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1.INTRODUCAO:

Um dos maiores problemas do mundo atual tem sido a questdo dos combustiveis, pois
sabemos que a sociedade moderna € extremamente dependente do petréleo, € que o mesmo
encontra-se em iminente escassez.

Tendo conhecimento de tal dependéncia e sabendo de fatos como a crise do petréleo nos
anos 70, em que ocorreram aumentos subitos dos precos, viu-se que a sociedade nao possuia uma
fonte alternativa de energia. Diante disso passamos a perceber que deveriamos investir estudos e
esfor¢os ndo apenas uma tnica fonte de energia e diversificar esse processo de obtenc¢do. Utilizar
diversas fontes para ndo entrarmos em novas crises € buscar fontes renovaveis € menos poluentes
em busca de um desenvolvimento mais sustentavel. (1)

Atualmente dentre as fontes de energia menos poluentes estdo os biocombustiveis, como
exemplo, dlcool, biodiesel, biomassa e biogds, sendo o dlcool um dos combustiveis de maior
interesse por diversas vantagens. Dentre elas podemos citar sua alta volatilidade, importante para
a rdpida resposta dos motores de combustdo interna usados nos carros atuais, apresenta alto
indice de octonagem, reduz a emissdo de 6xidos nitricos no ambiente, emite menor quantidade de
gds carbdnico e de precursores de 0zOnio na atmosfera, libera grande quantidade de energia em
sua queima, além de ser abundante por ser produto de matéria-prima renovavel. (2)

A questdo dos biocombustiveis deverd ser tratada com enorme atengdo, pois apesar das
inimeras vantagens dos biocombustiveis, devemos lembrar que se ndo tomarmos os devidos
cuidados, as dreas de cultivo alimentar poderao se tornar areas para cultivo de matéria-prima para
combustiveis e assim gerar uma crise alimentar, ou mesmo as florestas de hoje serem
transformadas em enormes dreas de monocultura.

Diante desse cendrio surgem os bioprocessos que convertem recursos renovaveis tais
como amido, celulose e hemicelulose em combustiveis liquidos, e por isso sdo de grande
importancia. (3)

O alcool, desde os anos 80, tem sido utilizado como combustivel no Brasil e a maior
parte, do mesmo, produzido no pais é obtido através da fermentacdo a partir da cana-de-agucar.
Uma forma de otimizar esse processo € obter maior volume de dlcool a partir de uma mesma
quantidade matéria-prima € a produc¢do de etanol por fermentacdo direta de produtos celuldsicos.

A utilizacdo da celulose € extremamente interessante, pois sabemos que a quantidade de energia



solar recebida na superficie terrestre é de 2.5 x 10 21 Btu/ano e a quantidade estocada através da
via fotossintética € 10x maior que a necessidade mundial, além de que a celulose € o carboidrato
mais abundante produzido na biosfera. (2).
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Sabe-se que o material estrutural das plantas € de lignocelulose que € composta por
celulose, hemicelulose e lignina. Para a utilizacdo da celulose como substrato, € necessario
quebrar os polimeros da celulose e da hemicelulose, transformando-os em actcares para serem
utilizados na via da fermentagcdo. Atualmente duas tecnologias tém sido bastante estudadas, a
hidrdlise dcida e a hidrdlise enzimatica. A primeira consiste em expor a matéria-prima a acido
sulftrico diluido, no entanto a transformacdo se dd muito rapidamente e, devido as condi¢des
agressivas, parte dos agucares € destruida. J4 para a hidrélise enzimdtica € importante lembrar
que as enzimas ja estdo presentes na propria natureza, pois as celulases € que permitem quebrar a
celulose em acucares simples, que servem como fonte de carbono e energia para os
microorganismos naturalmente. O problema dessa técnica € que a producdo de celulases em
escala industrial ainda é muito caro. (4)

Uma possivel alternativa para a técnica de hidrélise enzimdtica € a utilizacdo de
microorganismos que possuem o complexo de enzimas da celulase e ao invés da producao de
enzimas artificialmente.

A bactéria Clostridium thermocellum € uma boa opc¢ao para realizar a hidrélise enzimética
e também a fermentacdo para a producdo de etanol. Tal bactéria foi sugerida devido a inimeras
vantagens, dentre as quais podemos citar: possuir um complexo de enzimas muito estdvel e capaz
de degradar os cristais de celulose de maneira altamente eficaz; utilizar residuos de lignocelulose
(raridade entre os organismos vivos); ser anaerdbica (assim ndo € necessdrio um método eficiente
de transferéncia de oxigénio no processo de fermentacdo, pois se sabe que uma das etapas mais
caras do processo de fermentagcdo industrial € proporcionar a quantidade adequada de oxigénio
para manutencdo das culturas); Tem sua temperatura 6tima de crescimento em torno de 60 °c
(assim os problemas de contaminacdo sio atenuados, além de facilitar a recuperacio de etanol no
processo de destilacio sem que seja necessdrio um processo de filtracdo para separagdo);
possuem baixa necessidade metabdlica de nutrientes assim apresentam maior conversao do
substrato a etanol e por fim, aceita facilmente o estabelecimento de co-cultura com outros
organismos produtores de etanol e fermentadores de pentoses. Como a Clostridium thermocellum

nao utiliza todos os residuos produzidos a partir da celulose, utilizaremos também, em co-cultura,



a bactéria clostridium thermosaccharolyticum . (2)

Mesmo apresentando grande numero de vantagens a Clostridium thermocellum e a
clostridium thermosaccharolyticum possuem a via de fermentacdo para etanol ndo muito
eficiente, pois os acucares sdo utilizados ndo s6 para a produgdo de etanol como também em vias
alternativas para produzir acetato e acido latico.

No presente projeto pretendemos silenciar os genes das enzimas responsaveis por captar
parte dos substratos utilizados na via do etanol para a producdo de acetato e 4cido latico,
diminuindo assim a eficiéncia do processo de fermentacdo. Serdo silenciados os genes das
enzimas acetato cinase e lactato desidrogenase responsdveis pela existéncia de vias alternativas.
Bloqueando essas vias, esperamos produzir um microorganismo mais eficiente para ser utilizados
no processo de fermentagcdo, obtendo assim maior quantidade de etanol a partir de uma mesma

quantidade de matéria-prima.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS:

Utilizar técnicas de biologia molecular para silenciar os genes de C.thermocellum e
C.thermossacharolyticum, que codificam as enzimas acetato cinase e lactato desidrogenase, com

o intuito de aumentar a quantidade de produtos que serdo utilizados na via de produg¢do do etanol.

2.2. ESPECIFICOS:

— Selecionar mutantes de C. thermosaccharolyticum para a producdo de acetato kinase
através de tratamento com nitrosoguanidina.

— Identificar o gene responsdvel pela producdo da enzima lactato desidrogenase em C.
thermosaccharolyticum . Para tanto pretende-se clonar o gene candidato em um
plasmideo pET16C, inseri-lo em E.coli para expressao, purificar a proteina resultante e
verificar produgdo de lactato pela proteina purificada a partir de piruvato

— Construir vetores knockout para os genes ack e ldh de C.thermocellum e 1dh de
C.thermossacharolyticum.

— Inserir o vetor knockout nas bactérias C.thermocellum e C. thermossacharolyticum

através de eletroporacdo. Para que este objetivo seja cumprido deve-se preparar as
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culturas bacterianas, cresce-las em bactérias transformadas para estudos de viabilidade e
verificacdo da eletrotransformacdo através da recuperacdo das culturas em meio contendo
antibiotico, selecionando as bactérias transformadas através da resisténcia a kanamicina e
Eritromicina.

— Testar a produgdo de etanol

3. RESULTADOS ESPERADOS

Como a técnica de clonagem de genes do género Clostridium ja foi estabelecida, espera-se
que a expressdao do gene candidato a ser o codificante da enzima ldh seja feita é, pelo grau de
homologia existente entre este gene e o gene de Bacillus megaterium espera-se que o gene
candidato seja o gene efetivo. (Lynd et al, 1998)

Apesar da expressao heter6loga de genes de Clostridium em E.coli seja, hoje, uma técnica
comum, a introdu¢cdo de gene em Clostridium ainda é uma técnica em estagio inicial. Ainda
assim, pela técnica de eletroporagdo estabelecida por Lynd et al em 2004, espera-se que o indice
de transformacgdo das bactérias seja de 2.2 x 10° transformantes por ng de DNA, e que a
recombinacdo dos genes seja em uma freqii€ncia maior que 10° (Lynd et al, 1998).

A partir disso, espera-se que as bactérias deixem de expressar os genes codificadores das enzimas
ack e ldh, favorecendo a producdo de etanol através da eliminacdo dos bracos da sua via de

producdo.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. CULTURA DE BACTERIAS:

As culturas de E.coli dam+ serdo mantidas em meio simples com glicerol e deverdo ser
congeladas. As células de C. thermosaccharolyticum ATCC 7956 serdo cultivadas em meio CM4
contendo celobiose 1% em estufa anaerdbica a 58 °C. As células de C. thermocellum serdao

cultivadas em meio anaerdbico em estufa anaerdbica a 58 °C.

4.2.SELECAO DOS MUTANTES PARA ACK EM C. THERMOSSACHAROLYTICUM:
Para inibir a producdo de acetato pela Clostridium thermosaccharolyticum, nao

precisamos silenciar o gene que codifica a acetil cinase. Segundo estudos anteriores, € possivel



produzir mutantes deficientes na producdo de acetato usando o mutagé€nico nitrosoguanidina
(NTG) e selecionando através da resisténcia ao fluoroacetato. Estes mutantes produzem mais
etanol que a cepa parental (Rothstein, 1985). Esta mutacdo permite que mais Acetil-Coa esteja
disponivel para a produgdo de etanol.

Para isso cultivaremos células de C. thermosaccharolyticum ATCC 7956 em meio CM4
contendo celobiose 1% em estufa anaerdbica a 58 °C. Com 24 a 48 horas de cultivo (colonia
confluente), as células serdo mutageneizadas com nitrosoguanidina (NTG) a uma concentracao
final de 500 pg/ml por 3 min. Apds tratamento com NTG, as células serdo lavadas e
ressuspendidas em 5 ml de meio CM4-celobiose fresco e incubadas a 58 °C overnight. As
culturas serdo plaqueadas em placas de CM4-celobiose contendo fluoroacetato de sédio a 30
mM. As coldnias serdo testadas pela producdo de acetato e etanol da seguinte forma: serdo
cultivadas separadamente por 24 hs em meio CM4-celobiose liquido, centrifugadas e o
sobrenadante serd testado para a presenca dos produtos por cromatografia liquida de Beckman de
alta pressdo equipada com uma coluna de exclusio de fons acidos organicos (HPX87H). Através
deste teste serdo selecionadas as coldnias que produzirem mais etanol em comparagao ao acetato.

Estas coldnias serdo cultivadas e uma aliquota serd mantida congelada em glicerol.

4.3. IDENTIFICACAO DO GENE RESPONSAVEL PELA PRODUCAO DA ENZIMA LACTATO
DESIDROGENASE EM C. THERMOSACCHAROLYTICUM:

ApO6s a obtencdo destes mutantes, iremos silenciar a enzima lactato desidrogenase destes,
para que o piruvato seja desviado para a via de produgdo do etanol. Para isso devemos descobrir
qual é o gene que codifica tal enzima para que entdo possamos silencid-lo. Em estudos anteriores,
Lynd L. R. e colaboradores conseguiram obter em fragmento amplificado de 180pb de um gene
que presumem codificar a lactato desidrogenase, com 32 % de semelhanca de seqiiéncia de
aminodcidos com a seqiiéncia para tal enzima em Bacillus megaterium. Pretendemos amplificar
este fragmento e clond-lo em Escherichia coli para que possamos ter certeza de que ele daria
origem a uma enzima capaz transformar piruvato em lactato na colonia.

Para isso, construiremos os primers forward e reverse como usados por Lynd L. R. e
colaboradores, no entanto o primers forward serd acrescido com a seqiiéncia do sitio de clivagem
da enzima de restricdo Xho I em sua extremidade 5’ e o primer reverse serd acrescido com a

seqiiéncia do sitio de clivagem de BamH I em sua extremidade 3’.



Extrairemos o DNA de C. thermosaccharolyticum ATCC 7956 seguindo o protocolo:
- Cultivo de C. thermosaccharolyticum ATCC 7956 em meio CM4 liquido
- Centifugacao e descarte do sobrenadante
- Ressuspender o pellet em 567ul de tampao TE por pipetagem. Adicionar 50ul de SDS 10% e
6ul de proteinase K 20mg/ml. Vortexar e incubar em banho-maria por no minimo 4 horas a 55°C.
- Adicionar 100ul de NaCl 5M e homogeneizar. Adicionar 20ul de RNase 10mg/ml e incubar a
temperatura ambiente por 30 minutos.
- Adicionar 80ul de solu¢do de CTAB/NaCl (10% CTAB em 0,7M de NaCl). Homogeneizar e
incubar a 65°C por 10 minutos.
- Adicionar um volume igual (780ul) de 24:1 cloroférmio/ 4lcool isoamilico, homogeneizar
cuidadosamente por 10 minutos e centrifugar por 10 minutos a 13400 rpm.
- Transferir o sobrenadante para um novo eppendorf (com cuidado para ndo transferir a interfase)
e acrescentar 25:24:1 fenol/ cloroférmio/ édlcool isoamilico até completar o tubo. Homogeneizar
cuidadosamente por 10 minutos e centrifugar por 10 minutos a 13400 rpm.
- Transferir o sobrenadante (sem interfase) para um novo eppendorf e acrescentar 1,0ml de
isopropanol. Homogeneizar cuidadosamente. Centrifugar por 15 minutos a 13400 rpm e descartar
o sobrenadante por inversao do tubo.
- Acrescentar 1,5ml de etanol 70% e centrifugar por 10 minutos a 13400 rpm. Descartar o
sobrenadante por inversao do tubo e deixar secar até nao haver vestigios de dlcool.
- Ressuspender o pellet em 100ul de TE em banho-maria a 37°C por no minimo 2 horas.
Realizaremos técnica de PCR utilizando os primers descritos anteriormente, tampao, dNTPs,
solugdo de MgCl,, Taq DNA polymerase e o A extraido de C. thermosaccharolyticum . O
programa do termociclador serd a principio:
- 94 °C por 4 min
- 35 ciclos de amplificagdo (94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por 1 min)
- 72 °C por 6 min

Este programa pode ser mudado se necessario.

O produto de PCR sera clonado em vetor pET-16b, ilustrado abaixo:
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PET-16k cloning/expression region

Este vetor codifica uma cauda de poli-histidina fundida a proteina inserida entre os sitios
de clivagem das enzimas Xho I e BamHI. Essa cauda tem afinidade por fons de Niquel, o que

posteriormente serd utilizado para a purificacao da proteina.

Para a clonagem sera seguido o seguinte protocolo:
- Precipitar a amostra com 10% v/v de Acetato de S6dio 3M, e 3X volume de etanol absoluto
gelado. Incubar 10min no gelo seco ou 30min a -70° C. Centrifugar a 14.000 rpm por 10min.
Ressuspender pellet em 25 ul de ddH20.
- Modificacdo das extremidades. Em 100 ul de reacao adicionar :

- 25 ul do produto de PCR ressuspendido.

- 10 pul de tampao 10X pol I (0.5M tris pH7.5, 0.1M MgCl12, 10mM DTT, 0.5 mg/ml
BSA, 200uM dNTPs).



- 10 pl de rATP 10mM.

- 10 U de T4 Polinucleotideo Quinase e 10 U de DNA Pol. 1.

- ajustar o volume para 100ul.

- incubar a reacdo a 37°C por 1 hora e parar com 1ul EDTA 0.5M pHS.
- Reprecipitar a amostra com 10% v/v de Acetato de S6dio 3M e 3X volume de etanol absoluto
gelado. Incubar 10min no gelo seco ou 30min a -70° C. Centrifugar a 14.000 rpm por 10min.

Ressuspender pellet em 25 ul de ddH20.

Os vetores serdo digeridos com enzimas de restricio Xho 1 e BamH 1, seguindo o

protocolo:

Pra um volume de reagao de 100ul:
- Pipetar em um tubo, 10ul do tampao React Buffer 10X
- adicionar o vetor (até 10 pg) pré-aquecido a 37°C.
- acrescentar aproximadamente 2 u. de cada enzima para cada ug de DNA.
- completar o volume final com dgua Milli-Q autoclavada
- incubar a 37°C por 3 horas.
Para clonagem do inserto no vetor serd seguido o protocolo:
- acrescentar inserto e vetor (pré-digerido) na razdo molar de 3:1
- adicionar aproximadamente 1/15 v/v de T4 Ligase
- adicionar 10% v/v tampao da Ligase 10X concentrada
- completar o volume final com ddH20
- deixar reagir overnight a 4°C
Com os vetores prontos, bactérias Escherichia coli do tipo selvagem serdo transformadas por
técnica de eletroporagdo. O protocolo a ser utilizado é o seguinte:
- Colocar as cubetas de eletroporacio no gelo.

- Pegar eppendorfs contendo 40 pl de bactérias concentradas para eletroporacdo

10



armazenadas a -70 C e descongeléd-las no gelo por 15 minutos.

- Acrescentar a cada eppendorf 1ul da solucdo contendo os vetores clonados.

- Deixar incubando no gelo por 5 min.

- Passar para uma das cubetas de eletroporacdo o conteido dos eppendorfs sem deixar
bolhas

- Preparar o eletroporador para utilizar 1700 volts.

- Secar a cubeta e colocd-la na cAmara.

- Apertar duas vezes o botdao de choque

- Imediatamente apds o choque, adicionar 1000 ul de meio SOC e retirar a solu¢do da
cubeta com uma pipeta Pasteur, passando-a para um eppendorf.

- Incubar os tubos a 37 °C por 1 hora.

- Plaquear em LB dgar contendo ampicilina. Incubar as placas por 16 - 20 h, retirando da
estufa antes que se formem coldnias satélites.

As colOnias obtidas serdo passadas para meio LB liquido e cultivadas.

4.4. IDENTIFICACAO DA PROTEINA EXPRESSA:

Para testar a produgdo de lactato desidrogenase pelas bactérias transformadas € preciso
inicialmente centrifugar essas bactérias E. coli e utilizar o sobrenadante na técnica de
Cromatografia de afinidade com metal ionizante (IMAC) para purificar a proteina. Para essa
técnica, serd seguido o seguinte protocolo:

- A retencdo de uma proteina nos diferentes metais estd de acordo com a afinidade do
metal pelo Imidazol. Selecionou-se o metal Ni*2 por possuir essa caracteristica.

- Faz-se a passagem da solu¢do de NiCl, sobre a coluna do IMAC que estd previamente
empacotada com o gel (Sepharose 6B-epoxi-activada IDA). Em seguida, a coluna é lavada com
H,0 para remocdo de fons Ni*? em excesso e equilibrada com uma solucdo tampdo fosfatos
50mM contendo NaCl 1M a pH 7.0
- Aplica-se o sobrenadante que contém a proteina a um caudal de 10 a 20 cm’/h.

- A coluna é lavada com a solucao tampao até a A,go apresentar um valor inferior a 0.05.

- Faz-se a eluicdo da proteina adsorvida na coluna pelo método do gradiente linear de
Imidazol (0-30mM) no mesmo sistema de tampao.

- As proteinas que possuem a cauda de histidina irdo interagir com o Ni+2 e ficardo presas

11



a parede da coluna enquanto o restante precipita. A elui¢do € feita com um doador de elétrons (o
Imidazol, nesse caso) que competiu com a proteina pela interacdo com o Ni*2.

Com a proteina purificada, nos resta verificar se ela realmente é a enzima lactato
desidrogenase. Para isso, realizamos uma reacdo em tubo de ensaio. Colocamos um substrato

contendo piruvato, e apds um certo tempo de reacdo verificamos a presenca de lactato.

4.5. CONSTRUCAO DOS VETORES KNOCKOUT:

Nesta etapa os genes funcionais de Lactato dehydrogenase (Idh) e Acetato Quinase (ak)
serdo substituidos, via recombina¢cdo homoéloga, por genes modificados de forma a se tornarem
nao funcionais. Esta forma de troca de DNA ja foi previamente estudada em bactérias
mesofilas do género clostridium. (Lynd et al, 1998)

O sistema operativo de enzimas de restricdo existentes em Clostridium thermocellum e
Clostridium thermosaccharolyticum sera utilizado como forma de simplificar o trabalho. Além
disso, serd utilizado como vetor de propagacdo de plasmideos a linhagem de E.coli Dam®
evitando o ataque do DNA por endonucleases de restricdo na bactéria C. thermocellum (Demain,
Newcomb and Wu ; 2005)

A construcdo desse vetor se baseia na inser¢ao de genes de resisténcia no interior do gene
alvo de forma a manter o fenotipo observado apds a transformacgdo (Cripps, 2006). Para tanto,
serd feito um par de sitios de restricdo ou uma digestdo por exonuclease III formando um tnico
sitio de restri¢cdo. O gene de resisténcia a eritromicina EM", originado do pAMP1, serd inserido
dentro do sitio de restricdo do vetor que visa nocautear o gene Idh. Ja para nocautear a enzima
ack serd utilizado o gene de resisténcia a kanamicina Kan". E de extrema importancia que cada
vetor tenha inserido em seu gene alvo, marcadores diferentes para que a selecdo dos organismos
nocauteados para os dois genes diferentes seja mais eficiente.

Um segundo marcador de resisténcia serd inserido no vetor externamente ao gene
modificado. Devido a sensibilidade das duas bactérias a ampicilina, espera-se utilizar o gene que
confere resisténcia a esse antibiético (AmpR — repressor da sintese de P-lactamase). (Kuga,
Okamoto, Inoue, 1999)

O gene modificado sera reintroduzido em E.coli Dam" através de plasmideo sensivel a
temperatura pUB190 que ja foi descrito por dar maior eficiéncia a transformacgdo e selecio em

organismos termofilicos. (Cripps, 2006)
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Para a constru¢@o do vetor os seguintes passos serdo desenvolvidos:
A. Uma PCR das diferentes enzimas. Os ciclos serdo realizados em uma maquina de PCR a
partir das seguintes caracteristicas de reagao:
* (Ciclo 1: desnaturagdo a 95°C por 5 minutos; anelamento por 1 minuto a 47°C e
extensdo por 2 minutos a 72°C.
* Ciclo 2: desnaturacdo a 95°C por 1 minuto; anelamento por 1 minuto a 47°C,
extensdo por 2 minutos a 72°C e, posteriormente, a amostra serd incubada por
Sminutos a 72°C. Este ciclo € repetido por 30 vezes.
As enzimas utilizadas nesta reacdo serdo uma mistura igual de Pfu e Taqg polimerase. A
concentracdo dos dNTPs e do tampdo utilizados € recomendado pelos fabricantes das

polimerases.

B. A purificacio dos produtos da PCR através de uma eletroforese em gel de agarose, sendo
que o produto da reagdo serd diluido do gel através do QIAquick Gel Extraction Kit
(Quiagen)

C. A construgio do plasmideo pIKM1 € feita através da insercdo do gene de resisténcia Kan"
ou Em'" através de cortes feitos pelas enzimas EcoRI/PstI no plasmideo pIMP1. O pIKM1
contétm a origem Gram- negative ColEHI1, a Gram-positiva pIm13 (ORF2), eos
marcadores para selecdo; resisténcia a Ampicilina (Amp') e Macrolide Lincosamide
Streptogramin (MLS). Este plasmideo serd usado para a transforma¢ao em uma cepa de
E.coli Dam®. As col0nias resistentes ao ampicilina serdo selecionadas e os plasmideos
resultantes isolados serdo usados para o processo de inser¢dao do vetor nas bactérias em

estudo.
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EcoR

HinlI

ColEH1 Idh

Exemplo dos plasmideos de Knockout
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Tabela contendo os primers para amplificacdo dos genes necessdrios para a contrucdo dos vetores
knockout de Clostridium thermocellum (Stevenson, Weimer, 2005)

Gene or Forward primer Reverse primer Sequence source
ORF (reference)®
ack CTCAGATGCTGGGCAAACCT ACAAATACTTGCTCCGTTTCCAA AA96952°
ldh TTGCAAATATTGCGGGAATTC GAAATCTGCTCCTCGCACTGA Q8KQC4 and

NZ_ABG03000005.1%

“ Unless otherwise indicated, all numbers are GenBank accession numbers.
“ Direct submission.
fProtein sequence used to reverse translate and search the unfinished C. thermocellum genome sequence.

4.6. INSERCAO DOS VETORES KNOCKOUT POR ELETROPORACAO:

As instrugdes para eletrotransformacdao de Clostridium termocellum e Clostridium
termosaccharolyticum foram desenvolvidas de acordo com Michael V, 2003.

Preparacio dos meios de cultura de C. termocellum e C. termosaccharolyticum
Deve ser feita em camara anaerébica equipada com incubador, modelo 2000

e (Caldo DSM122 (http://www.dsmz.de/media/med122.htm)

(NH4),SO4 1.30 g
MgCl, x 6 H,O 2.60 g
KH,PO4 1.43 g
K,;HPO, x 3 H,0O 7.20 g
CaCl, x 2 H,0O 0.13 g
Na-B-glycerophosphate 6.00 g
FeSO,4 x 7 H,0O 1.10 mg
Glutathione 0.25 g
Yeast extract 4.50 g
Resazurin 1.00 mg
Cellulose (Avicel or MN 300) 10.00 g
or Cellobiose 5.00 g
Distilled water 1000.00 ml

Ajustar o pH de 7.0 - 7.2. Atmosfera gasosa: 95% N + 5% CO,.

Deve-se fazer as seguintes modificacdes nesse meio:

[K,HPO, x 3 H,O] foi reduzida para 1.9 g/L
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glutationa foi substituida por cisteina-HCL de concentracao final 0,5 g/L
Avicel ou celobiose Sg/L
0,58% de 4gar Difeo

Para isolamento do DNA foram adicionados aos caldos de celulose e, eritromicina e kanamicina
20 pug/mL (Sigma)

Meios de cultura para E. coli
Deve ser feito em camara anaerébica equipada com incubador, modelo 2000

Caldo Columbia ou dgar Columbia (caldo Columbia mais 1,2% de agar Difeo) com 200 pg
ampicilina/mL

Eletrotransformacao
Preparagdo das células:

Inocular 1mL de cultura estocada de Avicel em 10 mL de caldo de celulose e incubar até
crescimento evidente.

Inocular ImL dessa cultura em 10mL do mesmo caldo e incubar por 9 horas
Inocular ImL da cultura resultante em 60mL de caldo de celulose e incubar overnight
Diluir a cultura 1: 3 em caldo de celulose pré-aquecido

Foi feita uma sub- cultura por 3horas em uma garrafa de 500mL com movimenta¢do brusca na
presenca ou auséncia de isoniacina (Sigma)

Resfriar a cultura em gelo
Coletar células para centrifugacdo em tubos de polipropileno de 15 mL
Centrifugar na velocidade maxima por 10min (modelo Fisher 225)

Lavar precipitado resultante 2 vezes com volume igual de 0,2M celulose pré resfriada no gelo por
5 minutos.

Decantar o sobrenadante por inversao dos tubos

Ressuspender o precipitado no volume restante de sobrenadante (aproximadamente mesmo
volume do precipitado de células)
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Coletar em um tubo de polipropileno de 15mL
Colocar células em gelo até o momento de sua utilizacao

Aplicacdo do pulso elétrico
Magquinaria para eletrotransformagao

To Pulse
Generator

2 ml Plastic
Centrifuge

-

/ Electrodes

——
I Sample Volume

Os eletrodos devem ser conectados ao gerador de voltagem que fica exteriormente a cimara
anaerdbica.Eles ndo devem encostar na parede do tubo.

Usar tubos préprios para eletroporacdo, modelo sugerido Bio-Rad

90uL de suspensao celular devem ser adicionados ao tubo de eletroporagdo e colocados no gelo
antes de serem usados. Utilizar tubos modificados ou tubos da Bio Rad.

Secar cuidadosamente esses tubos antes da aplicac¢do do pulso elétrico

Adicionar 2,0uL. de DNA plasmidial contendo aproximadamente 2,5 pg de DNA e misturar
gentilmente com a suspensao celular.

Aplicar pulso elétrico de 25kv por 10-ms

Ap6s a eletrotransformagdo manter as células em um tubo ndo seletivo, contendo celulose, por 24
horas a 58°C para recuperacao.
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Dilui¢des das amostras resultantes da eletroporacao serdo posteriormente resuspensas em um agar
contendo 50mg/ml de kanamicina/ eritromicina e plaqueadas em um meio também seletivo.

As culturas liquidas e plaqueadas serdo incubadas por 2 dias a 60°C em um incubador
estaciondrio contendo nitrogénio livre de oxigénio como gas atmosférico.

Validacao da eletrotransformacao

Para confirmar se a eletrotransformacgao ocorreu serd realizada uma PCR feita com os primers
especificos para os genes de interesse com DNA total dos clones Em " Kan " como molde.

Analisar a viabilidade das células tratadas de acordo com o niimero de unidades formadoras de
coldnias das amostras tratadas em relagao ao controle.
4.7. TESTAR A PRODUCAO DE ETANOL PELAS BACTERIAS MUTANTES:

Aliquotas de 10 ml de crescimento bacteriano, obtido a partir de caldo seletivo com
kanamicina e a partir do crescimento da cultura n3o-mutante em meio ndo seletivo, serao

centrifugados. O sobrenadante serd submetido a uma reacdo enzimdtica para determinar a

concentracao de etanol.

Para tanto, utiliza-se 0,25U/ml de 4lcool oxidase e 2 U/ml de peroxidase em tampao

fosfato (0.07% H,PO4 e 3,43% de HPO,4) pH 7,5 contendo 0,014% aminoantipirina e 0,056%

fenol segundo metodologia descrita por Salgado et al (2000).

Os produtos desta reacdo serdo medidos em um espectrofotdmetro e o valor das absorbancias

comparados.

5.O0RCAMENTO

MATERIAL FORNECEDOR PRECO/UNIDADE | QTD. TOTAL
Cepa de E.coli Dam” ATCC R$ 378,00 1 |R$ 378,00
Bactéria Clostridium thermocellum ATCC R$ 378,00 1 |R$ 378,00
Clostridium thermosaccharolyticum ATCC R$ 315,00 1 |R$ 315,00
Estufa de cultura bacteriolégica Sovereign R$ 2000,00 1 |R$ 5000,00
100 MM dNTP Set Invitrogen R$ 602,00 1 |R$ 602,00
Primer — (cada base) Uniscience R$ 4,06 100 |R$ 406,00
Micropipeta regulavel capacidade de 0,5-10ul Uniscience R$ 220,00 1 |R$ 220,00
Micropipeta regulavel capacidade de 2-20ul Uniscience R$ 220,00 1 |R$ 220,00
Micropipeta reguldvel capacidade de 20-200ul Uniscience R$ 220,00 1 |R$ 220,00
Micropipeta regulavel capacidade de 100-1000ul Uniscience R$ 220,00 1 |R$ 220,00
Ponteiras com capacidade de 10 ul Uniscience R$ 50,00 1 |R$ 50,00
Ponteiras com capacidade de 200 ul. Uniscience RS 35,00 1 |R$ 35,00
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Ponteiras com capacidade de 1000 ul Uniscience RS 45,00 1 |R$45,00
Luva para procedimento ambidestra média J.PROLAB R$ 10,00 20 |R$ 200,00
Placa de petri 90 x 15 mm s/ div. Ps cristal J.PROLAB R$ 224,00 1 |R$224,00
TE Buffer (100x) Uniscience R$ 260,67 1 |R$260,67
Xho I - 5.000 unidades Uniscience R$ 245,94 1 |R$ 245,94
BamH I - 10.000 unidades Uniscience R$ 214,84 1 |R$214,84
Dodecylsulfate.Na-salt cryst., res. grade (SDS) Uniscience R$ 402,39 1 |R$ 402,39
QIAGEN Proteinase K (2 mL) Uniscience R$ 377,49 1 |R$ 377,49
V1 Plus - Personal bioVortex Uniscience R$ 717,57 1 R$ 717,57
RNase A - 10 mg Uniscience R$ 324,10 1 R$ 324,10
Taq DNA Polimerase com tampdao Termopol Uniscience R$ 721,83 R$ 721,83
2000u 1

T4 Polynucleotide Kinase - 500 unidades Uniscience R$ 214,84 1 R$ 214,84
DNA Polymerase I (E. coli) - 500 unidades Uniscience R$ 230,39 1 R$ 230,39
T4 DNA Ligase - 400.000 U/mL - 20.000 unidades Uniscience R$ 245,94 1 R$ 245,94
DNA Polymerase I (E. coli) - 500 unidades Uniscience R$ 230,39 1 R$ 230,39
T4 DNA Ligase - 400.000 U/mL - 20.000 unidades Uniscience R$ 245,94 1 R$ 245,94
QIAGEN Genomic-tip 100/G Uniscience R$ 1.151,77 1 |R$1.151,77
QIAquick Gel Extraction Kit (50) Uniscience R$ 506,77 1 R$ 506,77
EcoR I - 10.000 unidades Uniscience R$ 214,84 1 R$ 214,84
Pst I - 10.000 unidades Uniscience R$ 230,39 1 R$ 230,39
Taq Polimerase Brasil Invitrogen R$ 205,00 1

SODIUM HYDROXIDE, 5.0 M Sigma-Aldrich R$ 314,78
MOLECULAR*BIOLOG Y REAGENT 1

Cloroférmio Labsynth R$ 19,46 1 |R$ 19,46
Alcool Isoamilico Labsynth R$ 21,75 1 |R$21,75
Fenol Labsynth R$ 30,71 1 |R$30,71
Alcool Absoluto Labsynth R$ 7,98 10 |R$ 70,98
Eppendorf Labsynth R$ 25,60 1 |R$ 25,60
Pipeta Pasteur Labsynth R$ 23,00 1 |R$ 23,00
Tubo de polipropileno de 15 mL Labsynth R$ 18,56 1 |R$ 18,56
Tubo de polipropileno de 50 mL Labsynth R$ 21,12 1 |R$21,12
Tubo de ensaio em ps 12 x 75 mm s/ tampa Labsynth R$ 39,00 1 |R$ 39,00
Acetato de sddio soluc@o aquosa 3 m para biologia Sigma-aldrich R$ 155,40 R$ 155,40
molecular 1

Edta buffer ph 8 0.5m Invitrogen R$ 307,63 1 |R$ 307,63
Cloreto de magnésio Sigma-aldrich R$ 136,62 1 |R$ 136,62
Epoxy activated-sepharose 6b Sigma-aldrich  |R$ 1.346,20 1 |R$ 1.346,20
Nicl 0.01m-tris-hcl ph 8.5; 0.1m peg mme 2000 Sigma-aldrich R$ 355,52 R$ 355,52
20% sol.* 1

Buffer solution ph 7.0 for hpce, 50 mm s o- Sigma-aldrich RS 252,46 R$ 252,46
phosphate 1

Imidazol, 99% Sigma-aldrich R$ 101,06 1 |R$ 101,06
Columbia agar, for microbiology Sigma-aldrich  |R$ 69,50 1 |R$69,50
Acido isonicotinico hidrazida (isoniazida), >=99% Sigma-aldrich R$ 46,34 1 |R$46,34
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Ampicillin trihydrate usp Sigma-aldrich |R$ 579,22 1 |R$579,22
Ezmix 1b broth base Sigma-aldrich R$ 122,24 1 |R$ 122,24
Lb agar ampicillin -100 Sigma-aldrich  |R$ 105,46 1 |R$ 105,46
Sodium pyruvate sol Invitrogen R$ 51,63 1 |R$51,63
Cubetas p/eletroporacao gap de 0,1 cm , caixa 1 BIOAGENCY |R$ 521,85 R$ 521,85
521,85 521,85 0,00
C/50 unidades 1
Sub-total 1947041
Bolsa de iniciacdo cientifica RS 300,00 36 |R$ 10800,00
Sub-total R$ 30270,41
Reajustes e varia¢des (5%) R$ 1513,52
TOTAL R$ 31783,93
6. CRONOGRAMA
Bimestres

Atividades 1° [ 20 3° [ 4° | 5°[6° | 72| & | 9°

Revisdo bibliogrdfica x X X X X x x x X

1 x X

2 X x X

3 X X

4 X x

5 x X

Andlise dos resultados x x x x

Redagdo de artigo para publicagdo X x
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Atividades:

1.

p—

Selecionar mutantes de C. thermosaccharolyticum para a producdo de acetato kinase
através de tratamento com nitrosoguanidina.

Identificar o gene responsdvel pela producdo da enzima lactato desidrogenase em C.
thermosaccharolyticum . Para tanto pretende-se clonar o gene candidato em um
plasmideo pET16C, inseri-lo em E.coli para expressao, purificar a proteina resultante e
verificar produgdo de lactato pela proteina purificada a partir de piruvato

Construir vetores knockout para os genes ack e Idh de C.thermocellum e 1dh de
C.thermossacharolyticum.

Inserir o vetor knockout nas bactérias C.thermocellum e C. thermossacharolyticum
através de eletroporacdo. Para que este objetivo seja cumprido deve-se preparar as
culturas bacterianas, cresce-las em bactérias transformadas para estudos de viabilidade e
verificacdo da eletrotransformacdo através da recuperacdo das culturas em meio contendo
antibidtico, selecionando as bactérias transformadas através da resisténcia a kanamicina e

Eritromicina.

. Testar a producao de etanol
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