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Introducao Metodologia
como a nossa sociedade é dependente do petréleo. Sao Combinar fatores que podem influenciar a eficiéncia da eletrotransformacao
varios os bens de consumo dele derivados, como i} 237841 | -1 |0 | 1 | 237841
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gasolina, plasticos e até produtos farmacéuticos. No —— = — Voltagem (kV) 0,32 0,80 1,15 1,50 1,98
s ~ 7 - - “Time Constant” (ms) 0,82 2,20 3,20 4,20 5,58
entanto, este é um recurso nao renovavel e de um - ) = : : : ' :
. ) . Segundo ROUND - 12 reagao Segundo ROUND - 22 + reagoes Fase de Crescimento (ODeoo) 0,20 0,48 0,68 0,88 1,16
elevado potencial poluidor, sendo assim, encontrar -_-ﬁ, Ceagio ™ N Temperatura de incubagdo (°C) EEEEWE 24,00 30,00 36,00 44,27
fontes alternativas para este recurso se tornou essencial - PME® oy I I .4 Quantidade de DNA (ng) 3,11 10,00 15,00 20,00 26,89
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para um futuro sustentavel. —_—— e Terceiro ROUND Tabela 1: Parametros utilizados para a otimizacdo da eletroporacao e seus respectivos valores.
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Um intermediario quimico de notavel uso industrial —
. . ;e p - Figura 1: Double-joint PCR? (Adaptado de Yu et al. 2004).
obtido a partir de produtos petroquimicos é o acido idade celular d
en e . .~ ~ ~ Viabilidade celular de 5
propidnico, cujas algumas aplicacoes sao a producao de '@ O crescimento inicial de P. acidiproplonic] submetida T;ans.fdo.rmag.ao.d.e
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herbicidas, de aromas artificiais, de drogas e de v — ‘:59 ‘% Pc.l??d,grocflon',;, ; diferentes condicBes de por eletroporaco
conservantes de alimentos. As bactérias mais oUC_pRGOL . s (medicao g ens)' ade eletroporacio (L7012 (decaimento
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economicamente viavel, é essencial o desenvolvimento ‘é‘s& %

de uma linhagem que produza acido propionico com alta
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produtividade e  rendimento. Neste contexto, a 9370 pbs) Wo Faselag Wb Faselog
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padronlzagao de técnicas de mampUIagao genetica para & &/@ = o - Figure 4: P. acidipropionici tratada com .
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esta bactéria é primordial, sendo o objetivo deste estudo
a otimizacao da eletrotransformacao de P. acidipropionici.
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Figura 3: Curva generica de 9 e red-fluorescent propidium iodide

Figura 2: Clonagens para a construcao dos vetores de ! :
crescimento bacteriano

transformacao pBKTg1.
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Resultados e Discussao
Construcao de um Vetor de Transformacao Curva de Crescimento

Os produtos das reacoes de amplificacao do double-joint As curvas de crescimento iniciais de P. acidipropionici nas 100 R . < o 1 0 ]

5 > 12,2ms 0,8k |

PCR (fig. 5) e as analises de restricio dos plasmideos temperaturas selecionadas foram estabelecidas (grafico 1). o )

pBKTg1 (fig. 6) foram submetidas a eletroforese em gel de o 0
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Grafico 3: Viabilidade celular de P. acidipropionici submetidas a diferentes condic6es de
Grafico 1: Curva de crescimento inicial de P. acidipropionici. eletroporacao. .
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Viabilidade Celular A viabilidade se mostrou inversamente proporcional a

Figura 5: 1° e 3° round do double-joint PCR. Marcador de peso molecular (1 kb);
EGFP - 1: Promotor metil-malonil-coA (MMCp) para EGFP, 2: gene EGFP, 3: Uma curva padrao relacionando viabilidade celular e a razao

terminador metil-malonil-coA (MMCt) para EGFP, 4: cassete promotor-EGFP- fl A e de: Ih 2lul . .
terminador; tsr - 5: MMCp para tsr, 6: gene tsr, 72 MMCt para tsr, 8: cassete entre as tluoresceéncias verde:vermelho (ce uias V“’as°m°rtas)

voltagem aplicada e a ‘“time constant”. Espera-se que
condicdes que associem uma alta viabilidade e um potencial
de membrana limiar (0,2-0,5V), que permite a formacao de

promotor-tsr-terminador. foi estabelecida (grafico 2). - N b
poros, devem ser as étimas para eletroporacao.
BKT BKT. - . 5 - -
= e e A equacao desta curva foi o,
Figura 6: Vetores pBKT1, pBKTg utilizada para determinar a 5 y= 0028+ 26772 Transformacao de Propionibacterium acidipropionici
confirmados por andlise de s hili g7 e ~ ~ . .
viabilidade celular das amostras 3
restricio com as enzimas Nhel e . : . . Os testes de transformacao estao sendo realizados e ao final
Sacl respectivamente (Marcador submetidas as  diferentes deste projeto esperamos alcancar uma eficiéncia de 104
de peso molecular - 1kb). e = = "o @ w0 .
P ) condicoes de eletroporagao Viabilty transformantes/ug DNA. Para E. coli DH5, por exemplo,
(grafico 3). Gréfico 2: Curva padrdo de viabilidade alcanca-se uma eficiéncia de 1-3 x 109 transformantes/ug DNA
CQIUIar. (pBR322) 4.
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A construcao de um vetor de transformacao esta completa e um teste preliminar de
viabilidade celular foi realizado, que servira de base para a comparacao com os resultados
da transformacao. Assim, o proximo passo sera a otimizacao da transformacao de P.
acidipropionici através da variacao de parametros que devem afetar a eficiéncia da
eletroporacao.
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