

Secreção

Met

Precipita Proteína Nativa
Degrada

Precipita Degrada

Sinal

Precipita  
ou  

degrada



BAP

Enzima Fosfatase Alcalina Bacteriana (1338 pb; 49,5 kDa)



Enzima Acetil Esterase (969 pb; 35 kDa)
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