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CLONAGEM E EXPRESSAO DA B-GLICOSIDASE EM PARTICULAS DE FAGO
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Ocorre grande producdo de residuos lignoceluldsicos resultante do bagaco da cana durante a
producdo de bioetanol de primeira geracdo. A utilizacdo como matéria-prima desses residuos
lignocelulésicos para producdo de etanol € um processo conhecido como etanol de segunda
geragdo. Entretanto, a celulose presente nesse produto precisa ser convertida em glicose e apos a
fermentacao da glicose, pode ser realizada a producdo do etanol. No tratamento da matéria-prima
sd0 necessarias enzimas glicosidases que tem como funcdo a hidrélise de ligacdes quimicas dos
polimeros de glicose.

A B-glicosidase A (BGLA) é uma das enzimas responsaveis pela conversdo de celobiose em
glicose, a Ultima etapa da via enzimética. Para que seja viavel economicamente essa hidrolise
enzimatica da celulose € necessario o desenvolvimento de métodos eficientes e de baixo custo
para a producdo da enzima. Com a intencdo de diminuir esses custos de producdo da BGLA, é
utilizada uma técnica com bacteriéfagos modificados por biologia molecular conhecida como
Phage Display e funciona de forma que cada particula viral é capaz de expressar a enzima
desejada em sua superficie. Sendo assim, a enzima produzida é expressa pelas células bacterianas
e sem necessidade de submeter o conteido bacteriano a processos de purificacdo de proteinas, o
que diminui o custo de producdo. O objetivo do projeto é a producdo bacteriana de BGLA em
superficie viral para uso industrial na producdo de etanol de segunda geracao.

Foi aplicada uma reacdo de amplificacdo no gene da B-glicosidase por PCR e posteriormente o
gene passou por uma purificacdo e foi submetido a uma reacdo de ligacdo em vetor de clonagem
pGEM-T Easy. Essa ligacdo foi transformada em E. coli com o propoésito de selecionar as
colbnias apresentando o gene clonado. Essas bactérias selecionadas foram semeadas em placas
em meio Luria Bertani (LB) contendo ampicilina, B-galactose (XGAL) e indutor de expresséo
(IPTG). A colbnia selecionada foi submetida a uma reacdo de PCR para confirmar a presenca do
gene da BGLA e com a confirmac&o, a coldnia foi semeada em meio LB liquido com ampicilina.
Centrifugou-se esse crescimento por 30 minutos a 10.000 rpm e extraido o DNA plasmidial.
Apbs a centrifugacdo, uma reagdo de digestdo do vetor de clonagem com o gene da BGLA foi
realizada com duas enzimas de restricdo, SAL | e HIND lIl, para liberar o fragmento do gene do
vetor de clonagem. Esse gene liberado foi submetido a reacdo de ligagdo com um vetor viral
(fagomideo) e depois digerido com as mesmas enzimas de restricdo para torné-lo linear. O DNA
digerido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%. As bandas de DNA foram
excisadas, purificadas e os fragmentos resultantes submetidos a reacdo de ligagdo para serem
transformados em E. coli.

Como resultado, almeja-se que a BGLA seja expressa no fago e permaneca ativa e
desempenhando sua atividade enzimatica e devido a imobilizacdo em particula viral, o esperado é
que sua atividade tenha uma velocidade reduzida.
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