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RESUMO

A celulose bacteriana ou biocelulose € produzida na superficie das células como mecanismo de
protecdo e sobrevivéncia do micro-organismo produtor, que tem essa caracteristica por possuir
genes responsaveis por codificar enzimas como celulose sintase (CS) e seu ativador alostérico,
bem como produtos relacionados a montagem, cristalizagcdo e exportacdo do polimero. Tais
genes estdo localizados no operon da CS e nas regides adjacentes a ele. O presente trabalho
consistiu em empregar técnicas de Biologia Molecular como possiveis ferramentas de
otimizag¢d@o da produgdo de celulose bacteriana (CB) pelo micro-organismo Gluconacetobacter
hansenii ATCC23769 e ATCC23760. Para tanto, foram construidas moléculas de DNA
recombinante a partir de vetor de clonagem de ampla gama de hospedeiros e de genes
envolvidos na via de produgdo de celulose. Uma vez obtidos os clones, estes foram introduzidos
nos referidos micro-organismos mediante o método de eletroporagdo. A estabilidade do
plasmideo carreado pela bactéria foi confirmada durante o processo de biossintese desde que o
meio de cultivo contivesse antibiotico e, além disso, a produgdo de biocelulose foi comparada
entre as diferentes bactérias, modificadas e ndo modificadas, cultivadas em diferentes meios de
cultura. Desta forma, pela andlise da massa seca de biocelulose produzida, procurou-se entender
melhor a contribui¢do desses genes na produgdo celular de celulose bacteriana e obter uma

melhor eficiéncia na sintese do polimero em G. hansenii.
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1. INTRODUCAO
1.1. Celulose

A celulose é um dos principais constituintes da parede celular das plantas, que ainda
possuem outros biopolimeros como pectina, lignina e hemiceluloses (SILVA et al., 2009). Por
outro lado, a celulose também pode ser sintetizada por uma grande variedade de organismos
vivos, como, por exemplo, algumas bactérias, algas marinhas, musgos e por animais como 0s
tunicados. Até mesmo a mais antiga forma de vida na Terra, representada pelas cianobactérias,
¢ habil para sintetizar celulose (BROWN, 2004). Na literatura, esta celulose especificamente

produzida por bactérias é conhecida como biocelulose ou celulose bacteriana (CB).
Figura 1: Estrutura quimica da celulose.
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A) celulose, com destaque em vermelho para as ligagoes f-1,4 glicosidicas B) cadeias de celulose, com
as ligagdes de hidrogénio representadas em linhas tracejadas. Fonte:
<http://docentes.esalq.usp.br/luagallo/carboidratos.html>;<http://en.wikibooks.org/wiki/Principles of
Biochemistry/The Carbohydrates: Monosaccharides, Disaccharides_and_Polysaccharides>
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O biopolimero em questdo ¢ um homopolissacarideo extracelular composto por
mondmeros de D-glicose sob a forma de anéis piranosidicos conectados por ligacdes
glicosidicas na conformacao f-1,4 (Figura 1A). A geometria espacial desse arranjo covalente
ndo-ramificado origina estruturas fibrilares estendidas, enquanto os grupos hidroxila
disponiveis sobre as cadeias glicosidicas adjacentemente alinhadas fazem ligagdes de
hidrogénio inter e intramoleculares (Figura 1B). Dessa forma, formam-se agregados
organizados em camadas e reforcados por forcas de dispersdo entre seus anéis heterociclicos
empilhados (BLACKWELL, 1982; FINCH, 1985).

A bactéria Gluconacetobacter hansenii produz duas formas cristalinas de celulose:
celulose I, o polimero ribbon-like, e celulose 11, um polimero amorfo termodinamicamente mais
estavel, cujas montagens fora da membrana citoplasmatica sdo diferentes (YU e ATALLA,

1996), conforme ilustra a Figura 2:

Figura 2: Montagem das microfibrilas de celulose por Gluconacetobacter xylinus, adaptado.

Celulose |

Celulose

Membrana citoplasmatica

Membrana LPS

m Celulose =intaze Ec‘] Celulose

8@ g;r;z;;ft':;ﬁu = Protofibrila

de celulose

Fonte: IGUCHI, YAMANAKA e BUDHIONO, 2000.
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A CB apresenta propriedades diferenciadas da celulose de origem vegetal. Possui
maior pureza, grau de polimeriza¢do e indice de cristalinidade, além de maior resisténcia a
tracdo e capacidade de reten¢do de 4gua (superior a cem vezes por massa) (SHODA e
SUGANO, 2005). Fibrilas de celulose bacteriana sao cerca de cem vezes mais finas do que as
de celulose vegetal, tornando-se um material altamente poroso, com poros de 0,1 a 10 pm

(CZAJA et al., 2006).

1.2. Micro-organismos produtores de biocelulose

Viarias espécies de bactérias produzem celulose, como as do género
Gluconacetobacter (anteriormente denominado Acetobacter), Agrobacterium, Aerobacter,
Achromobacter, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina e Salmonella (SHODA ¢ SUGANO, 2005).

Um estudo utilizando sequenciamento génico da subunidade 16S de rRNA
demonstrou similaridade genética de 98,1 a 99,9% entre as cepas das espécies Acetobacter
xylinum (Gluconacetobacter xylinus) e Gluconacetobacter hansenii (LISDIYANTI et al.,
20006), podendo, assim, serem consideradas como a mesma espécie.

Os produtores mais efetivos sdo Gluconacetobacter pasteurianus (22% do total da
massa celular seca corresponde a celulose) e G. hansenii (20,21%). No entanto, G. hansenii é
a fonte de celulose bacteriana mais comumente estudada devido a sua capacidade de produzir
niveis relativamente altos de polimero a partir de uma ampla gama de fontes de carbono e
nitrogénio (BIELECKI ez al., 2005). A produgdo de celulose por G. hansenii, um bastonete
Gram-negativo e aerdbico, foi primeiramente relatada em 1886 (BROWN, 1886) e ocorre na
forma de mantas (hidrogéis) (Figura 3) constituidos por fitas extracelulares entrelacadas (PURI,

1984).
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Figura 3: Hidrogel de celulose obtido em meio de cultura estatico.

Fonte: KIM, CAI ¢ CHEN, 2009.

1.3. Biossintese

A formagdo de celulose inclui cinco etapas fundamentais mediadas por enzimas: a
transformagao de glicose a UDP-glicose via glicose-6-fosfato e glicose-1-fosfato, e a adi¢do de
UDP-glicose, pela celulose sintase (EC 2.4.1.29), considerada essencial no processo de sintese,
ao final de uma cadeia polimérica em crescimento (Figura 4) (KLEMM et al., 2001).

G. hansenii sintetiza celulose entre o meio extracelular e sua membrana
citoplasmatica. Na superficie da bactéria, ha poros aos quais estdo associados os complexos
terminais (TC; complexos sintetizadores de celulose), dispostos linearmente. Na primeira etapa
de formacgdo de celulose, nestes complexos s@o originados agregados de cadeias celuldsicas,
presentes na célula como fibrilas elementares. Estas, por sua vez, sdo agregadas na segunda
etapa para formar microfibrilas e, na terceira etapa, de modo a formar fitas (Figura 5). A matriz
de fitas entrelacadas constitui a membrana de celulose bacteriana, que protege a célula de
efeitos letais da radia¢do ultravioleta, retém umidade prevenindo a desseca¢do e mantém a

bactéria no ambiente aerobico (KLEMM et al., 2001).
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Figura 4: Via bioquimica da sintese de celulose.
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Figura 5: Formacao de celulose bacteriana por G. hansenii, adaptado.
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1.4. Genes relacionados a biossintese de celulose bacteriana

Em 1990, foi realizado o isolamento do operon codificador de quatro proteinas
requeridas na biossintese de CB em G. hansenii. Demonstrou-se, de diferentes maneiras, que
os respectivos genes do operon da celulose sintase, denominados bcsA, besB, besC e besD,
eram, em conjunto, necessarios para a maxima producdo de celulose (WONG et al., 1990).
Pesquisas conseguintes permitiram conhecer funcionalmente estes genes; ademais, novas
regides foram identificadas como relevantes na biossintese de CB (Figura 6). Posteriormente,
o DNA gendmico total de G. hansenii ATCC23769 e ATCC53582 foi isolado e os genes
relacionados a producdo de celulose, sequenciados (KAWANO, TAJIMA, UEMOR], ef al.,

2002).

Figura 6: Regifo clonada e sequenciada do operon da celulose de G. hansenii ATCC23769.

ATCC23769

cmeax  cepAx axcesAB axcesC axcesD hglvA
|

I"“---._.___
{ L_f—*”'"_:"

| (a) |

A localizagio dos genes cmcax, ccpAx, acsAB, acsC, acsD e bglxA estdo demonstradas. (a) indica a
regido do operon da celulose sintase, adaptado. Fonte: KAWANO, TAJIMA, UEMOR], et al., 2002.

A partir destes estudos, foram identificados dois genes relacionados a sintese de CB,
posicionados na regido upstream do operon:

e cmcax: codifica a enzima endo-f-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4), responsavel pela atividade de

hidrdlise da celulose, essencial para a producdo de CB, ativando-a (TONOUCHI et al.,

1995; KOO et al., 1998; KAWANO, TAJIMA, KONO, et al., 2002). O papel real da
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proteina CMCax permanece desconhecido, porém sugere-se que a mesma influencie na
montagem das fibras de celulose (KAWANO et al., 2005);

e ccpAx: é sugerido que seu produto, celulose complementing protein, esteja envolvido na
cristalizagdo e producdo das microfibrilas de CB (NAKALI et al., 2002).

Um terceiro gene, também relacionado, encontra-se na regido downstream do operon:

e bglxA: codifica a enzima f-glicosidase (EC 3.2.1.21), que catalisa a reag@o de hidrolise de f-
oligossacarideos e a reacdo inversa de condensacido (Kono ef al., 1999). A enzima ndo ¢
essencial para a produ¢do de CB, mas a interrup¢@o deste gene causa um decréscimo desta
(KAWANO, TAJIMA, UEMOR], et al., 2002).

O proprio operon, ilustrado na Figura 6, por sua vez, ¢ constituido pelos seguintes
genes:

o bes ou acsAB, acsC e acsD: subunidades do operon da celulose sintase em G. hansenii (ou
denominagdo geral dos genes do operon de celulose bacteriana). O gene bcsA codifica a
enzima celulose sintase, enquanto bcsB codifica a proteina de ligacdo a c-di-GMP, ativadora
alostérica da celulose sintase (ROSS, MAYER E BENZIMAN, 1991); presume-se que a
proteina codificada por bcsC seja requerida na exportagdo da celulose na membrana da
célula (BROWN, 2004), devido ao fato de induzir a formacdo de poros nesta (KAWANO
et al., 2008). Ja o gene bcsD codifica uma proteina que desempenha papel importante na

cristalizacdo da celulose (BROWN, 2004).

Micro-organismos que sofreram mutagénese com etilmetanosulfonato e, dessa forma,
alteracdes nos genes bcsA, B, C e D, apresentaram diminuic¢do ou interrupc¢do da biossintese de
celulose, o que também ocorreu quando o promotor deste operon foi substituido por um
promotor /ac ou tac em Escherichia coli. Constatou-se, assim, que o operon bcs € limitante para

a sintese de CB (WONG et al., 1990). Por outro lado, o estudo de Standal ez al. (1994) mostrou
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que um mutante de G. hansenii ndo produtor de celulose foi complementado pela inser¢ao do
gene cmcax que estava anteriormente interrompido, o que resultou na producio de atividade

celulolitica em E. coli, propriedade iminente deste gene, que, portanto, tornou-se funcional.

1.5. Fonte de nutrientes do micro-organismo e a biossintese de CB

Estudos avaliando alteragdes nas condi¢cdes de crescimento dos micro-organismos
produtores indicaram aumento na sintese do polimero como consequéncia da modifica¢do da
composicdo do meio de cultura. Como exemplo, o emprego de frutose - considerada o actcar
de melhor rendimento para producgdo de celulose (TARR e HIBBERT, 1931; RAO, 1957) -, em
uma concentragio de 7%, gerou um rendimento de celulose produzida por G. hansenii de 7,38
g/L, enquanto a glicose na mesma concentragdo, resultou em 1,0 g/L (EMBUSCADO et al.,
1994). Melhor rendimento também foi observado estudando-se a acidificagdo de um meio de
cultura basal contendo sacarose, no qual o pH 4,5 foi estabelecido, resultando em um
rendimento de celulose produzida por G. hansenii de cerca de 11,0 g/L, sendo de 6 g/L. em pH
5,5 e auséncia de produ¢do em pH 3,5 (EMBUSCADO et al., 1994). O glicerol, como fonte
unica de carbono para G. hansenii, gerou rendimento de 14,7 g/mol C, 2,38 vezes maior em
comparacdo com o da glicose (ZHONG et al., 2013); ja a adicdo de lactato a meios basais
resultou em um aumento da producdo de celulose por Acetobacter xylinum subsp.
sucrofermentans de 4 a 5 vezes, ¢ o aminoacido metionina demonstrou, sozinho, 0 mesmo
rendimento de celulose do que 14 outros aminoacidos juntos, demonstrando ser importante na

producio de celulose por este micro-organismo (MATSUOKA et al., 1996).
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1.6. Aplicacoes da celulose bacteriana

As caracteristicas diferenciadas e controlaveis que a CB pode apresentar fazem com
que o campo de aplicacdo para este material seja muito abrangente, incluindo as industrias
téxtil, alimentar, farmacéutica, de papel, tratamento de residuos, radiodifusdo, mineracdo e
refinaria (LEGGE, 1990; SHAH e BROWN, 2005; CZAJA et al., 2006).

No campo da Medicina, a CB vem sendo utilizada com grande sucesso como substituta
temporaria da pele e curativo no tratamento de feridas. De fato, a estrutura de rede
tridimensional nanométrica formada pelas fibrilas de celulose faz com que o material seja
permeével a gases e ndo a microparticulas, o que a torna uma importante barreira fisica contra
qualquer infec¢@o externa. Além disso, a CB pode atuar como agente para liberagdo controlada
de antibidticos ou outras classes de medicamentos, satisfazendo, assim, os requisitos da
moderna abordagem sobre materiais curativos (CZAJA et al., 2006). As brasileiras Bionext e
Fibrocel e a americana Xylos Corp sdo exemplos de empresas que langaram produtos baseados
nessa proposta (BARUD, 2010). Em outra abordagem, um grupo alemio criou o BASYC®
(Bacterial Synthetised Cellulose), que consiste em um biomaterial tubular destinado a
aplicagdes em microcirurgias de artérias e veias (KLEMM et al., 2001).

A CB também tem sido um importante material para aplicacdes no setor cosmético,
como é o caso das mascaras faciais. A NanoMasque® pode ser produzida partindo-se do
hidrogel de CB pura, ou impregnada com substancias ativas como extratos de plantas, extratos
de algas, 6leos essenciais, pantenol, etc.. Os aditivos ligam-se a matriz celuldsica por meio de
ligacdes de hidrogénio, sendo essas ligagdes suficientemente seletivas para aprisionar as
substancias na matriz, assim como manter sua difusdo na pele durante a aplicagdo (CZAJA et

al., 2006).
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No Laboratdrio de Materiais Fotonicos (LAMF) do Instituto de Quimica da UNESP,
a CB vem sendo estudada ha anos, o que resultou em produtividade cientifica elevada,
envolvendo trabalhos publicados, dissertacdes, teses e patentes, relacionados a aplicagdes da
CB que viao desde a opto-eletronica como substratos para os chamados LEDs organicos até a
preparagdo de materiais aplicaveis em restauragdo éssea.

Desta forma, sdo cientificamente importantes estudos que considerem a melhoria da
produc¢do bacteriana tanto em rendimento quanto em qualidade. Neste trabalho, a proposta de
combinacdo entre a modifica¢do das condi¢des de cultivo do micro-organismo produtor com as
técnicas de clonagem e expressdo funcional de genes da via biossintética de CB foi utilizada

como ferramenta para avaliar o aumento da eficiéncia de produgdo de celulose em G. hansenii.
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2. OBJETIVO GERAL

Este trabalho objetiva estudar a produgao de biocelulose, com o propdsito de aumentar
a quantidade de massa seca produzida pelo micro-organismo Gluconacetobacter hansenii
ATCC23769 e ATCC23760, por meio da superexpressdo dos genes cmcax € ccpAx, em

diferentes meios de cultura.

2.1. Objetivos especificos

e clonagem dos genes da regido upstream ao operon da celulose sintase, cmcax e ccpAx;

e clonagem dos referidos genes em vetor de expressdo pBBR122;

e avaliacdo da estabilidade do vetor de expressdo ao longo do tempo de produgao de celulose
bacteriana;

e verificagdo da massa seca de celulose obtida pelas diferentes linhagens em diferentes meios

de cultura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Micro-organismos utilizados

As linhagens do micro-organismo Gluconacetobacter hansenii ATCC23769 e
ATCC23760 foram gentilmente doadas pela Fundag¢do André Tosello, sendo que ambas foram
mantidas em meio de Hestrin e Schramm (HS; glicose 2%, agar 2%, extrato de levedura 0,5%,
peptona 0,5%, dacido citrico 0,115%, fosfato de sdédio dibasico anidro 0,27%, pH 5,0)
(SCHRAMM e HESTRIN, 1954) pH 5.0, repicados semanalmente com auxilio de uma alca de
platina previamente flambada, incubados por 48 h a 25 °C e em seguida, mantidos sob

conservacdo a 4° C até o proximo repasse em placa.

3.2. Extracio de DNA cromossomico bacteriano

O micro-organismo Gluconacetobacter hansenii ATCC23769 foi inoculado em meio
HS e incubado a 25 °C overnight. Deste material, foi obtido o pellet, que foi ressuspendido em
vortex com 500 pL de tampdao TAS (Tris-HC1 1 M pH 8,0, EDTA 0,5 M, NaCl 1 M),
centrifugado a velocidade de 12.000 rpm por 1 min e ressuspendido no mesmo tampao para
adi¢do de 4 pL de proteinase K (20 mg/mL) e 50 puL de dodecilsulfato de sodio (SDS) 10%. A
lise foi realizada misturando o material por inversdo e com incubagdo a 50 °C por 1 h.
Posteriormente, a suspensao foi purificada com 500 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(PCI; 25:24:1, v/v), centrifugada por 3 min a 12.000 rpm, sendo que a fracdo superior aquosa
foi recuperada. Este procedimento foi repetido duas vezes. O material foi mantido em gelo por
30 min e centrifugado a 12.000 rpm por 10 min. O pellet resultante foi lavado com 500 pL de

etanol 70%, seco e ressuspendido em tampdo TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1,0 mM, pH 8,0).
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O material resultante foi checado por meio de eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado

com brometo de etidio (0,5 pg/mL).

3.3. Amplificacao por PCR dos genes alvo relacionados a producio de celulose

3.3.1. Clonagem dos genes alvo

O DNA gendmico isolado de G. hansenii foi utilizado como molde para a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) dos genes da regido upstream do operon da celulose sintase,
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificamente desenhados a partir da sequéncia que
estd no GenBank sob nimero de acesso M96060.1. Para a amplificag@o dessa regido génica, foi
utilizada a enzima Platinum® Pfx polimerase (Invitrogen), 2,5 U/uL, 3 uL do tampdo da enzima
(10 X), 1,5 uL de enhancer (10 X), 0,6 pnL de MgSO4 50 mM, 0,6 pL de ANTP 10 mM e 0,4
uL de DNA gendmico, completando a reacdo para um volume de 30 uL com agua purificada.
As condigdes da reagdo foram: hot start de 94 °C por 5 min, seguidos de 25 ciclos de
desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 47 °C por 45 s, polimerizagdo por 3 min, a 68 °C
e extensdo final também a 68 °C, durante 5 min. A reagdo foi realizada em termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosytems). O produto de PCR resultante foi
visualizado por eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com brometo de etidio (0,5
pg/mkL).

A sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores empregados na clonagem descrita e
suas principais caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 1.

Apos a amplificacdo dos genes da regido upstream ao operon da celulose sintase a

partir do DNA gendmico da bactéria, o fragmento foi purificado aplicando-se 30 puL de produto
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de PCR em gel de agarose 0,8% e extraindo-se a banda de interesse com auxilio do kit

“Qiaquick Gel Extraction” (Qiagen). O fragmento com o tamanho de interesse (em nimero de

Tabela 1: Caracteristicas dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo de PCR para a
utilizagdo em vetor de clonagem.

A s . Regido de
* 0,
Sequéncia Tipo Tamanho Tm (°C) amplificacdo
5"-CGTTCCTTTATGTCGGTCATGGC-3’ Sforward 23 70,1
cmcax e
ccpAx
5’-CGGTCGCCTGAATATAGG-3’ reverse 18 60,7

* = tamanho em numero de nucleotideos (nt).

pares de base, pb) observado no gel de agarose foi recortado com uma lamina de bisturi
previamente limpa e colocado em tubo de centrifuga de 1,5 mL, em que foram adicionados 3
volumes de tampao QG para cada volume de gel (100 mg ~100 pL). O tubo foi incubado a 50
°C em bloco de aquecimento até que o gel dissolvesse completamente (cerca de 10 min). Apds
a dissolugdo, foram adicionados 10 puL de acetato de s6dio 3 M, pH 4,8 e o conteudo foi
homogeneizado; em seguida, foi adicionado um volume de isopropanol absoluto relativo ao
volume de gel e a solugdo foi transferida para uma coluna de purificacdo acoplada a um tubo
coletor e centrifugada por 1 min a méxima velocidade. O filtrado foi descartado e, para lavagem,
foram adicionados 750 pL de tampao PE, contendo etanol, na coluna, sendo que o tubo foi
centrifugado por 1 min a maxima velocidade novamente. O filtrado foi descartado e, apds nova
centrifugacdo, a coluna foi transferida para um tubo de centrifuga de 1,5 mL, em que foram
adicionados 30 pL de tampao de eluicdo EB.

Para aumento da eficiéncia de ligagdo inserto-vetor, foi realizada uma reagdo de

ciclagem para incorporacdo de adenosina nas extremidades 3’ dos fragmentos gerados na PCR.
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Para tanto, a reacdo foi realizada com 25 pL do fragmento purificado, 1,5 pL de dATP (10
mM), 5 pL de tampdo 10 X (Tris-HCI 100 mM pH 8,8, (NH4)2SO4 200 mM e Tween® 20 0,1%
(v/v)), 4 uL de MgCl> (25 mM) e 0,5 uL de Tag DNA polimerase (2,5 U/uL) e dgua purificada
suficiente para um volume final de 50 pL. A reag¢do foi incubada a 72 °C por 30 min e purificada
com o auxilio do kit “Qiaquick PCR Purification kit” (Qiagen) seguindo o protocolo do
fabricante, que consiste, primeiramente, em adicionar 1 volume de tampao de ligagdo (100 mg
~100 pL) para cada volume de produto de reacdo e misturar o conteudo por pipetagem. Em
seguida, foram adicionados 10 puL de acetato de sodio 3 M, pH 4,8 a solu¢do, que foi novamente
misturada, transferida para uma coluna de purificacdo e centrifugada durante 1 min a velocidade
de 13.000 rpm. O filtrado foi descartado e 700 pL de tampao de lavagem foram adicionados a
coluna, que foi novamente centrifugada, e o filtrado, descartado. 1 min adicional de
centrifugacdo foi procedido para remogao residual do tampéo de lavagem e, por fim, 30 uL de
tampao de elui¢do foram adicionados a coluna, que foi acoplada a um tubo de de 1,5 mL e
centrifugada.

Uma vez purificado e ciclado, o fragmento foi ligado ao vetor de clonagem pTZ57R/T
(vetor de clonagem tipo TA), do kit “Instaclone™ PCR Cloning” (Fermentas) seguindo-se o
protocolo do fabricante. Para tanto, em um tubo de 600 pL, foram adicionados 3 pL do vetor
pTZ57R/T (55 ng/uLl), 12 pL do inserto (19,48 ng/uL), 6 uLL do tampao de ligagdo (5 X), 1 puL
da enzima T4 DNA ligase (5 U/uL) e dgua suficiente para um volume final de 30 pL. A reagao

foi incubada em banho a 16 °C, overnight.

3.3.2. Transformacao bacteriana

Esse procedimento foi realizado com Escherichia coli (DH10B) ultracompetente. O

produto da reacdo de ligacdo dos genes da regido upstream com o vetor pTZ57R/T foi incubado
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por 30 min em banho de gelo com adi¢do de uma solucido composta por KCIl 1 M, CaCl>0,3 M,
MgCl; 0,5 M e polietilenoglicol 10% e, posteriormente, por 10 min em temperatura ambiente.
Em seguida, as células foram recuperadas com incuba¢do em 1 mL de meio Luria-Bertani (LB)
por 50 min a 37 °C, sob agitacdo. O indculo transformado foi plaqueado homogeneamente em
meio LB so6lido contendo 100 pg/mL de ampicilina, 40 pL de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-galactosideo) 20 mg/uL e 40 pL de IPTG (isopropil-tio-fB-galactosideo; 100 mM),

incubando-se as placas a 37 °C, overnight.

3.3.3. Extracdo do DNA plasmidial contendo os genes clonados

O DNA plasmidial formado pela ligagdo entre o vetor de clonagem e os genes
relacionados a sintese de celulose foi extraido com o kit “Qiaprep Miniprep” (Qiagen). Para
tanto, as células bacterianas de 3,0 mL de cultura em meio contendo ampicilina, incubadas
overnight, foram decantadas em uma centrifuga de mesa (Eppendorf— 5415D) a 16.100 x g por
1 min. O pellet foi ressupendido em 250 pl. de tampao P1 contendo RNAse; depois foram
adicionados 250 pL de tampao de lise P2, o microtubo foi gentilmente invertido por 4 a 6 vezes
e foram adicionados 350 pLL de tampao de neutralizagdo N3. Repetiu-se a homogeneizagao por
inversao e o microtubo foi centrifugado a 16.100 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido
para a coluna Qiaprep acoplada sobre um tubo coletor e centrifugado por 1 mina 16.100 x g. O
filtrado foi descartado, a coluna foi lavada com 750 uL de tampao de lavagem PE e submetida
a nova centrifugagdo, repetindo-se a mesma por 1 min para remoc¢ao de residuos do tampao de
lavagem. A coluna foi transferida para um tubo de centrifuga; foram adicionados 30 pL do
tampao de eluicdo EB; a coluna incubada a temperatura ambiente por 1 min e depois

centrifugada por 1 min a 16.100 x g para eluicdo do DNA plasmidial.
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Para verificar a presenga do gene da regido upstream ligado ao vetor pTZ57R/T, foi
realizada a digestdo com a enzima de restricdo BamHI (1 U/uL; Fast Digest, Fermentas). Em
um tubo de 600 pL foram adicionados 1 pL de tampdo da enzima (10 X), 0,5 uL de enzima,
DNA plasmidial (~1 pg) e 4gua purificada suficiente para 10 pL. A reagdo foi incubada a 37 °C
por 30 min e os resultados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado
com brometo de etidio (0,5 pg/mL).

Para confirmar a identidade do fragmento clonado, foi realizado um sequenciamento
de nucleotideos de acordo com o método de Sanger. Para as reacdes de PCR foi utilizado o kit
“Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems). Na reagdo, foram
misturados 1 pL de mix Big Dye®, 3,5 puL do tampdo de sequenciamento (5 X), 1 pL de
oligonucleotideos iniciadores (3,2 uM) M13 forward ou reverse (Tabela 2), 4 uL. do DNA
plasmidial (100 ng/pL) de pTZ57R/T contendo o fragmento e dgua purificada suficiente para
20 pL. As condigdes de amplificacdo foram: kot start de 96 °C por 1 min, seguido de 25 ciclos
de 96 °C por 10 s, 43 °C por 5 s, 60 °C por 4 min e extensdo final de 60 °C por 5 min.

Apos a amplificacdo, as amostras foram purificadas e, para tanto, aos microtubos contendo as
reacdes de PCR foram adicionados 2 pLL de EDTA 125 mM, 2 pL de acetato de sodio 3 M e 50
pL de etanol 100%. Os microtubos foram misturados por inversdo 4 vezes e incubados a
temperatura ambiente por 15 min ao abrigo da luz. Em seguida, foi feita a centrifugagdo por 30
min, 3.000 x g, a 4 °C, inversdo dos recipientes imediatamente, de modo a descartar o
sobrenadante, e, posteriormente, uma nova centrifugacdo, até atingir 185 x g. Foram
adicionados 70 pL de etanol aos microtubos, centrifugando a 1.650 x g por 15 min a 4 °C.
Depois, o sobrenadante foi descartado, os tubos foram centrifugados novamente por 1 min a
185 x g e secos no concentrador SpeedVac (Eppendorf) por 30 min, a 60 °C. As amostras foram
ressuspendidas em 10 pL de formamida HiDi, vortexadas vigorosamente, centrifugadas a 200

X g por 2 min, incubadas a 95 °C por 5 min para desnaturagdo do DNA e, finalmente, transferidas
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imediatamente para o gelo, no qual permaneceram por 2 min até sua aplicagdo. O
sequenciamento automadtico foi realizado em sequenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied

Biosystems).

Tabela 2: Caracteristicas dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢des de sequenciamento.

Regiiio de
Sequéncia Tipo Tamanho* Tm (°C)
amplificacdo
MIi3
5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ 17 52°C
Jorward
cmceax e
ccpAx
Mi3 P
5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 17 50°C
reverse

* = tamanho em niimero de nucleotideos (nt).

A identidade dos produtos de PCR clonados e sequenciados foi confirmada utilizando
a ferramenta Blastn (Basic Local Alignment Search Tool), comparando-se as sequéncias

obtidas com as depositadas no GenBank (ALTSCHUL et al., 1990).

3.4. Clonagem dos genes em vetor de expressio

3.4.1. Amplificacio dos genes

Posteriormente, o fragmento clonado contendo os dois genes foi amplificado com

oligonucleotideos contendo a enzima de restrigdo Notl na sequéncia forward, enquanto a

sequéncia reverse foi desenhada sem sitio de restricdo, de modo a gerar um fragmento com

extremidade cega para a reacdo de ligacdo com o vetor (Tabela 3).
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Com o DNA plasmidial como molde, a reacdo e as condi¢gdes empregadas na PCR
foram: 0,24 uL da enzima Platinum® Pfx polimerase (Invitrogen), 2,5 U/uL, 3 pL do tampdo
da enzima (10 X), 3,0 uL de enhancer (10 X), 0,6 uL. de MgSO4 50 mM, 0,6 uL. de ANTP 10
mM e 0,4 uL de DNA plasmidial, completando a reag¢@o para um volume de 30 pL com dgua
purificada. As condi¢des da reacdo foram: hot start de 94 °C por 5 min, seguidos de 25 ciclos
de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 49 °C por 45 s, polimerizagdo por 3 min a 68
°C e extensdo final também a 68 °C durante 5 min. O produto de PCR resultante foi visualizado
por eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A
purificagdo do DNA foi realizada a partir da aplicacdo de 30 puL de produto de PCR em gel de
agarose 0,8% e extracdo da banda de interesse com auxilio do kit “Qiaquick Gel Extraction”

(Qiagen), conforme ja descrito no item 3.3.1.

Tabela 3: Caracteristicas dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢des de PCR para a
utilizacdo em vetor de expressdo.

Tm Regido de

A . 1 *
Sequéncia Tipo  Tamanho (°C) amplificagiio

5" ATAAGAATGCGGCCGCCGACGTTCCTTTATGTCGGTCATG-3 Jorward 40 85,8 cmeax €

ccpAx
5'-CGGTCGCCTGAATATAGG-3" reverse 18 60,7

*= tamanho em numero de nucleotideos (nt). A regido sublinhada corresponde ao sitio de
reconhecimento da enzima de restri¢do Notl no oligonucleotideo forward.

3.4.2. Digestio dos elementos utilizados na clonagem

Os genes clonados da regido upstream bem como o vetor pPBBR122 (MobiTec) foram

submetidos a reagdo de digestdo com endonucleases de restricdo. Para isso, em um tubo de 600
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pL, foram adicionados DNA plasmidial (~2 pg), 0,6 uL de enzima de restri¢do Dral (20.000
U/mL, New England Biolabs), 0,6 uL de enzima de restricdo Notl (10 U/uL, New England
Biolabs), 2 pLL de tampéo da enzima (10 X), 2 uL. de solug@o de soroalbumina bovina (BSA; 10
mg/mL) e dgua purificada suficiente para completar o volume de 20 pL. Em outro tubo, foram
adicionados o inserto (~2 pg), 0,6 uL. de enzima de restricdo Notl, 2 pL. de tampdo da enzima
(10 X), 2 uLL de BSA (10 mg/mL) e agua purificada suficiente para completar o volume de 20
pL. Ambas reagdes foram incubadas em banho-maria a 37 °C durante 1 h. Posteriormente, o
produto da digestdo do vetor plasmidial foi purificado de acordo com o procedimento descrito
no item 3.3.1; o inserto digerido foi purificado pelo uso do kit “Qiaquick PCR Purification kit”

(Qiagen), descrito no mesmo item.

3.4.3. Reacdo de ligacio entre fragmento génico e vetor

O fragmento dos genes clonados da regido upstream ao operon foi ligado ao vetor
pBBR122, em um tubo de 600 uL, ao qual foram adicionados 2,0 uL de vetor digerido (7,7
ng/ul), 10 pL de inserto digerido (8,2 ng/uL), 2 uL de tampao de ligagdo (10 X), 1 pL de
enzima T4 DNA ligase (5 U/uL) e agua suficiente para um volume final de 20 pL.

As reagdes foram incubadas em banho a 16 °C overnight e depois submetidas a
transformagdo por choque térmico em E. coli (linhagem DH10B) ultracompetente, como ja

descrito, e foram inoculadas em meio LB sdlido contendo canamicina (50 pg/mL).
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3.4.4. Analise dos clones recombinantes

3.4.4.1. Extracdo plasmidial do DNA recombinante

As células bacterianas de E. coli contendo o plasmideo recombinado foram inoculadas
em 50 mL de meio LB com o antibidtico canamicina (50 pg/mL) e incubadas a 37 °C durante
12 h sob agitag@o constante (~300 rpm). As células foram centrifugadas a 4.000 x g por 10 min
a 4 °C. Em seguida, foram lavadas com 20 mL de tampao fosfato salino (PBS; 80% NaCl, 2%
KCl, 14,4% NaPO4 e 2,4% KH;PO4) gelado e centrifugadas nas mesmas condicdes citadas
anteriormente; depois, o pellet foi ressuspendido em 8,0 mL de tampao TE (Tris-HC1 10 mM,
EDTA 1,0 mM, pH 8,0) contentdo 100 pg/mL de RNAse A. Posteriormente, foram adicionados
4,0 mL de tampao de lise (dodecilsulfato de sédio 1% e NaOH 0,2 M) a suspensdo, que foi
misturada por inversdo de 4 a 6 vezes e incubada a temperatura ambiente por 5 min. O produto
resultante foi adicionado de 4,0 mL de acetato de potéssio (3 M; pH 5,5), e misturado por
inversdo novamente. Seguiu-se com a centrifugacdo a 17.000 x g por 30 min a 4 °C; o
sobrenadante foi removido para um novo recipiente, adicionado de igual volume de isopropanol
e incubado a -20 °C durante 30 min. Este produto foi centrifugado a 6.000 x g por 30 min, o
pellet lavado com 1,0 mL de etanol 75%, ressuspendido em 0,4 mL de TE e transferido para
um tubo de 2,0 mL, ao qual foram adicionados 10 pL. de RNAse A (10 mg/mL). O tubo foi
incubado durante 1 h a -20 °C, adicionado de 0,4 mL de PCI (25:24:1, v/v), agitado duas vezes
por 20 s com intervalo de 1 min em gelo e centrifugado durante 5 min a 12.000 x g. A fase
superior resultante foi transferida para um novo tubo, e o processo anterior foi repetido.
Posteriormente, a fase superior foi transferida para outro tubo, seu volume foi medido e 0o DNA
foi precipitado com acetato de sdédio 3 M para concentracdo final de 0,3 M. Foi adicionado trés

vezes o volume de amostra de etanol absoluto ao tubo, que foi incubado a -20 °C durante 30
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min. O tubo foi centrifugado a 12.000 x g por 10 min alternadamente com duas lavagens do
pellet, utilizando 1,0 mL de etanol (75%). A amostra foi seca overnight e o pellet ressuspendido

em seguida em 50 pL de TE.

3.5. Transformacio do DNA plasmidial recombinante para G. hansenii

Para verificar a eficacia do processo de clonagem, isto €, confirmar a liga¢@o do inserto
ao vetor pPBBR122, foi realizado o método de diagndstico de restricdo por digestdo plasmidial
dos clones obtidos nas transformagdes utilizando as enzimas EcoRV (20.000 U/mL; New
England Biolabs) e Notl (10 U/uL; New England Biolabs). Em um tubo de 600 pL, foram
adicionados 1 pL de tampdo da enzima (10 X), 1,0 uL de BSA (10 mg/mL), 0,3 puL de cada
enzima, DNA plasmidial (~1 pug) e dgua purificada suficiente para 10 pL. As reagdes foram
incubadas a 37 °C por 30 min e os resultados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose (0,8%) corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). Apds a confirmacgao da ligagdo, um
clone positivo foi escolhido aleatoriamente para ser transformado em G. hansenii ATCC23769
e ATCC23760 eletrocompetentes. Para isso, foram adicionados 4 pL de vetor em 40 uL de
micro-organismo, sendo que as células foram transferidas para uma cubeta de eletroporagdo
(0,1 cm) e depois submetidas a um pulso elétrico de 1,5 kV, 200 Q e 25 pF. Apds o pulso, foi
adicionado 1 mL de meio HS na cubeta para remogao das células, que foram recuperadas em
um tubo de 2,0 mL durante 3 h, sob agitac¢do a 25 °C. As células foram plaqueadas em meio HS
agar contendo canamicina (50 pg/mL) e incubadas durante 48 h a 25 °C. Este mesmo
procedimento foi efetuado com os referidos micro-organismos e o vetor pPBBR122 vazio, para

controle negativo dos estudos posteriores.
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3.6. Teste de estabilidade plasmidial

A estabilidade plasmidial foi realizada com os clone de Gluconacetobacter hansenii
ATCC23769 e ATCC23760 portando o vetor pPBBR122 contendo os genes cmcax e ccpAx, e
com o vetor vazio, tendo como base os estudos de Gupta et al. (2001) e Gahan et al. (2007),
com algumas modificacdes. A partir de uma algada do micro-organismo, cultivado em meio
HS 4gar com canamicina (50 pg/mL) a 30 °C durante 48 h, foram preparados, para cada estudo,
um pré-indculo liquido de 5 mL deste mesmo meio de cultura, contendo e ndo contendo
canamicina, tendo sido ambos incubados a 30 °C durante 48 h em condicdes estaticas. Em
seguida, o volume dos in6culos foi completado para 50 mL, com meio HS adequado, sendo
mantidos durante as mesmas condi¢des descritas durante 72 h.

Partindo-se de uma aliquota de 20 puL de cada pré-indculo, foram feitas, em triplicata,
dilui¢cdes 1:100 (v/v), com salina tampdo fosfato (PBS; 1 X), das quais 100 pL foram
plaqueados em meio HS agar e submetidos a incubagdo a 30 °C por 48 h. Apos este periodo,
foi realizado o repique de 100 col6nias de micro-organismos em meio HS dgar contendo
canamicina (50 pg/mL) para verificacdo da taxa de manutencdo plasmidial. Todas essas etapas
foram realizadas da mesma maneira com as aliquotas dos indculos de 50 mL apds 24, 48 e 72
h de incubagio.

A quantidade de colonias que demonstrou crescimento apds o repique no meio agar
contendo antibidtico foi contabilizada em relag@o as 100 colonias iniciais, provenientes daquele
sem o antibidtico. Uma média das triplicatas de cada experimento foi calculada, gerando a taxa

de estabilidade plasmidial (%). A Figura 7 representa as etapas deste experimento.
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Figura 7: Teste de estabilidade plasmidial.
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Contagem de células

Calculo da estabilidade plasmidial

*Kan = meio de cultura contendo canamicina (50 ug/mL). As setas vermelhas indicam o procedimento
realizado com os pré-indculos de 5 mL; a seta azul, a agdo de completar os volumes dos pré-inoculos
para 50 mL, ap6s 48 h de incubag@o dos mesmos a 30°C; as setas pretas, os repiques realizados apos 24,
48 e 72 h apds os volumes terem sido completados, e as setas hachuradas sdo representativas das etapas
de contagem do numero de células e calculo da estabilidade plasmidial, etapas estas realizadas nas placas
de repique de 100 coldnias em HS agar contendo antibiodtico, apds sua incubagdo de 48 h a 30 °C. As
diluigdes realizadas com as aliquotas dos in6culos foram de 10~ sendo plaqueados 100 pL da dilui¢do.

3.7. Producio de celulose bacteriana

3.7.1. Determinacido do numero de células para a producio de celulose

Para a quantifica¢do das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por volume (mL) dos
diferentes meios de cultura e linhagens empregados neste estudo, foram realizados indculos de
Gluconacetobacter hansenii ATCC23769 e ATCC23760 selvagem e contendo o vetor

pBBR122 ligado com os genes cmcax e ccpAx. Uma algada dos micro-organismos cultivados



37

previamente em meio HS 4gar com ou sem canamicina (50 pg/mL) foi inoculada em 5 mL dos

meios de cultura I, 11, III e IV, cuja composi¢do esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4: Composicdo dos meios de cultura utilizados para a produgéo de celulose bacteriana.

Meio I Meio 11 Meio III Meio IV
Glicose 2% Glicose 2% Frutose 2% Glicose 5%
EL 0,5% EL 0,5% EL 0,5% EL 0,4%
Peptona 0,5% Peptona 0,5% Peptona 0,5% MgS040,073%
Acido citrico 0,115%  Acido citrico 0,115%  Acido citrico 0,115% KH2P040,2%
Na,HPO4 0,27% Na,HPO; 0,27% Na,HPO4 0,27% Etanol 2%
pH 5,0 pH 5,8 pH 5,0 pH 5,65

EL = extrato de levedura. Os destaques em negrito demonstram as principais diferengas entre os
constituintes de cada meio.

Os indculos foram incubados a 30 °C, durante 48 h. Em seguida, foram realizadas
diluicdes seriadas 1:1.000, 1:10.000 e 1:100.000 com PBS (1 X), das quais foram coletados 100
pL para plaqueamento em meio HS dgar contendo ou ndo canamicina. Repetidas as condicdes
de incubagdo, foram contabilizadas as coldnias em cada dilui¢do, prosseguido-se com o

seguinte calculo:

Cx D x V=UFC/mL, onde:

C = quantidade de colonias em cada placa, D = corre¢do da diluigdo empregada e V = corregao,

para 1 mL, do volume de diluicdo plaqueado.

Posteriormente, foi obtida a quantidade média de micro-organismos em cada caso.
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Foram preparados novos indculos nas mesmas condigdes anteriormente descritas,
sendo que os valores de densidade 6ptica foram medidos em espectrofotometro (DU® 800,

Beckman Coulter) e empregados na equagdo de Lambert-Beer:

Abs =a.b.c

onde: a = absortividade molar = 1 (especifico para cada amostra, desconsiderado no calculo);

b = largura da cubeta = 1 cm e ¢ = UFC/mL. Portanto:

Abs = ¢=UFC/mL

Considerando o nimero de micro-organismos constante para o inicio da produg¢ao de

celulose, obteve-se, ao final:

Volume (mL) = 1/Abs

Uma vez conhecidos os valores dos volumes, foi possivel calcular a quantidade de

micro-organismos neles existente, baseando-se na concentracdo média de micro-organismos

(UFC/mL) e, dessa forma, obter os valores dos indculos contendo 10° UFC, necessarias para

iniciar a producdo de celulose.

3.7.2. Comparacio da producio de celulose bacteriana

A comparacdo da producdo de CB foi estudada entre as linhagens de G. hansenii

ATCC2379 e ATCC23760 selvagens e transformadas com o vetor pPBBR122 contendo os genes
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envolvidos na biossintese do polimero. Foram preparados, em triplicata, pré-inoculos a partir
de micro-organismos cultivados em meio HS 4gar contendo ou ndo canamicina, a 30 °C, durante
48 h, nos meios liquidos I, II, IIT ou IV. Os volumes dos pré-indculos contendo a mesma
quantidade de micro-organismos entre si, da ordem de grandeza 10°, foram completados para
50 mL de meio de cultura em frascos erlenmeyer de 250 mL e submetidos a incubacdo em
estufa a 30 °C durante 96 h.

A celulose bacteriana formada foi filtrada com o auxilio de papéis de filtro tarados em
funil de Biichner sob vacuo. Apos a filtragdo, os papéis foram secos em estufa a 30 °C durante

24 h, e em seguida pesados para conhecimento da massa seca de celulose bacteriana produzida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido as suas peculiares propriedades estruturais, fisico-quimicas e mecanicas, a
celulose bacteriana constitui um material biocompativel de notdvel emprego em um variado
campo de aplicagdes, como na industria médica e de alimentos, desempenhando papel de
precursora de uma série de produtos. Por este motivo, no campo cientifico, hd uma busca
recorrente de otimizagdo da produgdo deste material, no sentido de aproveitar, com melhores
rendimentos, os nutrientes disponiveis para o micro-organismo produtor, como também
explorar suas caracteristicas génicas, manipulando-as na tentativa de aumentar a biossintese do

polimero.

4.1. Clonagem dos genes cmcax e ccpAx de G. hansenii

O DNA gendmico de G. hansenii ATCC23769 obtido na extracdo descrita
anteriormente no item 3.2 esta ilustrado na Figura 8. A banda superior a 10 kb indica a presenca
deste material devido a sua estrutura de grande tamanho.

A reacdo de PCR contendo como material de partida o DNA gendmico de G. hansenii
para amplifica¢do da regido upstream ao operon da celulose sintase resultou na obten¢do de
mais de um fragmento, de diferentes tamanhos, os quais podem ser observados na Figura 9A,
sendo necessdria a purificagdo apenas da banda de interesse de 2.120 pb, referente aos genes
cmcax € ccpAx, cuja purificacdo esta ilustrada na Figura 9B.

Posteriormente a ligacdo dos genes da regido upstream ao vetor de clonagem e
introducdo do produto resultante em E. coli, foi verificada a eficacia do processo de clonagem.
Para isso, foi realizado o diagndstico de restricdo de clones recombinantes obtidos na

transformagao bacteriana utilizando o vetor pTZ57R/T ligado aos genes cmcax € ccpAx.
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Figura 8: Checagem da extracdo do DNA gendmico de G. hansenii ATCC23769.

L = Ladder 1 kb, Life Technologies.

Figura 9: Checagem do produto de PCR.

3kb —P

2kb —»

A) fragmento de DNA de interesse (genes cmcax € ccpAx) situado entre 2 e 3 kb, podendo ser
visualizadas outras bandas B) banda resultante de extragdo em gel de agarose (L = Ladder 1 kb, Life
Technologies).

A Figura 10 representa o resultado positivo da reagcdo de digestdo utilizando a

endonuclease de restricdo BamHI, que clivou o inserto na posi¢do 1.487 e o vetor, na posi¢ao
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654. A presenca do inserto foi confirmada por dois clones, sendo que apos a digestdo um deles
gerou fragmentos de 624 pb e 4.382 pb (este correspondente ao vetor, de 2.886 pb, e a por¢do
do inserto ligada a este, de 1.496 pb); enquanto o outro, por um fragmento de cerca de 1.650 pb

e 3.356 pb (correspondente ao vetor, de 2.886 pb, mais a por¢do do inserto ligada a este, de 470

pb).

Figura 10: Digestao com BamHI confirmando a presenca do inserto nos clones analisados.
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Os clones apresentam bandas de ~4,4 kb ¢ 624 pb (indicado por 1) ou ~3,4 kb e 1.650 pb (indicado por
2) (L = Ladder 1kb, Life Technologies).

Uma vez identificados os clones contendo o inserto, foi realizado o sequenciamento
dos genes clonados. Apds andlise das sequéncias obtidas e compara¢do com o banco de dados
utilizando a ferramenta Blastn, verificou-se que o fragmento inserido no vetor plasmidial
demonstrou alinhamento com os genes cmcax e ccpAx de G. hansenii ATCC23769, localizados
na regido upstream ao operon da celulose sintase, com mais de 98% de identidade e cobertura
entre as sequéncias. Os resultados do sequenciamento significam, portanto, que a clonagem
desses dois genes-chave para a biossintese de celulose foi bem sucedida.

O gene cmcax codifica a enzima B-1,4-endoglucanase, com capacidade celulolitica, a

qual possui evidenciada importancia no processo de sintese de celulose bacteriana, uma vez que
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em sua auséncia, o micro-organismo fica impossibilitado de produzi-la. Koo ef al. clonaram o
referido gene, que foi carreado em um vetor introduzido em E. coli e, a partir da inducdo da
expressdo génica, foi obtida a proteina CMCax, com a qual seu anticorpo foi produzido. A
adicao do anticorpo ao meio de cultura resultou em auséncia de producdo de celulose bacteriana
por G. hansenni ATCC23769, pois provavelmente houve um sequestro da endoglucanase. Isso
demonstra que a proteina exerce um papel essencial na producdo de celulose, o que reforga,
dessa forma, a importancia do gene cmcax nesse processo.

Mutagdes espontaneas em bactérias acetodcidas, como G. hansenni, sdo associadas
com o comprometimento de propriedades morfoldgicas e fisioldgicas, incluindo a produgéo de
celulose. Neste contexto, foram descobertos, a 0,5 kb anteriores ao gene codificador da celulose
sintase, dois elementos de insercdo de sequéncia (IS) em mutantes de G. hansenni ATCC23769
ndo produtores de CB. Esses elementos sdo conhecidos por inativagdo dos genes onde sdo
inseridos, logo, sua presenga nessa regido prejudicou a fungdo de genes da regido upstream e,
por consequéncia, a sintese de celulose pela bactéria (COUCHERON, 1991). Posteriormente,
um estudo que sequenciou a regido em que ocorreu tal inser¢do revelou na mesma a existéncia
da regido codificadora relativa a proteina CMCax (STANDAL et al., 1994).

O gene ccpAx é conhecido por estar envolvido na producdo de celulose por espécies
do género Gluconacetobacter, embora suas fungdes especificas permanegcam desconhecidas.
Porém, um estudo sugere que a proteina CcpAx exerca papel como constituinte do complexo
terminal (TC) em G. hansenii, uma vez que, com o uso de diferentes técnicas, observou-se que
a localizagdo de AxCeSD (considerado membro do complexo da celulose sintase, TC, e também
como subunidade codificada pelo operon Ces) e CcpAx ¢ similar, sendo que esta estd situada
longitudinalmente com um dos lados na membrana celular; além disso, ambos interagem entre
si. Estas informagdes levam a crer que, uma vez considerada a relagdo entre CcpAx e o

complexo terminal, envolvido na exportacdo de celulose na membrana da célula bacteriana, o
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gene ccpAx possui fungdo relevante neste processo, podendo estimular a formagdo das fibras

de celulose.

4.2. Clonagem dos genes cmcax e ccpAx em vetor de expressao

Figura 11: Vetor pBBR122.
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A) As bandas visualizadas em gel de agarose, correspondentes ao vetor pPBBR122, extraido de células
de E. coli, representam suas diferentes conformagdes (L = Ladder 1 kb, Life Technologies). B) Mapa
do vetor pPBBR122. As enzimas utilizadas para sua linearizagdo foram Notl, cujo sitio de restri¢do esta
situado na posi¢do 323 e Dral, nas posigdes 4.361 e 4.700. Cm® = gene de resisténcia ao cloranfenicol;
Kan® = gene de resisténcia a canamicina; Rep = gene envolvido na replica¢do do vetor; Mob’ = mutag¢do
frame shift.

Finalizada a etapa inicial de obtencdo dos genes da regido upstream ao operon da
celulose, os experimentos foram prosseguidos com o objetivo de clonar os mesmos genes em
um vetor que proporcionasse a sua expressdo em linhagens de G. hansenii. Para isto, foi

escolhido o vetor de expressao pBBR122 (Figura 11B), pela sua facilidade de mudanca de

hospedeiro, outro além de E. coli; capacidade de replicar-se com facilidade sob condig¢des
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padrao de cultivo e pressdo seletiva adequada; além de possuir tamanho pequeno (5.304 pb),
tornando-o acessivel para a manipula¢do experimental.

Em funcdo de sua caracteristica peculiar em gerar baixo niimero de cdpias, o referido
vetor foi extraido das células de E. coli utilizando um inéculo de 200 mL de células para
proporcionar maior recuperacdo plasmidial. O material resultante desta técnica pode ser
observado na Figura 11A.

Para a formacdo do DNA recombinante por reacdo de ligagdo, o vetor pPBBR122 foi
linearizado com a enzima Nofl, cujo sitio de reconhecimento est4 localizado logo apos a regido
promotora de mob’ (MOSTAFA, HELLER e GEIS, 2002) e, Dral, deletando, desta forma, o
gene responsavel pela proteina que torna a célula resistente a cloranfenicol (Figura 11B). O
inserto correspondente aos genes da regido upstream foi digerido de forma a tornar coesiva a
sua extremidade 5’ pela reacdo com Nofl. No diagndstico de restricdo, as enzimas empregadas
foram EcoRV e Not/, que produziram uma clivagem no inserto e outra no inserto e vetor,
produzindo, por sua vez, um fragmento de 906 pb e outro de 5.251 pb (Figura 12A),
confirmando, assim, a inser¢do dos genes de interesse de forma direcional a regido promotora

(Figura 12B).

O vetor pBBR122, conhecido pela sua propriedade de compatibilidade com uma
consideravel quantidade de hospedeiros, especialmente de bactérias Gram-negativas, foi
relatado como pivd de transformagdes bem sucedidas, isto €, com altas recuperacdes do
plasmideo, acima e 10° UFC/ug pBBR122; foram utilizadas varias espécies do género
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (HAY ASHI et al., 2000).

No presente trabalho, a clonagem de cmcax e ccpAx em pBBR122 foi construida de
modo que os genes foram submetidos ao comando do promotor mob’. Este promotor também
foi empregado em um estudo que clonou os genes lacZ ¢ lacY de E. coli em Gluconobacter

oxydans e Acetobacter liquefaciens (MOSTAFA, HELLER e GEIS, 2002), o que permitiu, com
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Figura 12: Clonagem dos genes da regido upstream em pBBR122.
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A) Digestdo de pPBRR122 com as enzimas de restricdo EcoRV e Not/, confirmando a presenga do inserto
nos clones analisados, apresentando bandas de 906 pb e 5.251 pb (L = Ladder 1kb, Life Technologies).
B) pBBR122 ligado aos genes cmcax e ccpAx; estdo indicados o sitios de restri¢do das enzimas EcoRV
e Notl utilizadas no diagndstico de restrigdo para confirmagdo da obten¢@o do clone desejado; a seta
vermelha indica a direcionalidade em relagdo ao promotor mob’ com a qual foram inseridos os genes
cmcax e ccpAx no vetor pPBBR122.

sucesso, que ambos genes fossem funcionalmente expressos nessas bactérias acetoacidas,
classe a qual pertence também o micro-organismo G. hansenii. em um estudo que clonou os
genes lacZ e lacY de E. coli em Gluconobacter oxydans e Acetobacter liquefaciens
(MOSTAFA, HELLER e GEIS, 2002), o que permitiu, com sucesso, que ambos genes fossem
funcionalmente expressos nessas bactérias acetodcidas, classe a qual pertence também o micro-
organismo G. hansenii.

De conhecimento das peculiaridades acima citadas, o vetor pPBBR122 demonstra ter
um uso acessivel e com caracteristicas desejaveis para o emprego na clonagem dos genes de

interesse.
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4.3. Estudos da superexpressiao de cmcax e ccpAx em G. hansenii

O clone recombinante de pPBBR122 com os genes cmcax € ccpAx, assim como o vetor
vazio, foram introduzidos, separadamente, em G. hansenii ATCC23769 ¢ ATCC23760 pela
técnica de eletroporacdo. As linhagens recombinantes foram submetidas ao estudo de
estabilidade plasmidial a fim de verificar como se comportaria a taxa de retencdo do plasmideo
pela bactéria ao longo do tempo de producdo de celulose, na presenca e na auséncia da selecao
exercida pelo antibiotico (GUPTA et al., 2001; GAHAN et al., 2007). Além de ser capaz de
replicar em uma quantidade satisfatoria de micro-organismos, ¢ desejavel também que vetores
plasmidiais exogenos possam manter-se retidos pelo hospedeiro ao longo de suas geragoes.
Uma aplicagdo interessante dessa caracteristica foi estudada com uma vacina de Salmonella
enterica serovar Typhimurium, portando o gene do fragmento C da toxina tetanica, sob controle
do promotor de citomegalovirus, ligado ao vetor pPBBR122. Em meio de cultura livre de
antibidtico, a percentagem de bactérias que portavam o vetor apos 100 geragcdes foi de 42%; no
ensaio in vivo, o vetor mostrou-se estavel. O estudo sugere ainda uma relagcdo entre alto nimero
de copias e instabilidade do vetor, o que justificou os resultados satisfatérios com pBBR122.
Na auséncia da sele¢do do antibidtico, um alto nimero de copias pode estabelecer na bactéria
uma carga metabodlica tdo grande para reter o plasmideo enquanto ocorre a replicacdo, que
ocorre rapida perda plasmidial (GAHAN et al., 2007). Como pBBR122 gera 10 copias/célula,
a estabilidade resultante deste baixo numero de cdpias acaba tornando-se outra vantagem de
sua utilizacao.

Os resultados do teste de estabilidade plasmidial estdo organizados na Tabela 5. Os
resultados registrados mostram que a auséncia do antibidtico no meio de cultura leva a uma

perda plasmidial ao longo das geracdes, visto que ndo € necessario utilizar energia para a
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express@o do gene e produ¢do da proteina responsavel pela resisténcia a canamicina, o que ¢

verificado pela baixa taxa percentual de crescimento das células reinoculadas em meio contendo

0 antibiotico.O oposto ocorre na presenca de canamicina, em que a média da estabilidade do
vetor portando os genes observada foi de 83,08% e, enquanto vazio, de 75,75%. Este fato denota
a importancia da adi¢do dessa substancia ao meio para a manuten¢do do DNA recombinante
contendo os genes responsaveis pela producdo aumentada das proteinas envolvidas na sintese
de celulose pelo micro-organismo. Mostra também, que mesmo apds 72 h de crescimento
celular, na presenca de antibidtico, a estabilidade do vetor no inoculo € alta, proporcionando a
manutencdo da expressdo das copias de cmcax e ccpAx além da expressdo constitutiva dos

mesmos genes levando assim a uma superexpressio desse conjunto de genes.

Tabela 5: Taxa de estabilidade plasmidial em G. hansenii ATCC23769 carreadora de pBBR122 vazio
ou contendo os genes da regido upstream.

Tipo de célula /

presen¢a o pBBR122 + PBBRI22 + pBBR122 vazio pBBR122 vazio
auséncia de cmceax € ccpAx cmceax € ccpAx sem ATB* com ATB*
antibiotico no sem ATB* com ATB*
meio de cultura
Inoculo 24 h 79,33% 11,02 89,33% +4,93 26,33% +5,13 87% +4,36
Inéculo 48 h 56,33%42,89  72,33% %231 349% +3.61 79,66% 1,53

Ingculo 72 h 1733% 42,08  86.67%+9.61  3133%49.02  8133%+1.53

Os valores estdo descritos como a média do nimero de colonias recuperadas, em triplicata + desvio-
padrdo. *ATB = antibiotico.
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Tabela 6: Taxa de estabilidade plasmidial em G. hansenii ATCC23760 carreadora de pBBR122 vazio

ou contendo os genes da regido upstream.

Tipo de célula /
presenca ou pBBR122 + pBBR122 + pBBR122

seng X pBBR122 vazio
auséncia de cmcax € ccpAx  cmcax € ccpAx vazio sem com ATB*
antibiético no sem ATB* com ATB* ATB*
meio de cultura
Indculo 24 h 100 100 13,33 £4,62% 99,67 £ 0,58%
Inéculo 48 h 100 100 12,67 +2,08% 92 +1,00%
Ineulo 720 o, 33, ¢ 149 100 94,67 +3,21 85,33 +2,31

Os valores estdo descritos como a média do nimero de colonias recuperadas, em triplicata + desvio-
padréo. *ATB = antibiotico.

Os resultados acima demonstram que a estabilidade plasmidial de G. hansenii
ATCC23760 €, em geral, alta, nos primeiros quatro dias de incubag¢do dos inoculos para
producdo de CB. As excegdes ocorreram com 0s micro-organismos portadores do vetor vazio,
cujos pré-inoculos cresceram na auséncia de antibiotico; seus valores de estabilidade plasmidial
nos periodos de 24 e 48 h foram de 13,33 e 12,67%, respectivamente. Portanto, diferentemente
do observado com o micro-organismo ATCC23769, em termos gerais, a auséncia de antibidtico
ndo implica em perda plasmidial acentuada por G. hansenii ATCC23760, caracterizando-o
como mais estavel.

E importante ressaltar a importancia dos altos valores de estabilidade plasmidial
obtidos nestes estudos. A manutenc¢do do crescimento dos micro-organismos portadores de
cmcax € ccpAx clonados, ao longo das geragdes, garante a observagdo dos efeitos que a
superexpressdo desencadeia na produgdo de celulose nesta linhagem, bem como possibilita a
avaliacdo da produgdo pela bactéria portadora do vetor vazio. A instabilidade plasmidial
verificada ao longo da multiplica¢do celular inviabiliza qualquer estudo dessa natureza em

micro-organismos transformados.
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Os resultados dos calculos das concentragdes médias de unidades formadoras de
coldonia (UFC/mL), representados pela equacdo (A) do item 3.4.1, relativas as duas cepas ATCC
selvagem, contendo o vetor pPBBR122 com os genes cmcax e ccpAx e vazio, estdo representados

na Tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas dos pré-inoculos cultivados para comparagéo da producdo de celulose

bacteriana.
Meio de cultura Micro-organismo* UFC/mL
ATCC23760 S 9,3x 107
ATCC23760 + 430x 10°
ATCC23760 V 1,14 x 108
Meio HS pH 5,0
ATCC23769 S 6,78 x 10’
ATCC23769 + 8,66 x 10*
ATCC23769 V 5,35x 107
ATCC23760 S 8,40 x 107
ATCC23760 + 9,97 x 108
ATCC23760 V 2,68 x 10®
Meio HS pH 5,8
ATCC23769 S 1,23 x 108
ATCC23769 + 1,13 x 10°
ATCC23769 V 4,69 x 107
ATCC23760 S 1,35x 10°
ATCC23760 + 1,00 x 10°
Meio contendo ATCC23760 V 3,58 x 10¢
etanol
ATCC23769 S 7,67 x 10*
ATCC23769 + 2,66 x 10*
ATCC23769 V 1,00 x 10°
ATCC23760 S 3,39 x 107
ATCC23760 + 2,70 x 10°
Meio contendo ATCC23760 V 5,25x 107
frutose
ATCC23769 S 3,80 x 10°
ATCC23769 + 5,53 x 10°
ATCC23769 V 9,75 x 10°

*S = selvagem; + = portando o vetor pPBBR122 com os genes cmcax e ccpAx; V = vetor pPBBR122 vazio.
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Estes valores foram importantes para a normaliza¢do do nimero de células de partida
para os indculos de avaliacdo da producdo de CB, evitando vieses relacionados a indculos com
diferengas, em ordem de grandeza de 10, e que levassem a questionamentos quanto ao aumento
ou ndo da produgao.

Assim, a produgdo de celulose por G. hansenii ATCC23769 e ATCC23760 selvagem,
modificados e portando o vetor vazio foi calculada e posteriormente comparada considerando-
se os diferentes meios de cultura empregados, sendo que os valores obtidos experimentalmente

estdo ilustrados nas Figuras 13 e 14:

Figura 13: Produ¢@o comparativa entre as linhagens de G. hansenii ATCC23769 selvagem,
modificada com os genes da regifo upstream e portando o vetor pPBBR122 vazio, cultivadas em
diferentes meios de cultura.

Produgao de biocelulose por G. hansenii ATCC23769
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O gréfico acima ilustra o fato de os clones terem produzido 1,10 vezes mais CB do
que a linhagem selvagem no meio HS pH 5,8 e 3,76 vezes no meio contendo frutose, o que,
nestes casos, pode ter ocorrido devido a superexpressdo dos genes cmcax e ccpAx, de acordo

com o objetivo deste trabalho.
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A frutose ¢ um agucar considerado uma das mais favoraveis fontes de carbono para a
producdo de celulose, segundo Tarr e Hibbert, (1931) e Kaushal e Walker, (1947 e 1951),
apresentando o maior rendimento do processo, um resultado conectado com o fato conhecido
de que a bactéria forma uma pequena quantidade de dcido a partir deste acugar. A geracdo de
bioprodutos desvia a energia que poderia ser aproveitada no sentido de produ¢do do material
de interesse, no caso, a CB; dessa forma, a minimiza¢ao da formacao destes compostos, como
ocorre com o emprego da frutose, resulta em maiores rendimentos da biossintese, o que
possivelmente contribua para o melhor desempenho da produgdo de CB pela linhagem
modificada em meio com frutose, conforme representado no grafico.

Por outro lado, exceto com o meio HS pH 5,0, também ¢ observado um aumento da
producdo de celulose na linhagem transformada com o vetor vazio, em relagdo a clonada. O
vetor vazio possui, em teoria, potencial biossintético de celulose igual ao da linhagem selvagem,
uma vez que possui apenas os genes dessa natureza relativos ao processo, o que ndo corrobora
com os resultados obtidos. Isto implica na necessidade de investigagdo posterior dos motivos
que levam esse tipo de micro-organismo em produzir mais celulose do que as linhagens
selvagem e clonada.

Utilizando a ferramenta estatistica de analise de varidncia (ANOVA), observou-se que
os valores de p de todos os experimentos realizados com G. hansenii ATCC23769 em diferentes
meios de cultura foram superiores a 0,05, o que significa que ndo houve diferenca significativa

entre os grupos de micro-organismo selvagem, clonado e portando o vetor vazio.

O gréfico abaixo denota que a superexpressdo dos genes da regido upstream nao
resultou em aumento da producdo de celulose bacteriana do micro-organismo modificado em

relacdo ao selvagem.
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Figura 14: Produ¢do comparativa entre as linhagens de G. hansenii ATCC23760 selvagem,
modificada com os genes da regido upstream e portando o vetor pPBBR122 vazio, cultivadas em
diferentes meios de cultura.

Produgdo de biocelulose por G. hansenii ATCC23760
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Por outro lado, observa-se que a producdo de CB foi maior quando G. hansenii
ATCC23760 selvagem e clonado foram cultivados em meio contendo etanol, em comparacgio
com o cultivo nos demais meios de cultura. Se consideradas as linhagens selvagens, o aumento
na sintese neste meio ¢ 1,17 vezes superior em relagdo ao meio HS pH 5,0, 1,37 vezes ao HS
pH 5,8 e 2,72 vezes ao meio contendo frutose; ja entre as bactérias transformadas com
pBBR122 contendo os genes cmcax e ccpAx, os valores sdo 2,89, 1,28 e 2,28 vezes superiores,
respectivamente. A adi¢do de etanol ao meio de cultura atua como fonte de ATP no estagio de
fermentagdo da via das hexoses monofosfato (HMP), estimulando as rea¢des metabolicas no
sentido do produto final, a celulose. Além disso, esse dlcool implica na diminui¢cdo da geracio
de glicerol, o subproduto majoritario da via. A menor formac¢ao de subproduto implica em maior
geracdo de CB, uma vez que a disponibilidade de energia para produzi-la torna-se superior (LI

et al., 2012). Adicionalmente, a quantidade de agucar disponivel para a sintese de celulose no
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meio contendo etanol € 2,5 vezes superior aos meio HS e contendo frutose. Estas razdes podem
ter motivado a maior produgdo de celulose pelas duas linhagens de micro-organismo.

Com o emprego da ferramenta estatistica ANOVA, foi observado que os valores
obtidos nos experimentos com G. hansenii ATCC23760 possuem valor de p inferior a 0,05 e,
portanto, houve diferenca significativa entre os grupos. Assim, posteriormente, foi aplicado o
Teste de Tulkey para avaliar entre quais deles havia diferenca significativa comparando-se as
médias de produgdo de CB. Concluiu-se que diferencas significativas ocorreram entre as
linhagens selvagem e clonada, bem como selvagem e portando o vetor vazio, nos meios de
cultura HS pH 5,0, 5,8 e no meio contendo etanol; ja no meio contendo frutose, esse resultado
foi observado entre as linhagens clonada e selvagem, bem como clonada e portando o vetor
vazio.

O fornecimento de nutrientes em geral, é, sem divida, muito importante no tocante a
maior ou menor geragdo de produtos do metabolismo do micro-organismo produtor de CB.
Considera-se, por exemplo, que a sintese de membranas de celulose por Gluconacetobacter
hansenii seja possivel somente a partir de polidlcoois, hexoses - como € o caso da glicose e
frutose, utilizadas como fonte de carbono nos meios de cultura deste trabalho -, seus anidridos

e compostos que presumivelmente produzem hexoses (TARR e HIBBERT, 1931).

Em relacdo a fonte de nitrogénio, tem-se que, com excecdo da uréia, fontes organicas
de nitrogénio resultam em melhores rendimentos na producdo de CB em relagdo as fontes
inorganicas, como fosfato e sulfato de amonio. Além disso, a peptona foi a fonte organica
estudada de melhor desempenho, seguida por triptona e extrato de levedura, no trabalho de
Embuscado ef al. (1994). Vale ressaltar que a peptona e o extrato de levedura sdo constituintes
dos meios de cultura utilizados neste trabalho.

Embora seja capaz de regular sua concentragdo hidrogenidnica interna, a manutenc¢ao

da energia para o controle do pH € necessaria quando hé exposicdo a pHs além da faixa 6tima
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do micro-organismo. Além disso, o pH do ambiente também influencia na estrutura e
permeabilidade celular, o que pode influenciar as atividades bioquimicas da bactéria
(SINCLALIR, 1987). O pH 6timo para crescimento de espécies do género Gluconacetobacter ¢
entre 5.4 ¢ 6.3 (KRIEG, 1984). Ja em relacdo a produgdo de celulose, entre os pHs estudados
por Embuscado (1994), o melhor rendimento foi verificado em pH 4,5, seguido por 5,5. Nos
experimentos realizados no presente trabalho, este resultado ndo foi verificado, pois foi
observada maior producdo de celulose em meios de maior pH, pelas ATCC23760 selvagem e
clonada, cultivadas em meio contendo etanol, cujo pH € o segundo maior dentre os quatro meios
de cultura estudados. Resultado semelhante ocorreu com os micro-organismos ATCC23769
selvagem, clonado e portando o vetor vazio, em que as maiores producdes foram verificadas
em pH 5,8, o mais basico dentre os meios.

A relevancia que o produto codificado pelo gene cmcax representa é conhecida em
termos de melhoramento do rendimento da producdo de celulose. Tem-se na literatura que a
adicdo de 1,5 mg/LL de CMCax enddgena ao meio de cultura aumentou a produgdo de celulose
1,2 vezes; o aumento de rendimento da produ¢do também foi verificado quando houve uma
superproducdo desta proteina. Além da melhor performance de produgdo de celulose, CMCax
também interfere na formacao de sua estrutura. Demonstrou-se, por microscopia eletronica de
transmissdo, que quando foi verificada superproducdo de CMCax, as fitas de celulose
secretadas apresentaram-se dispersas, o que sugere influéncia de CMCax na montagem dessas
(KAWANO, TAJIMA, KONO, ef al., 2002). A superexpressdo do gene ccpAx, cujo produto
esta relacionado com a estrutura de poros exportadores € com a montagem da celulose na
superficie da célula produtora, sugere um papel de coacdo com o gene a ele adjacente na
tentativa de otimizar a producdo de celulose. Dessa forma, pode-se atribuir o aumento de
producdo dos micro-organismos modificados em relacdo a linhagem selvagem, no caso do

cultivo em ambos meios HS e contendo etanol, a superexpressao dos genes cmcax € ccpAx.
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Com base nos diferentes fatores acima descritos, foi possivel verificar que, no micro-
organismo contendo o DNA recombinante, a superexpressdo dos genes da regido upstream ao
operon da celulose sintase pode ter contribuido para o aumento de produ¢do de CB em relagédo
ao micro-organismo selvagem, em dois dos experimentos realizados com G. hansenii
ATCC237609. Esta bactéria apresenta, em geral, menor desempenho na produ¢do de CB quando
comparada com a ATCC23760 pois, em média, a linhagem selvagem produziu 11,73 mg de
celulose, ao passo que a ATCC23760, 137,40 mg. Assim, esses resultados mostram-se
positivos, pois neste caso, a superexpressdo contribuiu para o aumento relativo da produgao de
CB, comparadas as bactérias de melhor e menor performance entre si, tendo como referéncia

as linhagens selvagens.
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5. CONCLUSAO

. Os genes cmcax e ccpAx foram clonados com sucesso, o que foi verificado por meio
de seu sequenciamento, que apresentou identidade e cobertura de 98% em relagdo ao DNA

gendmico de Gluconacetobacter hansenii ATCC23769;

o Os genes alvo foram clonados em pBBR122, o que possibilitou avaliar os efeitos de

sua superexpressao no micro-organismo de estudo, cultivado em diferentes meios;

o A estabilidade do vetor de expressdo vazio e com os genes clonados mostrou-se, em
geral, superior diante da presenga de antibidtico no meio de cultura, o que ressalta a importancia
dessa substancia para a permanéncia do DNA recombinante portador dos genes superexpressos.
Além disso, a linhagem ATCC23760 mostrou-se com estabilidade plasmidial superior em

relagdo a ATCC23769;

° Ao contrario de todos os ensaios realizados com a bactéria G. hansenii ATCC23760,
em HS pH 5,8 e meio contendo frutose, ATCC23769 clonada apresentou melhor rendimento
na producdo de celulose em relagdo a sua linhagem selvagem, estando, portanto, em
conformidade com o objetivo principal deste trabalho, sendo um indicador positivo da
superexpressdo e, consequentemente, da clonagem realizada, além de evidenciar a importancia
que estes genes exercem na biossintese de CB. Isto é importante ao passo em que ATCC23769
apresenta naturalmente menor performance produtora, logo, aumentos de produgdo por este
micro-organismo sdo, de maneira relativa, mais relevantes do que se fossem constatados em

ATCC23760.
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