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RESUMO

O consumo elevado de combustiveis fosseis € considerado o fator responsavel por
grande parte das crises ambientais. Pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novas
tecnologias de producéo de energia a partir de biomassa surgem como alternativa ao uso
desses tipos de combustiveis. Diante do cenario atual, a producéo de energia a partir de
biomassa lignocelul6sica (bagago e palha) vem ganhando destaque frente ao problema
de entressafra da cana de agucar, onde a produgdo de etanol € zero. A utilizacdo de
biofabricas de proteinas recombinantes, baseadas em microalgas, para producdo de
grandes quantidades de B-glicosidases, poderd permitir o aproveitamento da biomassa
lignocelul6sica proveninente dos residuos gerados na producdo de etanol. Para tornar a
producdo de proteina recombinante mais eficiente, é possivel melhorar sua traducéo
ribossomal por meio da otimizacdo de cddons, aumentando as taxas de traducdo da
proteina de interesse. Para tanto, o trabalho propGe a utilizacdo de Chlamydomonas
reinhardtii como plataforma de producdo juntamente com a otimizacao de cddons para
potencializar a producdo e secrecao de [B-glicosidases recombinantes, em grandes
quantidades, que degradem o bagaco da cana de acglUcar para producdo de etanol
lignocelulésico. Os principais objetivos deste estudo sdo: (i) Produzir construgdes
genéticas para a expressdo e secrecdo de duas B-glicosidases de origem procarionte; (ii)
Transformar geneticamente a microalga C. reinhardtii através de eletroporacdo e
selecionar os clones altamente produtivos; (iii)) Determinar a atividade das [-
glicosidases produzidas pelos clones geneticamente modificados de C. reinhardtii
visando selecionar aqueles mais produtivos; e (iv) Testar a eficiéncia das -glicosidases
recombinantes na degradacdo da celobiose proveniente da celulose do bagaco da cana
de acucar. Esse modelo podera funcionar como uma bioféabrica de baixo custo, além de
diminuir o impacto ambiental causado pela emissdo de carbono das usinas
sucroenergéticas ja que o cultivo de microalgas poderia aproveitar as emissdes de

carbono geradas pela prépria usina.

PALAVRAS CHAVE: Chlamydomonas reinhardtii, p-glicosidases, etanol

lignocelulosico, proteina recombinante, otimizagéo de codons.



53

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

80
81
82
83
84

1. INTRODUCAO

O consumo elevado de combustiveis fosseis € considerado o fator responsavel
por grande parte das crises ambientais, seja pela emissdo de gases de efeito estufa
durante a combustdo, pelo descarte de residuos ou pelos derramamentos acidentais que
ocorrem nos mares e oceanos (dos Santos 2012). Pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de novas tecnologias de producdo de energia a partir de biomassa
surgem como alternativa ao uso de combustiveis fésseis como o petréleo (Blottnitz &
Curran 2006). O termo biocombustivel refere-se as fontes de energia produzidas a partir
de biomassa, destinadas ao setor de transporte e a geracdo de energia elétrica por meio
de motores, turbinas ou células, podendo ser liquidos como o alcoois e biodiesel, ou
gasosos como hidrogénio e metano (Demirbas 2008).

Os biocombustiveis apresentam varias vantagens quando comparados aos
combustiveis fosseis, dentre elas podemos citar: (i) fonte de energia renovavel e
facilmente disponivel, (ii) baixo custo de producdo, (iii) seguranca no manuseio e
armazenamento (iv) utilizacdo de rejeitos como matéria prima para sua producdo
(Vasudevan et al. 2005), (v) contribuem para a estabilizacdo da concentracdo do gas
carbonico (CO,) na atmosfera, (vi) sdo biodegradaveis, (vii) contribuem para a
sustentabilidade, (viii) geram empregos na zona rural (Puppan 2002). Além disso, 0 uso
de combustiveis renovaveis é uma alternativa para a diminui¢do do aquecimento global,
uma vez que o teor de carbono que faz parte da sua constituicdo é derivado do carbono
que foi retirado da atmosfera para o crescimento da biomassa vegetal, através da
fotossintese, e s estd sendo relangado na atmosfera. Dessa forma, permite a ciclagem
do carbono, e consequentemente o equilibrio consumo-liberacdo de CO, (Difiglio
1997). Com os combustiveis fosseis esse equilibrio ndo acontece, pois o petroleo é
composto de carbono imobilizado, que, no refinamento, libera CO, retirado da
atmosfera do planeta hd milhdes de anos; ndo havendo nenhum mecanismo para
recaptura-lo (Dal Soglio & Kubo 2009).

Contudo, apesar das vantagens, a producdo de combustiveis renovaveis
representa apenas 13,2% da producdo energética mundial (EPE 2013). Neste sentido, o
Brasil ¢é reconhecido mundialmente por seu pioneirismo na introducdo do
biocombustivel em sua matriz energética, devido ao programa Proalcool langado na

década de 1970 que incentivou a producdo de etanol com o objetivo de reduzir a
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importacdo de petréleo (Bertelli 2005). A producdo bioenergética do pais é de 42,4%,
sendo 15,4% a partir da cana de aglcar como matéria prima para obtengdo de etanol
(EPE 2013).

O etanol é um composto organico oxigenado, também denominado alcool
etilico, de formula quimica C,HsOH, empregado, principalmente, na forma de
combustivel veicular, sendo que para carros a alcool ou “flex fuel” ¢ utilizado o alcool
hidratado (com 5% de agua), enquanto o alcool anidro (puro) € misturado a gasolina
(Petrobras 2007). Para a producéo de etanol, a cana de acucar € moida para a obtencao
do caldo (garapa) com alto teor de sacarose (C12H22011), que posteriormente é tratado.
O bagaco e a palha, provenientes da moagem da cana, ndo sao aproveitados diretamente
na produgdo. Esses residuos sdo utilizados nas caldeiras, onde sdo queimados e
fornecem energia elétrica que é utilizada pela propria usina sucroenergéticas (Alcarde
2007). A fermentacdo alcodlica (Figura 1) é um processo anaerobico onde, em presenca
da enzima invertase, a sacarose € convertida em glicose e frutose que, sob a acdo da
enzima zimase, fornecem etanol (etanol de primeira geracdo) e diéxido de carbono
(Rocha 2012). Esse processo envolve diversas reag0es que sdo catalisadas por enzimas
glicoliticas especificas encontradas principalmente na levedura Sacaromices cerevisiae,
com o objetivo de produzir energia para seu crescimento e reproducdo (Lima et al.

2001).

OH
HO

HO 0

N 1 ) H

OH| — Ligacdo glicosidica invertase OH 0 _ o|

0/ a(1—=2) —_— -&,.-—O + HOMOH zimase HyC - C

. [ -

Ho~, /0% OH o o) oH on L &

‘( " li o frutose o etanol

HO oH glicose

sacarose

Figura 1: Obtengdo de etanol de primeira geracéo através da hidrolise enzimética. Modificado de Ferreira
e Rocha (2009).

As vantagens do uso do etanol em rela¢do aos outros biocombustiveis sdo: baixo
custo de implementacgdo, pois a infraestrutura é a mesma para a producdo de acucar, a
tecnologia de automdveis com motor a alcool ou flex ja esta estabelecida, a biomassa de
cana de agucar produzida por unidade de area € superior as outras biomassas vegetais, a

quantidade de biocombustivel produzido por unidade de area é superior a qualquer outra
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cultura e a razdo entre a produgdo de energia e 0 consumo de energia para producdo é
positiva (Leite & Cortez 2008). No entanto, essa producdo bioenergética vem
enfrentando problemas, principalmente em relacdo ao periodo de entressafra da cana de
acucar, de dezembro a abril, onde a producdo de etanol é zero, gerando aumento do
preco do produto (Santos 2011). Para isso, pesquisas vém sendo realizadas com o
intuito de reaproveitar a biomassa lignocelul6sica (bagaco e palha), proveniente do
etanol de primeira geracdo, para producdo de etanol de segunda geracdo. Neste
contexto, estima-se que o aproveitamento integral da cana de agUcar, aumentaria a
producdo de etanol dos atuais 7.000 L para aproximadamente 14.000 L por hectare, ndo
havendo necessidade de expansdo da &rea cultivada (Santos et al. 2012).

A biomassa lignocelulésica é formada por cadeias de celulose que sdo ligadas
entre si por pontes de hidrogénio, constituindo microfibrilas; lignina que envolve a
celulose, e hemicelulose que proporciona a ligacdo entre a celulose e a lignina (Bidlack
et al. 1992). Esses trés componentes (Figura 2) formam uma rede fibrosa, apresentando
dificuldades para a hidrolise da celulose, pois a lignina funciona como uma barreira
fisica para a acdo enzimatica; a interagdo intra e intermolecular e a auséncia de gua na
estrutura da microfibrila, confere a celulose uma estrutura, em sua maior parte,
cristalina, sendo dificil de ser quebrada, aumentando, assim, o custo da producdo de

etanol de segunda geracdo (Fengel & Wegener 1989).
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- n
) OH OMe OH
o | MeO celulose
MOy lignina
O

Figura 2: Estruturas dos componentes lignocelul6sicos. Modificado de Ferreira e Rocha (2009).

Para a obtencdo de etanol celul6sico, é necesséria a realizagdo de um pré-

tratamento que tem por finalidade remover a lignina e a hemicelulose, e diminuir o grau
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de cristalizacdo da celulose, facilitando a hidrélise enzimatica. Esse pré-tratamento pode
ser fisico, quimico ou bioldgico (Canilha et al. 2010). As enzimas envolvidas na
hidrolise da biomassa lignoceluldsica séo denominadas celulases. As celulases poder ser
classificadas em endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidades. As exo 1,4-B-D-
glucanases possuem afinidade pela extremidade da cadeia de glicose e as endo 1,4-B-D-
glucanases com afinidade no interior da cadeia (Aro et al. 2005). As B-glicosidases néo
atuam diretamente na degradacdo da celulose, elas hidrolisam as ligacdes glicosidicas
da celobiose, formando glicose. Essa enzima € encontrada em baixa concentracdo em
coquetéis enzimaticos e sofre inibicdes em altas concentracdes de glicose (Duff &
Murray 1996).

Durante a hidrélise enzimética, as endo-(1,4)-B-D-glucanases irdo quebrar as
ligagdes internas (B-1,4) reduzindo o grau de polimerizagdo da celulose, expondo as
microfibrilas a hidrdlise enzimatica e liberando oligossacarideos com extremidades
redutoras e nado-redutoras livres. As exo-(1,4)-B-D-glucanases irdo atuar nas
extremidades da cadeia, liberando glicose ¢ celobiose. As B-glicosidases irdo hidrolisar
a celobiose e os oligossacarideos a glicose (Aro et al. 2005). Apos a a¢do do complexo
celulésico enzimatico, a glicose obtida sera transformada, através da fermentacédo

alcoolica, em etanol celuldsico (Figura 3).
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Figura 3: Obtencéo de etanol de segunda geracao através da hidrélise enzimatica. Modificado de
Bortolazzo (2011).
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A producdo de enzimas celulésicas ocorre, principalmente, por microrganismos
como fungos filamentosos, leveduras e bactérias (Wilson 2008). Atualmente, sdo
produzidos comercialmente coquetéis enzimaticos, como Accelerase™ 1000,
Novozyme 188, Celluclast 1.5 L e Multifect CX 10L. Esses compostos de celulases e
hemicelulases sdo produzidos & partir dos fungos filamentosos Trichoderma reesi e
Aspergillus niger (Castro et al. 2010; Maeda et al. 2011; Bauer & Gibbons 2012).
Entretanto, a obtencdo dessas enzimas por meio de microrganismos representa,
aproximadamente, 50% do custo total de producdo do etanol lignocelul6sico,
encarecendo o produto (Wyman 2001). Além disso, os produtos comerciais apresentam
baixa quantidade de B-glicosidases, e, como consequéncia, baixa converséo de celobiose
em glicose, e retro-inibicdo pelo produto final (Sun & Cheng 2002). Estudos
demonstram que coquetéis enzimaticos produzidos por Penicillium funiculosum
apresentam melhor atividade enzimatica na conversao de celulose em glicose do que 0s

disponiveis comercialmente (Singh et al. 2009).

Diante do cenéario atual, uma alternativa que vem ganhando destaque sdo as
biofabricas que, através do melhoramento e manipulacdo genética de determinados
organismos com elevada capacidade energética, produzem grandes quantidades da
substancia de interesse, permitindo a integracdo entre a agroenergia e a biorrefinaria
(Faleiro & Farias Neto 2008). A modificacdo genética de um organismo pela introducgéo
de sequéncias de DNA exdgenas em seu genoma que ird direcionar a producdo de
proteinas recombinantes permitindo um aumento na produtividade de uma determinada
substancia ou a sintese de novas. Essa técnica baseada na tecnologia do DNA
recombinante difere da recombinacdo genética, pois as alteracdes ndo ocorrem através

de processos naturais dentro da celula, e sim por manipulagdo humana.

Para tornar a producdo de proteina recombinante mais eficiente, é possivel
melhorar sua traducdo ribossomal por meio da otimizacdo de cddons que possibilita
aumentar a expressdo de determinada proteina alterando os cédons do gene alvo para
que se assemelhem ao padréo de utilizacdo de codons do hospedeiro (Kink et al. 1991).
Esse ajuste ocorre por uma substituicdo de um codon de baixa frequéncia por outro de
alta frequéncia, conforme a distribuicdo de frequéncia da espécie desejada (Kane 1995).
Para genes heterologos, a otimizagdo do codon é um passo essencial para aumentar a
eficiéncia de expressdo e, consequentemente, as taxas de traducdo. Além disso, a

otimizacdo de codon deve diminuir a suscetibilidade do gene heterdlogo de ser
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silenciado (Heitzer et al. 2007). Outros meios sdo usados para melhorar a manipulagéo
genética, como desenvolvimento de sequéncias promotoras mais adequadas,

acentuadores de expressdo génica e sinais de secre¢do de proteinas.

Nesse contexto, o cultivo de microalgas vem ganhando destaque nas pesquisas.
Esses microrganismos sdo amplamente empregados na aquicultura, através da sua
utilizacdo para alimentagdo de moluscos, peixes e camardes (Muller-Feuga 2000), em
sistemas de bioflocos (bio-flocs technology — BFT) (De Schryver et al. 2008) e no
tratamento de efluentes de cultivo (Sivakumar et al. 2009). Além disso, destaca-se 0 seu
potencial biotecnoldgico para producdo de produtos com alto valor comercial (Derner et
al. 2006). A utilizacdo de microalgas modificadas geneticamente para a produgéo e
podera permitir o aproveitamento de residuos gerados do etanol de primeira geracao

para a producdo de etanol de segunda geracdo (Natércia et al. 2006).

As biofédbricas de proteinas recombinantes baseadas em microalgas tém
despertado grande interesse, pois possui baixo custo de producdo, menor tempo de
cultivo, crescimento fotoautotréfico, capacidade de sintetizar proteinas multiméricas
complexas, pode expressar genes recombinantes no genoma nuclear, plastidial e
mitocondrial e algumas espécies podem acumular até 70% de sua biomassa na forma de
proteinas. Além de todas essas vantagens, as proteinas produzidas sdo consideradas
seguras devido a auséncia de contaminacéo viral ou por endotoxina bacteriana e podem
ser cultivadas em ambientes fechados, reduzindo assim a possibilidade de fluxo génico
horizontal (Rasala et al. 2010).

A microalga Chlamydomonas reinhardtii € uma espécie unicelular flagelada
com o genoma nuclear, de aproximadamente 121 Mb, com 64% de contetido de GC,
totalmente sequenciado. Também estdo disponiveis as sequéncias para 0 genoma
mitocondrial (~15.8 Kb) e do cloroplasto (~200 kb) (Merchant et al. 2007). Esse
microrganismo tem capacidade de produzir proteinas de secrecdo quando a expressao
génica ocorre no nucleo e seu cloroplasto contém uma grande quantidade de proteinas
chaperonas e dissulfeto isomerases que auxiliam na configuracdo funcional das
proteinas recombinantes, quando é expressa no cloroplasto (Levitan et al. 2005). Alguns

pesquisadores demonstraram em seus trabalhos que € possivel a producdo de proteinas
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recombinantes em C. reinhardtii (Goldschmidt-Clermont 1991; Fuhrmann et al. 1999;
Ishikura et al. 1999; Minko et al. 1999; Franklin et al. 2002; Mayfield et al. 2004).

Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias para a
obtencdo de etanol celuldsico a baixo custo, o Laboratorio de Biologia Molecular do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB/FURG) em parceria com a EMBRAPA
Agroenergia (Brasilia — DF) propdem a utilizacdo de Chlamydomonas reinhardtii como
uma plataforma para producdo de B-glicosidases recombinantes. A aplicacéo de técnicas
de manipulacdo genética associadas a otimizacdo de codons para potencializar a
expressao de genes heterdlogos poderia funcionar como um modelo de biofabrica a
baixo custo, além de diminuir o impacto ambiental causado pela emissdo de carbono
das usinas sucroenergéticas ja que o cultivo de microalgas poderia aproveitar as

emissdes de carbono geradas pela propria usina.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Produzir microalgas transgénicas capazes de produzir e secretar B-glicosidases,
em grandes quantidades, que degradem o bagago da cana de agUcar para producdo de

etanol celulésico.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Produzir construcdes genéticas para a expressdo e secrecdo de duas [-

glicosidases de origem procarionte;

— Transformar geneticamente a microalga C. reinhardtii atraves de eletroporacédo

e selecionar os clones geneticamente modificados altamente produtivos;

— Determinar a atividade das [-glicosidases produzidas pelos clones
geneticamente modificados de C. reinhardtii visando selecionar aqueles mais

produtivos;

— Testar a eficiéncia das [-glicosidases recombinantes na degradacdo da

celobiose proveniente da celulose do bagaco da cana de agucar.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos serdo conduzidos no Laboratorio de Biologia Molecular do
Instituto de Ciéncia Biologicas (ICB/FURG).

3.1. OBTENCAO DAS SEQUENCIAS DE B-GLICOSIDASES

As sequéncias de B-glicosidases serdo provenientes do banco de dados das
bibliotecas metagenémicas obtidas no projeto INSUMICRO, Embrapa Agroenergia.

3.2. OTIMIZACAO DE CODONS

As sequéncias da enzima B-glicosidase, provenientes da Embrapa Agroenergia,
serdo otimizadas usando o software OPTIMIZER (http://genomes.urv.es/OPTIMIZER)
de acordo com a tabela de frequéncia de cddon de C. reinhardtii para a expressdo
nuclear proveniente do trabalho de Ramos 2013 (em preparacdo). As construcoes
genéticas serdo sintetizadas pela GeneArt (Life Technologies) através do anelamento de
oligonucleotideos.

3.3. CONSTRUCOES GENETICAS

Recentemente, Rasala et al. (2012) construiram um transgene nuclear (pBle2A-
SP-Xynl) em C. reinhardtii para a producdo e secrecdo de proteinas recombinantes. A
metodologia desenvolvida permite que as proteinas recombinantes produzidas pelas
microalgas sejam secretadas para 0 meio de cultivo, o que facilita a extracdo e a

purificacdo das proteinas produzidas.

O vetor de expressdo (pBle2A-SP-Xyn1) usa um sinal de clivagem do virus de
mao-pé-boca (FMDV 2A), permitindo fusionar o transgene de expressdo ao de sele¢éo
das cepas transgénicas (Fig. 4). Assim, quando FMDV 2A é fusionado, apés a traducéo,
duas proteinas sdo produzidas (a proteina de interesse e a proteina de selecdo de cepas
transgénicas). No transgene pBle2A-SP-Xyn1l, a sequéncia do FMDV 2A uniu 0 gene
de resisténcia da zeocina/bleomicina (sh-ble) com o gene da enzima xilanase, o qual
continha o sinal de secre¢do arsl da propria C. reinhardtii. O uso de um sinal de
secrecdo direciona a proteina produzida para o meio extracelular evitando a sua quebra
durante a extracdo. Além disso, ha um marcador, cauda de histidina (6XHis), no final
do gene da xilanase que permite que a proteina seja recuperada do meio, facilitando a

sua purificacdo atraves de cromatografia (Lauersen et al. 2012). O gene sh-ble confere
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resisténcia aos antibioticos que atuam fragmentando as moléculas de DNA, assim, as
cepas transgénicas que possuem alta expressdo do transgene de interesse seréo
selecionadas pelo antibidtico. Para dirigir a expressdo do gene sh-ble e da xilanase, o
plasmideo pBle2A-SP-Xynl contém a sequéncia promotora do gene da proteina de
choque térmico 70 (hsp70) que foi modificada para conter quatro copias do primeiro
intron da rbsc2 e, posteriormente, o promotor da rbsc2 (AR4).

Na presente proposta, a construcdo genética (pBle2A-SP-Xynl) sera avaliada
como vetor de expressdo para a produgdo de B-glicosidases em C. reihnardtii. Dessa
forma, a sequéncia do gene da xilanase no transgene pBle2A-SP-Xyn sera substituida

pelo gene da B-glicosidase (Figura 4).

6XHis Term

B-glicosidase

Figura 4. Vetor de expressdo pBle2A-SP-Xynl. A sequéncia do gene da xilanase seré substituida pelo
gene da B-glicosidase. (SS): sinal de secrecdo; (6xHis) cauda de histidina; (Term) regido de terminacdo;
(AR4) regido promotora; (Ble) gene de resisténcia a zeocina/bleomicina; (2A) sinal de clivagem.
Modificado de Rasala et al. (2012).

34. CONDICOES DE CULTIVO E PRODUCAO DE MICROALGAS
TRANSGENICAS

As microalgas serdo cultivadas no meio TAP (Tris-acetato-fosfato; Gibco)
suplementadas com 200 pg/ml de arginina com iluminacdo constante a 25°C. A cepa de
Chlamydomonas reinhardtii utilizada sera a CC3395 que apresenta parede atenuada,
facilitando a eletroporacdo e a secrecdo da proteina recombinante para o meio de
cultivo. As microalgas serdo transformadas por eletroporacdo usando o protocolo

descrito no GeneArt Chlamydomonas Engineering Kits (Life Technologies).
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3.5. SELECAO DAS MICROALGAS TRANSGENICAS

Ap0s a eletroporacdo, as microalgas serdo cultivadas durante 18 horas em 5 ml
de meio TAP contendo 40 mM de sacarose. Posteriormente, as microalgas serdo
centrifugadas a 2500 x g por 10 min e serédo ressuspendidas em 150 ul de TAP contendo
40 mM de sacarose. As microalgas serdo plaqueadas em placas contento agar, arginina
(200 pg/ml) e o antibidtico zeocina (10 pg/ml). As colbnias que crescerem nas placas
contendo antibiotico serdo transferidas para o cultivo no meio liquido (TAP + arginina).

Para identificar as cepas com altas taxas de transcrigdo do gene da [3-glicosidase,
0 RNA sera extraido e 0 cDNA seré sintetizado usando o High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) conforme as sugestdes do fabricante. O cDNA
sera usado como molde para as reacdes de PCR em tempo real. Primers especificos
serdo desenhados para cada gene da P-glicosidase selecionado usando o software
Netprimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer). Genes de expresséo constitutiva
serdo usados como normalizadores. Os dados de expressdo serdo analisados usando o

software geNorm (Vandesompele et al., 2002).

As cepas transgénicas com alta expressio do gene da [-glicosidase serdo
submetidas a testes de crescimento para verificar se a construcdo genética transferida

ndo esta produzindo nenhum efeito colateral negativo sobre as microalgas.
3.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE DAS B-GLICOSIDASES

3.6.1. A atividade das B-glicosidases baseada na concentracéo de proteinas solGveis
totais

As microalgas transgénicas e ndo-transgénicas (controle negativo) serdo
cultivadas até a fase log. Posteriormente, serdo coletadas por centrifugacdo em 5000 x g
por 10 min. As células serdo lisadas por sonificacdo e centrifugas em 12000 x g por 10
min. A concentracdo de proteina soltvel total serd medida por fluorescéncia usando o
fluorimetro Qubit e o Quant-iT® Protein Assay Kit (Life Technologies). A atividade
das B-glicosidases sera medida usando o B-Glucosidase Assay Kit (Abnova).

Esse kit contém p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG) que é hidrolisado
especificamente por B-glicosidases, liberando p-nitrofenol (pNP) que sera quantificado

através da absorbancia medida a 405 nm. Uma unidade de B-glicosidase corresponde a
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quantidade de enzima necessaria para liberar um pmol de p-nitrofenol por minuto, a
45°C.

3.6.2. Atividade das p-glicosidases no meio de cultivo

Para avaliar a atividade da enzima no meio de cultivo, oS meios seréo
gentilmente centrifugados em 2500 x g, para evitar a lise das células. A atividade das -
glicosidases sera avaliada no meio de cultivo sem células usando o B-Glucosidase Assay
Kit.

3.7. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS B-GLICOSIDASES
RECOMBINANTES

Para avaliar a estabilidade térmica, o meio de cultivo, contendo [-glicosidase,
sera incubado em vérias temperaturas (30 a 80°C) por 10 min e, posteriormente, apds o
periodo de incubacdo a atividade da B-glicosidase serd determinada usando o [-

Glucosidase Assay Kit.

A estabilidade ao pH serad determinada através da incubacdo do meio de cultivo
contendo B-glicosidase em diferentes faixas de pH (3-10) por 10 minutos a 50°C e,

posteriormente, a atividade sera avaliada usando o -Glucosidase Assay Kit.
3.8. EFEITO DA ADIC}AO DE GLICOSE SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

Para avaliar os efeitos da glicose sobre a B-glicosidase recombinante, seré
incubado 50 pL da enzima purificada, 250 pL de tampao acido acético/NaOH 0,1M em
pH 5, 250 pL de 4-nitrofenol-D-glicopiranosideo (PNPG) 4 mM e glicose em
concentracdes crescentes (0 a 100 mM) por 10 minutos em banho termostatico a
temperatura e pH 6timos. As concentracdes serdo ajustadas de acordo com o volume
final do meio reacional. A reacdo serd interrompida pela adi¢cdo 2 mL de NaCO3 2M e o
nitrofenol liberado quantificado em espectrofotémetro a 410 nm.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica para testar as diferencas dos parametros analisados dentro
dos grupos de linhagens de transgénicos sera a “one-way” ANOVA seguida por testes

de multiplas comparacdes.
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3.10. BIOSSEGURANCA

Para o desenvolvimento de pesquisa com organismos

geneticamente

modificados (OGM) a legislacdo brasileira (Lei 11.105, de 24 de margo de 2005)

determina a necessidade de requisicdo de um CQB (Certificado de Qualidade em

Biosseguranca) da instituicdo interessada junto a Comissdo Técnica Nacional de

Biosseguranga (CTNBI0). A comissdo interna de Biosseguranca da FURG encaminhou

um pedido de CQB em dezembro/1998 a CTNBio, visando o desenvolvimento do

trabalho de pesquisa em conten¢cdo com OGM. O CQB foi aprovado em maio/1999

(CQB No. 0112/99), seguindo as normas determinadas pela Instituicio Normativa no.

12 (DOU 28/05/98).

4. CRONOGRAMA DE TRABALHO
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glicosidases recombinantes
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Caracterizacdo bioquimica das p- X | X
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6. ORCAMENTO

Material de consumo
Iltem Quant. Valor Valor
unitario | total
Agar (Sigma) 1kg 300,00 300,00
Cepa Chlamydomonas reinhadtii CC3395 1tubo 100,00 100,00
Meio de cultivo TAP 1 L (Gibco) 2 250,00 500,00
L-Arginina 50 g (Sigma) 1 120,00 120,00
Higromicina B 50 mL (Invitrogen) 1 400,00 400,00
Sintese de oligonucleotideos - - 1.500,00
Sintese das construgdes genéticas - - 5.000,00
SYBR Green 1x5 mL (Invitrogen) 3 660,00 1.980,00
Vidraria - - 500,00
Agarose (Invitrogen) 100g 800,00 800,00
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Taq Platinum 100 U (Invitrogen) 2 443,00 886,00
Marcador 1KBplus DNA Ladder (Invitrogen) 1 800,00 800,00
Trizol 100 mL (Invitrogen) 2 604,00 1.209,00
High capacity cDNA reverse transcription kit 1 1.200,00 | 1.200,00
PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) 2 1.100,00 | 2.200,00
PCR DNA and Gel Band Purification Kit 2 450,00 900,00
Quant-iT® Protein Assay Kit (Life Technologies) | 1 300,00 300,00
Sacarose 240g (Sigma) 1 199,00 199,00
4-nitrofenol-D-glicopiranosideo 100mg 1 302,00 302,00
B-Glucosidase Assay Kit (Abnova) 1 988,00 988,00
Glicose (Sigma) 1Kg 127,00 127,00
Zeocina 250 mg (Life Technologies) 1 259,00 259,00
Material plastico descartavel - - 1.500,00
Orcamento total R$ 22.070,00
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