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- Indução com IPTG a partir de pré-inóculo. 
- Curva de crescimento bacteriano
- Recuperação da massa bacteriana por 
centrifugação

Atividade



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



- T5/T7, T5, or T7 – Sequencia do Promotor
- pelB - Sequencia sinal para o espaço periplásmico
- TEV - sitio de reconhecimento para a protease do Virus Etch do Tabacco:
- Strep-Tag - Cauda de streptavidina (8 aa) que liga resina de biotina: 
- His-Tag – Cauda de Histidina (6 - 11 aa) que liga ions Ni+2 imobilizados na resina 
- MBP (maltose-binding protein) – cauda de proteína para purificação em coluna de amilose e eluição com maltosa. 
Aumenta a solubilidade da proteína de interesse.
- GST (glutathione-S-transferase) - cauda de proteína para purificação em coluna com glutationa e eluição com 
glutationa. Aumenta a solubilidade da proteína de interesse.
- SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier), Trx (Thioredoxin), DsbC (Disulfide bond C), MBP, ou CelD (cellulase D) –
Proteínas que aumentam a solubilidade da proteína de interesse.

https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01384



Basic expression vectors for high-throughput expression in E. coli of (a) cytoplasmic proteins and (b) membrane proteins. The 

T7 promoter is used to control expression of the protein in E. coli. The vectors requires tandem affinity tags, larger tag for protein 

expression initiation, protein solubility and soluble detection, and smaller tag for purification. TEV protease can be used to 

remove the tags. The tags for membrane proteins are located at the C-terminus for protein targeting, and GFP is a favourabel

choice for use as an indicator of protein folding. D tag, detection tag; P tag, purification tag; S tag, solubility and translation 

initiation tag; TT, transcriptional terminator; 5′UTR, 5′ untranslated region.
DOI:10.1098/rsob.160196



Enzima Acetil Esterase (969 pb; 35 kDa)



BAP

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



Procedimento:

Coletar a massa bacteriana de 1 ml e realizar leitura de DO600nm

10 mL de meio 

LB + amp +

37 °C, overnight, 

150 rpm

E. coli recombinante

2,5 ml/250 mL de 

meio LB + amp +

37 °C, 150 rpm

DO600=0,4-0,6 +
E. coli recombinante

INDUZIDO
+ IPTG 0,5 mM

E. coli recombinante
NÃO INDUZIDO

Sem IPTG

Cultura 37 °C, 

150 rpm

Leitura DO600 no 
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Cultura/Leitura 
OD600

Indução
(0 h)

Indução –IPTG 
após - 2h

Indução
4 h

Indução
6 h

Indução
8 h

TfAEST

BAP

Tabela. Crescimento bacteriano DO600nm.

* Cultura bacteriana não induzida com IPTG
** Cultura bacteriana induzida com IPTG 0,5 mM

NIndz Indz NIndz Indz NIndz IndzNIndz* Indz**

Procedimento:
Recuperar 1 ml de cultura em condição estéril.
1- Transferir 100 ul da cultura a tubo limpo contendo 900 ul de água destilada, misturar,
transferir a cuveta, realizar a leitura DO600 nm e anotar na tabela.
2- Centrifugar 4 tubos com 50 ul de cultura, 5 min/10000 rpm, descartar sobrenadante e 
reservar para eletroforeses SDS-PAGE (02 tubos) e para análise de atividade enzimática (02 
tubos), congelar a massa celular, devidamente identificada
3- O restante da cultura (700 ul), centrifugar 5 min/10000 rpm, descartar o sobrenadante
e congelar a massa celular, devidamente identificada.



Operon Lac



/IPTG

Operon Lac / IPTG

Gene expresso
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Excessive IPTG concentrations lead to inhibition of growth and reduced export in TatExpress cells. (a) expression of TorA-hGH in W3110 
TatExpress cells was induced by the addition of IPTG at the concentrations shown (after 3 hr growth at approximately 0.5 AU). Cells were 
fractionated to generate cytoplasm/membrane/periplasm samples and the fractions were immunoblotted as shown in Figure 3; (b) effects 
of IPTG concentration on growth curves of the cultures; uninduced cells are represented by squares and the growth characteristics of cells 
induced using 10 µm IPTG (diamonds), 100 µm IPTG (triangles), and 1 mm IPTG (crosses) are illustrated
August 2017. Biotechnology and Bioengineering 114(12). DOI:10.1002/bit.26434



Figura 10. Eletroforese em SDS-PAGE (12,5%) da expressão da proteína recombinante TrCat utilizando o 
vetor pTrc-HisA, variando-se o tempo de indução. (MW) Precision Plus Protein Standards (BIO-RAD). A seta 
vermelha indica, aproximadamente, a posição da proteína recombinante.

Nindz Indz Nindz Indz Nindz Indz Nindz Indz

2 h                          4h                       6 h                     18 h



Figura – Análise por eletroforeses SDS-PAGE (12,5%) da expressão da proteína

recombinante, em E. coli BL21. (1) Amostra de 20 µL da bactéria não induzida; (2)

Amostra de 20 µL da bactéria induzida; (3) Amostra de 20 µL do sobrenadante bacteriano

(solúvel); (4) Amostra de 20 µL do precipitado bacteriano (não solúvel). (PM) peso

molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories).
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Proteína recombinante em Corpo de Inclusão

O nível de expressão e solubilidade da proteína recombinante é 
um pré-requisito para estudos estruturais, funcionais e 
bioquímicos de uma proteína.

(1)alterando o vetor, 
(2)alterando o hospedeiro, 
(3)alterando os parâmetros de cultura da cepa hospedeira 

recombinante, 
(4)coexpressão de outros genes e 
(5)alterando as sequências genéticas, o que pode ajudar a 

aumentar a expressão e o dobramento adequado da proteína 
desejada.



DOI: 10.2174/1381612824666180131121940 



Protein J. DOI 10.1007/s10930-013-9502-5





Book-Protein Expression ThermoFisher
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