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RESUMO

A crescente poluicdo causada pelo acumulo de plasticos, especialmente o PET
(polietileno tereftalato), representa um desafio ambiental significativo. Este trabalho
aborda a necessidade urgente de solug¢des biotecnoldgicas para a degradagéo de
plasticos, utilizando circuitos genéticos projetados para expressar enzimas capazes
de degradar esses materiais. O objetivo deste TCC foi desenvolver um circuito
genético capaz de expressar a enzima Fast-PETase, conhecida por sua capacidade
de degradar o PET, em bactérias Escherichia coli. Durante o desenvolvimento do
projeto, foi construido um circuito genético com a Fast-PETase utilizando técnicas
de biologia sintética. A validagao deste circuito foi realizada através de PCR de
colénia, confirmando o sucesso da montagem e a presenga do gene da enzima
Fast-PETase no plasmideo de expressdo, inserido nas células bacterianas
Escherichia coli DH5a. Esta etapa € fundamental para garantir que a bactéria possa
produzir a enzima, que posteriormente sera testada para sua capacidade de
degradar plasticos. O trabalho também destacou a importancia da reutilizagdo de
partes genéticas previamente disponiveis, otimizando recursos e reduzindo custos.
A validagao de 13 Protocolos Operacionais Padrao (POPs) ao longo do processo
garantiu a reprodutibilidade e a confiabilidade dos experimentos realizados. Embora
o foco principal tenha sido a construgao do circuito genético, as proximas etapas do
projeto envolvem testar a atividade enzimatica da Fast-PETase para confirmar sua
eficiéncia na degradacao de PET. Este trabalho representa um passo importante no
desenvolvimento de solugdes biotecnoldgicas para o problema global dos residuos
plasticos, contribuindo para avangos no campo da biologia sintética.

Palavras-chave: Biologia sintética, Circuitos genéticos, Fast-PETase, Degradacéao
de plasticos, PET.
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RESUMEN

La creciente contaminacioén causada por la acumulacion de plasticos, especialmente
el PET (tereftalato de polietileno), representa un desafio ambiental significativo. Este
trabajo aborda la necesidad urgente de soluciones biotecnolégicas para la
degradacion de plasticos, utilizando circuitos genéticos disefiados para expresar
enzimas capaces de degradar estos materiales. El objetivo de este TFG fue
desarrollar un circuito genético capaz de expresar la enzima Fast-PETase, conocida
por su capacidad para degradar el PET, en bacterias Escherichia coli. Durante el
desarrollo del proyecto, se construyé un circuito genético con la Fast-PETase
utilizando técnicas de biologia sintética. La validacion de este circuito se realiz6
mediante PCR de colonia, confirmando el éxito del ensamblaje y la presencia del
gen de la enzima Fast-PETase en el plasmido de expresion, insertado en las células
bacterianas Escherichia coli DH5a. Esta etapa es fundamental para garantizar que
la bacteria pueda producir la enzima, que posteriormente sera probada para su
capacidad de degradar plasticos. El trabajo también destacé la importancia de
reutilizar partes genéticas previamente disponibles, optimizando recursos vy
reduciendo costos. La validacion de 13 Protocolos Operativos Estandar (POE) a lo
largo del proceso garantizé la reproducibilidad y confiabilidad de los experimentos
realizados. Aunque el enfoque principal fue la construccion del circuito genético, las
proximas etapas del proyecto incluyen probar la actividad enzimatica de la
Fast-PETase para confirmar su eficiencia en la degradacién del PET. Este trabajo
representa un paso importante en el desarrollo de soluciones biotecnologicas para
el problema global de los residuos plasticos, contribuyendo a los avances en el
campo de la biologia sintética.

Palabras clave: Biologia sintética, Circuitos genéticos, Fast-PETase, Degradacion
de plasticos, PET.
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ABSTRACT

The growing pollution caused by the accumulation of plastics, especially PET
(polyethylene terephthalate), represents a significant environmental challenge. This
work addresses the urgent need for biotechnological solutions for plastic
degradation, using genetic circuits designed to express enzymes capable of
breaking down these materials. The goal of this thesis was to develop a genetic
circuit capable of expressing the Fast-PETase enzyme, known for its ability to
degrade PET, in Escherichia coli bacteria. During the development of the project, a
genetic circuit with Fast-PETase was built using synthetic biology techniques. The
validation of this circuit was carried out through colony PCR, confirming the
successful assembly and the presence of the Fast-PETase gene in the expression
plasmid inserted into the Escherichia coli DH5a bacterial cells. This step is crucial to
ensure that the bacteria can produce the enzyme, which will later be tested for its
ability to degrade plastics. The work also highlighted the importance of reusing
previously available genetic parts, optimizing resources, and reducing costs. The
validation of 13 Standard Operating Protocols (SOPs) throughout the process
ensured the reproducibility and reliability of the experiments conducted. While the
primary focus was on constructing the genetic circuit, the next steps involve testing
the enzymatic activity of Fast-PETase to confirm its efficiency in PET degradation.
This work represents an important step in the development of biotechnological
solutions to the global plastic waste problem, contributing to advances in the field of
synthetic biology.

Keywords: Synthetic biology, Genetic circuits, Fast-PETase, Plastic degradation,
PET.
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RESUME

La pollution croissante causée par l'accumulation de plastiques, en particulier le
PET (polyéthylene téréphtalate), représente un défi environnemental majeur. Ce
travail aborde la nécessité urgente de solutions biotechnologiques pour la
dégradation des plastiques, en utilisant des circuits génétiques congus pour
exprimer des enzymes capables de dégrader ces matériaux. L'objectif de ce
mémoire était de développer un circuit génétique capable d'exprimer I'enzyme
Fast-PETase, connue pour sa capacité a dégrader le PET, chez les bactéries
Escherichia coli. Au cours du développement du projet, un circuit génétique avec la
Fast-PETase a été construit a l'aide de techniques de biologie synthétique. La
validation de ce circuit a été réalisée par PCR de colonie, confirmant le succés de
l'assemblage et la présence du géne de la Fast-PETase dans le plasmide
d'expression inséré dans les cellules bactériennes Escherichia coli DH5a. Cette
étape est essentielle pour garantir que la bactérie puisse produire I'enzyme, qui sera
ensuite testée pour sa capacité a dégrader les plastiques. Le travail a également
souligné l'importance de la réutilisation des parties génétiques disponibles,
optimisant les ressources et réduisant les colts. La validation de 13 Protocoles
Opérationnels Standard (SOP) tout au long du processus a assuré la reproductibilité
et la fiabilité des expériences réalisées. Bien que l'objectif principal ait été la
construction du circuit génétique, les prochaines étapes consistent a tester I'activité
enzymatique de la Fast-PETase pour confirmer son efficacité dans la dégradation du
PET. Ce travail représente une étape importante dans le développement de
solutions biotechnologiques au probléeme mondial des déchets plastiques,
contribuant aux avancées dans le domaine de la biologie synthétique.

Mots-clés: Biologie synthétique, Circuits génétiques, Fast-PETase, Dégradation des
plastiques, PET.
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Introducao

Microplasticos e nanoplasticos

A crescente preocupacido com a poluicdo ambiental destacou recentemente o impacto dos
microplasticos e nanoplasticos nos ecossistemas e na saude humana. Os microplasticos
sdo particulas de plastico com tamanho inferior a 5 mm, enquanto os nanoplasticos sao
ainda menores, com dimensdes inferiores a 1 um. Essas particulas podem ser originadas
tanto da fragmentagdo de objetos plasticos maiores quanto de produtos projetados para
conter particulas pequenas, como certos cosméticos e produtos de limpeza (SAPEA, 2019).

A difusdo de microplasticos e nanoplasticos no meio ambiente levou a sua deteccido em
uma variedade de matrizes, incluindo ar, agua e solo. Estudos recentes mostraram a
presenca destas particulas mesmo em regies remotas como o Artico e a Antartica (Materic
et al., 2021). A sua presenga no ar é particularmente preocupante devido a sua capacidade
de serem inalados e depositados nos pulmdes, 0 que pode ter sérias implicagdes para a
saude respiratoria humana (Facciola et al., 2021).

A investigacdo revelou que os nanoplasticos, devido a sua elevada relagéo
superficie-volume e a sua capacidade de permeabilidade biolégica, podem ser
internalizados e acumular-se em células de mamiferos, o que aumenta o risco de
toxicidade. Em particular, os nanoplasticos de tereftalato de polietileno (PET), amplamente
utiizados em embalagens de alimentos e téxteis, tém sido menos estudados em
comparagado com outros tipos de plasticos. No entanto, estudos recentes indicaram que os
nanoplasticos PET podem induzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
causar danos ao DNA em células epiteliais humanas (Alzaben et al., 2023).

Além da exposigcado por inalacédo, a ingestdo de microplasticos e nanoplasticos através de
alimentos e bebidas é outra via significativa de exposicdo humana. Estudos encontraram
particulas de plastico numa vasta gama de produtos alimentares, desde agua engarrafada
até marisco e produtos processados (Yee et al.,, 2021). A contaminagao de alimentos e
bebidas representa um risco direto para a saude humana, pois as particulas ingeridas
podem atravessar as barreiras intestinais e entrar no sistema circulatério, acumulando-se
potencialmente em 6rgaos e tecidos (Liu et al., 2019).

Impacto na saude humana

A exposicdo humana a microplasticos e nanoplasticos tem gerado preocupagéo crescente
devido aos seus potenciais efeitos adversos a saude. Esses minusculos fragmentos de
plastico podem entrar no corpo humano por diversas vias, incluindo inalagado, ingestao e
contato dérmico (Figura 1). Uma vez dentro do corpo, seu pequeno tamanho e capacidade
de transportar contaminantes quimicos podem desencadear uma série de respostas
biolégicas que podem ser toxicas.

13

Versao Final Honol ogada
17/ 10/ 2024 22: 27



Versao Final

Figura 1. Exposi¢ao a microplasticos e nanoplasticos

Fonte: Autor

Os microplasticos presentes no ar podem ser inalados, representando um risco significativo
para a saude respiratéria. Estudos demonstraram que particulas de plastico podem
depositar-se nos pulmdes, causando inflamagao e stress oxidativo, o que pode levar ao
desenvolvimento de doengas respiratérias cronicas, como asma e bronquite (Wang et al.,
2023). Além disso, a inalagdo de microplasticos pode provocar uma resposta imunitaria,
desencadeando a produgdo de citocinas inflamatdrias e outros mediadores do sistema
imunitario.

A ingestdo de microplasticos através de alimentos e bebidas € outra importante via de
exposi¢cao. Os microplasticos foram encontrados numa variedade de produtos alimentares,
incluindo peixe, marisco, sal, agucar e agua engarrafada. Uma vez ingeridos, os
microplasticos podem atravessar a barreira intestinal e entrar no sistema circulatério, o que
pode levar a sua acumulagdo em 6érgaos vitais como o figado, os rins e o cérebro (Sun &
Wang, 2023). A presenga destas particulas no sistema digestivo pode causar danos
celulares, inflamacéo e alterar a fungdo metabdlica.

O contato dérmico é outra via de exposicdo aos microplasticos que tem suscitado
preocupacao. Esse tipo de exposicao ocorre quando a pele entra em contato direto com
produtos que contém microplasticos, como cosméticos, produtos de higiene pessoal e
téxteis. A penetracdo dos microplasticos através da pele depende de varios fatores,
incluindo o tamanho das particulas e a sua composi¢do quimica. Estudos sugeriram que
particulas muito pequenas (nanoplasticos) poderiam penetrar nas camadas superficiais da
pele, causando inflamagdo ou respostas imunolégicas locais (Smith et al., 2021). Além
disso, o uso de roupas e téxteis sintéticos pode contribuir para a exposicao dérmica,
podendo levar a efeitos adversos ainda nao totalmente compreendidos.

14

Honol ogada

17/ 10/ 2024 22: 27



A exposicdo cronica a microplasticos pode estar associada a uma série de condigdes
adversas de saude. A inflamacgao crénica induzida por estas particulas pode contribuir para
o0 desenvolvimento de doengas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e cancro.
Além disso, os microplasticos podem afetar o sistema enddcrino, alterando a producéo e
regulacdo de horménios, o que pode ter efeitos adversos no desenvolvimento e na
reproducdo humana (Sun & Wang, 2023).

A crescente preocupagdo com a presenca de microplasticos e nanoplasticos no ambiente
levou a um reconhecimento global da necessidade de abordar o problema do plastico em
multiplas frentes. Embora a investigacao tenha realgcado os riscos significativos que estes
pequenos fragmentos de plastico representam para a saude humana e os ecossistemas, é
também essencial considerar as estratégias atualmente empregues para mitigar o seu
impacto.

Neste contexto, os atuais métodos de tratamento de plasticos desempenham um papel
crucial na redugdo da acumulagéo de residuos plasticos e, portanto, na redugéo da geragao
de microplasticos e nanoplasticos. Estes métodos, que incluem abordagens mecanicas e
quimicas, bem como técnicas biotecnoldgicas emergentes, procuram oferecer solugdes
para gerir o plastico em fim de vida de uma forma mais sustentavel e eficiente. A
implementacao e melhoria continua destes métodos é essencial para mitigar os efeitos
negativos que os plasticos e seus derivados tém no ambiente e na saude publica.

Métodos atuais de tratamento de plastico

Os plasticos sdo materiais essenciais em nosso dia a dia devido as suas propriedades
desejaveis, como leveza, durabilidade, baixo custo e facilidade de processamento em
diversas formas. No entanto, a ndo degradabilidade, outrora considerada uma grande
vantagem dos plasticos, tem sido reconsiderada como uma das principais causas de
problemas ambientais, especialmente devido a acumulagdo de residuos plasticos em
aterros sanitarios e nos oceanos. A producdo de plastico tem aumentado continuamente e
estima-se que a quantidade de residuos plasticos acumulados atingira 33 mil milhdes de
toneladas até 2050 (Joo et al., 2018). Os plasticos tiveram um impacto negativo no meio
ambiente devido a ma gestao dos residuos pos-consumo. De todos os plasticos produzidos
entre 1950 e 2015, estima-se que 12% foram incinerados, apenas 9% foram reciclados e o
restante foi descartado em aterros ou outros ambientes naturais, onde podem levar
centenas de anos para se decompor (Geyer et al. ., 2017).

O tereftalato de polietileno (PET), um polimero sintético derivado do petrdleo, € amplamente
utilizado em embalagens de alimentos e bebidas, téxteis e outros produtos de consumo. A
producao global anual de PET ultrapassou 30 milhdes de toneladas métricas em 2019, com
uma taxa de crescimento de mercado esperada de 4% (Geyer, 2020). No entanto, a
reciclagem de residuos de PET continua limitada pelas suas propriedades de resisténcia e
estabilidade, o que por sua vez dificulta a sua degradacgao, contribuindo significativamente
para a acumulagao de residuos plasticos no ambiente. Um relatério do Servigo Nacional de
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Parques dos EUA indica que as garrafas PET requerem aproximadamente 450 anos para
se decomporem completamente (Joo et al., 2018).

Para resolver este problema, varios métodos de degradagédo quimica foram desenvolvidos,
tais como glicolise, metandlise, hidrélise, amindlise e amondlise. No entanto, estes métodos
geralmente requerem altas temperaturas e muitas vezes geram poluentes ambientais
adicionais (Joo et al., 2018). Alternativamente, a degradacgao biocatalitica foi proposta como
um meétodo ambientalmente correto. Os microrganismos podem degradar plasticos com
ligacdes éster por hidrélise enzimatica através da colonizagao das superficies dos materiais.
O grau de biodegradabilidade dos plasticos depende das suas propriedades quimicas e
fisicas (Joo et al., 2018).

Reciclagem Mecanica e Quimica

A reciclagem mecéanica envolve a coleta, triagem e processamento de plasticos para
reutilizacdo. No entanto, a degradagao das propriedades do material durante a reciclagem e
a contaminagéo por aditivos limitam a sua eficacia. Por outro lado, a reciclagem quimica
decompbe os plasticos nos seus mondmeros basicos, que podem ser reutilizados para
produzir novos plasticos. Este método inclui processos como glicdlise, hidrélise e
metandlise, que, embora eficazes, geralmente requerem altas temperaturas e geram
contaminantes adicionais (Achilias et al., 2011).

Reciclagem Biotecnoldgica

A despolimerizagao biotecnolégica de PET e a repolimerizagdo de mondmeros recuperados
estdo emergindo como solugdes promissoras. Esta abordagem envolve a utilizagcdo de
enzimas e microrganismos para decompor o PET nos seus monémeros constituintes, que
podem entdo ser reutilizados para criar produtos de maior valor. A tecnologia de upcycling
biolégico, material ou produto projetado para retornar ao ciclo biolégico, interagindo de
forma benéfica com a biosfera, integra a despolimerizagao microbiana do PET seguida pela
repolimerizagdo de monémeros derivados do PET em produtos de valor agregado (Kim et
al., 2022).

Tradicionalmente, a reciclagem de PET tem se baseado principalmente na reciclagem fisica
ou downcycling, onde os residuos de PET s&o reformados fisicamente ou mecanicamente e
quimicamente despolimerizados em acido tereftalico (TPA) e etilenoglicol (EG), que sao
entdo repolimerizados em PET reciclado ou usados para produzir outros produtos. No
entanto, este método é limitado e nao tdo viavel economicamente no longo prazo devido
aos altos custos e a qualidade inferior do PET reciclado em comparagdo com aquele
produzido a partir de monémeros a base de petréleo (Garcia-Manyes & Beedle, 2017).

Degradacéo enzimatica de PET

O tereftalato de polietileno (PET) € um dos polimeros mais resistentes e dificeis de degradar
devido a sua estrutura quimica estavel. No entanto, certos microrganismos e enzimas tém a
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capacidade de hidrolisar as ligagdes éster do PET, decompondo-0 nos seus monémeros
constituintes, como o acido tereftalico (TPA) e o etilenoglicol (EG) (Figura 2).

Para resolver este problema, foram identificadas varias enzimas capazes de degradar o
PET. Estes incluem hidrolases bacterianas, como cutinases, lipases, carboxilesterases e
esterases, que podem degradar o PET em graus variados (Joo et al., 2018). Entre as
enzimas degradadoras de PET mais conhecidas estao TfH e TfH BTA-2. Thermobifida
fusca, TfCut1 e TfCut2 também de T. fusca, cutinase Saccharomonospora viridis, HiC de
Thermomyces insolens e lipase B Candida antartica. Embora estas enzimas apresentem
atividade de degradacao do PET, a sua eficiéncia € geralmente baixa para aplicagbes
industriais (Joo et al., 2018). Para melhorar a atividade enzimatica, diversas estratégias tém
sido adotadas, como a mutagénese direcionada do sitio ativo e a introdugdo de ions
metalicos ou ligagdes dissulfeto para melhorar a estabilidade térmica das enzimas.

Em 2016, Yoshida e colegas descobriram duas enzimas especificas para a degradacao de
filmes PET (Figura 2), chamadas IsPETase e IsMHETase, da cepa Ideonella sakaiensis
201-F6. A isPETase apresenta alta atividade mesmo em PET de alta cristalinidade e possui
sitios ativos mais amplos em comparacao com outras hidrolases de PET. A IsMHETase, por
sua vez, apresenta especificidade exclusiva para MHET e nao hidrolisa PET, BHET ou
outros ésteres aromaticos e alifaticos (Yoshida et al., 2016; Palm et al., 2019).

Figura 2: Via metabdlica de degradacéo do PET por hidrélise enzimatica.

Fonte: Autor

Estrutura da PETase

Ideonella sakaiensis PETase (IsPETase) € uma enzima que tem atraido grande interesse
devido a sua capacidade de degradar eficientemente o tereftalato de polietileno (PET) em
temperaturas moderadas. A estrutura da IsPETase (Figura 3) foi resolvida por cristalografia
de raios X com uma resolucdo de 1,5 A, revelando uma dobra tipica de a/B-hidrolase com
um nucleo central de folhas 8 rodeadas por hélices a. Essa dobra € comum na superfamilia
da serina hidrolase (Joo et al., 2018).
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O sitio ativo da IsPETase contém uma triade catalitica composta pelos residuos Ser160,
His237 e Asp206. Esses residuos sdo cruciais para a atividade enzimatica, atuando em
conjunto para facilitar a hidrélise do PET. Ser160 atua como nucledfilo, atacando o carbono
carbonilico da ligagédo éster do PET, enquanto His237 e Asp206 auxiliam na formagao do
estado de transicao e estabilizacdo do intermediario tetraédrico (Joo et al., 2018).

Comparacao estrutural de IsPETase com outras enzimas
degradantes de PET

Uma das diferengas mais notaveis entre a IsPETase e outras enzimas que degradam PET é
a conformagdo do sitio ativo (Figura 3). A triade catalitica Ser160-His237-Asp206 em
IsPETase é otimizada para hidrélise de PET, facilitando a formagado de um intermediario
tetraédrico estavel durante a reagcdo. Em contraste, embora cutinases e lipases possuam
uma triade catalitica semelhante, o seu arranjo espacial e acessibilidade ao substrato ndo
sdo tdo adequados para a degradagao do PET (Joo et al., 2018)

Figura 3: Comparacao da fenda de ligagao do substrato entre Cutinase e PETase em
relacao a estrutura geral, que contém a dobra estrutural de a/B-hidrolase. *Marca a mutagao
Ser238Phe que causou o estreitamento do canal na PETase, mas nao diminuiu a atividade
da enzima.

Fonte: Barclay, A. (2023).

As diferengas na superficie de ligacao do substrato também apresentam diferengas, uma
vez que a IsPETase é mais acessivel e possui uma estrutura mais aberta em comparacao
as quitinases e lipases (Figura 4). Esta superficie inclui um sitio de ligagdo que pode
acomodar até quatro unidades MHET, facilitando a interagdo com longas cadeias de PET e
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melhorando a eficiéncia da degradacdo (Joo et al., 2018). A presengca de residuos
hidrofébicos nesta superficie também contribui para uma maior afinidade pelo PET.

Figura 4: A estrutura monomérica em um diagrama de fita. Os trés residuos Ser160, Asp206
e His237, que formam a triade catalitica, sdo mostrados como bastdes ciano, e as duas
ligagbes dissulfeto sdo representadas como bastdes lilases claros. A molécula simulada

2-HE(MHET)4 no sitio ativo € mostrada como um bastao laranja. A figura a direita é girada
90° horizontalmente em comparagdo com a figura a esquerda.

Fonte: Jodo, S. (2018).

Outra caracteristica distintiva da IsPETase é a presenca de duas ligagdes dissulfeto, uma
das quais € exclusiva desta enzima. Estas ligagbes dissulfeto aumentam a estabilidade
térmica da IsPETase, permitindo-lhe manter a sua atividade a temperaturas mais elevadas.
Cutinases e lipases, por outro lado, normalmente apresentam menor estabilidade térmica
devido a auséncia dessas ligagcdes adicionais (Joo et al., 2018).

A analise filogenética das enzimas que degradam o PET mostra que a IsPETase pertence a
um grupo distinto de enzimas que evoluiram especificamente para interagir com o PET. As
diferencas nas sequéncias e estruturas de aminoacidos entre a IsPETase e outras enzimas
que degradam o PET (Tabela 1) sugerem que a IsPETase desenvolveu adaptag¢des unicas
que Ihe permitem degradar o PET de forma mais eficiente (Kim et al., 2022).

Tabela 1: Tabela Comparativa de Enzimas Capazes de Degradar Plastico

Numero de| Condigoes

Classificagao | Dificil | Microrganismo Substrato | Referéncia

acesso ideais

Fusarium solani o PET (7%, |Ronkvist et

FSC pisi 1CEX 30-60°C 35%) al., 2009
enzimas . Thermomyces o PET (7%, |Ronkvist et

fungicas HIC insolens A0AA 30-85°C 35%) al., 2009
. Asperqillus oryzae 30°C, pH . Wang et al.,

Lipase locug 33gr2 5,5-6,0 Fibra PET 008
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enzimas de
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BhrPETas |Bacillus subtilis

GBD22443 37°C,pH 7,0

e HR29
BsEstB  |Bacillus subtilis ?DH432OO' 40-45°C
BTA-1, Thermobifida o
BTA-2 fusca DSM43793 AJ810119.1/55°C, pH 7,0
Cbotu_Es
—  |Clostridium
?t;otu Es botulinum Eggggg;g 50°C, pH 7,0
‘B — |ATCC3502
Cortar Thermobifida JN129499 .1
Cortar2, fusca NRRL , 55°C, pH 8,0
B-8184 JN129500.1
Cortar Saccharomonosp BA0O42836. 60-65°C, pH
190 ora viridis AHK190/1 6,0-8,5
DuraPETa Ideor'lella. : 37°C. pH 9,0
se sakaiensis
Thermobifida alba R
Est1 AHK119 BAI99230.2 50°C, pH 8,0
Thermobifida alba |[BAK48590. |_
Est119 AHK119 1 50°C, pH 6,0
Lipasa Streptomyces 30°C, pH
(1JFR)  |esfoliatus AABS1445 6,0-7,5
Despolim ,
Acidovorax
erase - 30-37°C
PBS delafieldii BS-3
Pseudomonas
PE-H estusnigri 6SBN 30°C
VGXO014T
PETase, |ldeonella 1GAP38373' 25-30°C, pH
MHETase |sakaiensis 201-F6 GAP38911 7,0-9,0
pmc  [seudomonas | 50°C, pH 8,0
mendocina
SM1dest [SUrePIOMYCES SP- oy 610808 128°C, pH 7.0
SM14
Thermomonospor
Tcur0390 |a curvata ?CY95991' 50°C
DSM43183
Thermomonospor
Tcur1278 |a curvata ?CY96861' 50-60°C
DSM43183
TEAXE Thermobifida ADM47605. 60°C, pH 7,5

fusca NTU22

1

Xietal.,
2021
Bis(benzoilo|Ribitsch et
xietil) TPA Jal., 2011
Garrafa

PET amorfo

Muller et al.,
PET . 2005
comercial
. Biundo et al.,
Filme PET 2018
Hegde e
PET Veeranki,
2013
Kawai et al.,
PET amorfo 2014
Filme PET |Cuietal.,
(30%) 2019
. Hu et al.,
Filme PET 2010
Thumarat et
PET al., 2012
: Wei et al.,
1998
: Uchida et al.,
2002

Filme PET |Bollinger et
amorfo al., 2020
Filme PET
de. baI.X? Yoshida et
cristalinidad al. 2016
e (1,9%), N
PET amorfo
Filme PET
de baixa Ronkvist et
cristalinidad al., 2009
e

Almeida et

BHET al., 2019

Nanoparticu|Wei et al.,
las PET 2014

NanoparticuWei et al.,
las PET 2014

Lusty Beech

tora-se |4 a1, 2022
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CBY05529.

Filme PET

TfCut1, |Thermobifida |1, 55.65°C de baixa ﬂiﬁrzt N
TfCut2  |fusca KW3 CBY05530. cristalinidad 2011 v
1 e
Thermobifida KR092133. |55-70°C, pH o\ Mulleretal,,
TTH fusca DSM43793 |1 6,0-7,0 PET (10%) 5005
AAZ54920.
Tfu_0882,|Thermobifida 1, 55-65°C, pH |butirato de |Chenetal.,
Tfu_0883 |fusca YX AAZ54921. 8,0 p-nitrofenila 2008
1
Thermobifida alba ADV92525 Bis(benzoilo oy o oh et
Tha_Cut1 DSM43185 1 " 50°C xietil) TPA, al. 2012
PET (37%) |~
The Cutd Thermobifida ?DV92526' Bis(benzoilo|Herrero
- \celulosilitica ’ 50°C, pH 7,0 [xietil) TPA, |Acero et al.,
The_Cut2|h spiaa535 ?DV92527' PET (37%) 2011
Thf42_Cu|Thermobifida  |ADV92528. | Bis(benzoiloHerrero
» - fisca DSM44342 |1 50°C xietil) TPA, |Acero et al.,
PET (37%) 12011
Thermobifida . N
Thh_Est |halotolerans AFA45122.150°C zz(i:))e;;:"o :'b';%ﬁh;t
DSM44931 v
CCB Composto de AEV21261. 50-70°C, pH |Filme PET |Sulaiman et
folhas e galhos |1 8,0 amorfo al., 2012
Schlegelella AOAQG3BI9|_ Nanoparticu|Danso et al.,
PET12 brevitalea 0 50°C las PET 2018
Bactérias ndo 7ECB_A, 70°C, pH Nanoparticu|Danso et al.,
PET2 . 7EC8_B,
cultivadas - 8,0-9,0 las PET 2018
. 7EC8_A
Enzimas Oleispira antartica - Nanoparticu|Danso et al
metagendmicasPET5 RB-8 R4YKL9 50°C las PET 2018
. UPIO00394 [50°C, pH Nanoparticu|Danso et al.,
PET6  |Vibrio gazogenes sp 8,0-9,0 las PET  [2018
- Adipato-co-t .
Ple200, zfcnrz‘t’;:'r‘]’o MF592405, |, . fereftalato i\ggﬁ;c'f“e”
Ple201 . DQ294206 PRAE e 5
marinho N 2020
polibutileno

Fonte: Kim et al., 2022.

Mecanismo de degradacao de PETase

O mecanismo de degradagao da IsPETase envolve uma série de etapas bem coordenadas
que permitem a hidrélise do tereftalato de polietiieno (PET) em mondmeros menores e
reutilizaveis (Figura 5). Os processos envolvidos sao descritos detalhadamente abaixo:

1. Colagem de substrato: A isPETase se liga a superficie do PET usando sua
superficie hidrofébica que possui um sitio de ligagdo em forma de fenda. Esta fenda
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€ grande o suficiente para acomodar varias unidades de mono(2-hidroxietil)
tereftalato (MHET), que s&o os produtos intermediarios da degradagéo do PET.

2. Formacao do Complexo Enzima-Substrato: Uma vez que o PET se liga a
IsPETase, o residuo Ser160 no sitio ativo da enzima atua como um nucledfilo que
ataca o carbono carbonilico da ligagdo éster no PET, formando um intermediario
acil-enzima.

3. Hidrdlise da Ligagdo Ester: O intermediario acil-enzima é decomposto pela agéo
da triade catalitica (Ser160, His237, Asp206), resultando na clivagem da ligagao
éster e na liberagao de produtos intermediarios, principalmente MHET.

4. Langamento do produto: Produtos de degradagdo, incluindo MHET, acido
tereftalico (TPA) e etilenoglicol (EG), sao liberados da enzima, permitindo que a
IsPETase esteja disponivel para outro ciclo catalitico.

Figura 5: a) Etapa de geracao de entalhe. b) Etapa de digestao terminal.

Fonte: Jodo, S. (2018).

Na etapa de geragao de entalhe as porgdes TPA e EG do polimero PET séo apresentadas
com hexagonos laranja e linhas roxas, respectivamente. IsPETase € mostrado com um
diagrama cinza escuro. Os subsites | e |l da IsPETase sdo mostrados como diagramas
laranja e verde e sao rotulados como | e I, respectivamente. O residuo catalitico Ser160 &
mostrado como um retangulo vermelho. Polimeros PETn com terminais TPA e HE sé&o
rotulados. As porcdes de TPA destes polimeros PETn sdo rotuladas com os numeros 1, 2,
3, 4 e 5 de cada terminal. Na etapa de digestao terminal cada reagédo enzimatica na etapa
terminal da digestdo € mostrada em um diagrama. Os produtos resultantes das reacdes
enzimaticas estdo indicados com setas pretas. As linhas pontilhadas verdes claras indicam
0s caminhos que os produtos poliméricos PET seguem para a proxima reagdo. Sao
mostrados seis compostos relacionados ao PET: 2-HE(MHET)2, (MHET)2, MHET, TPA,
BHET e EG, que sao produtos resultantes da etapa terminal de digestdo. Os produtos de
degradacao final (MHET, TPA e EG) estao rotulados em negrito.
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FAST-PETase: uma inovagao na degradacao enzimatica de
PET

FAST-PETase (PETase Funcional, Ativa, Estavel e Tolerante) € uma enzima projetada para
melhorar a degradacado do tereftalato de polietiieno (Lu, H. 2022). Esta enzima foi
desenvolvida utilizando técnicas avancadas de engenharia genética e aprendizado de
maquina, uma espécie de algoritmo de inteligéncia artificial, com o objetivo de superar as
limitagbes das hidrolases PET existentes em termos de estabilidade térmica, atividade
catalitica e capacidade de decomposic¢ao de plasticos pés-consumo nio tratados.

Para desenvolver o FAST-PETase, o algoritmo MutCompute, baseado em redes neurais
convolucionais tridimensionais, foi utilizado para prever mutagdes que pudessem estabilizar
a estrutura da PETase e melhorar sua atividade. Este algoritmo avalia os microambientes
quimicos locais dos aminoacidos e sugere alteragdes que podem aumentar a estabilidade
térmica e a afinidade do substrato.

As principais mutagdes identificadas foram S121E, T140D, R224Q e N233K (Figura 6).
Estas mutacdes foram selecionadas pela sua capacidade de melhorar a interagdo da
enzima com o substrato PET e aumentar a estabilidade estrutural da enzima (Lu, H. 2022).

Figura 6: Mutagbes-chave. A estrutura da proteina WT PETase é apresentada usando a
saida do MutCompute. A cada residuo de aminoacido foi atribuida uma distribui¢cdo de
probabilidade que reflete a congruéncia quimica (mostrada em vermelho para os
desfavorecidos e em azul para os favorecidos) com microambientes quimicos vizinhos.
Microambientes locais préximos ao sitio ativo e os principais residuos de aminoacidos
desfavorecidos (S121, T140, R224, N233) sdo mostrados em painéis ampliados e
destacados como bastdes rosa. Os residuos do sitio ativo sdo mostrados como bastdes
laranja.

Fonte: Lu, H. (2022).
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Figura 7: Representacao do gene “Fast PETase”, que faz parte do circuito genético
desenhado neste trabalho.

Fast - PETase

Fonte: Autor

Melhorias em sites ativos e estrutura

Ser121Glu (S121E): A mutagdo S121E introduziu um residuo de glutamato em vez de serina
na posi¢ao 121. Esta mudancga permitiu a formacao de uma rede de ligagées de hidrogénio
mediada por agua com os residuos His186 e Asn172. A presenca destas ligagbes de
hidrogénio adicionais estabiliza a conformacéao do sitio ativo, melhorando assim a afinidade
da enzima pelo substrato e a sua atividade catalitica a temperaturas mais elevadas (Lu, H.
2022).

Thr140Asp (T140D): A substituicdo da treonina pelo aspartato na posigdo 140 (T140D)
introduziu um residuo carregado negativamente que estabiliza o sitio ativo através de
interacOes eletrostaticas adicionais. Esta mutacao também contribui para a estabilizacdo da
triade catalitica, melhorando a eficiéncia da hidrolise da ligagédo éster no PET (Lu, H. 2022).

Arg224GIn (R224Q): A mutacdo R224Q substitui uma arginina por uma glutamina,
resultando na formagédo de uma ligagdo de hidrogénio com o grupo carbonila do residuo
Ser192. Esta ligacdo de hidrogénio adicional estabiliza a conformacao do sitio ativo e
aumenta a afinidade da enzima pelos mondmeros PET, melhorando a atividade catalitica
geral (Lu, H. 2022).

Asn233Lys (N233K): A substituicho da asparagina por lisina na posicdo 233 (N233K)
resulta na formagdao de uma ponte salina com o residuo Glu204. Esta ponte salina
intramolecular € crucial para a estabilidade térmica da enzima, permitindo que a
FAST-PETase mantenha a sua atividade a temperaturas mais elevadas do que a PETase
original (Lu, H. 2022).

Avaliacao da atividade hidrolitica

Para avaliar a eficacia da FAST-PETase, foram realizados testes de atividade hidrolitica em
diferentes temperaturas (30-60°C) utilizando produtos PET pés-consumo. Os resultados
mostraram que a FAST-PETase tinha atividade significativamente maior em comparagao
com as variantes de PETase anteriormente conhecidas, ThermoPETase e DuraPETase.
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Especificamente, a FAST-PETase mostrou um aumento de 38 vezes na atividade a 50°C,
liberando monémeros PET 33,8 mM em 96 horas. Esta melhoria na atividade se deve a
mutagdes que aumentam a estabilidade térmica e a interacdo com o substrato.

Tabela 2: Atividade Hidrolitica Comparativa de Variantes de PETase

variante Principais mutagoées Atividade a 50°C (mM Estabilidade
de monémeros Térmica
liberados)
PETASAWT |- 0,9 Baixo
TermoPETase | Varios (por exemplo, T201S) | 12.3 Moderado
DuraPETase | Varios (e.g., D186H) 8.4 Moderado
RAPIDA-PET | S121E, T140D, R224Q, 33,8 Alto
ase N233K

Fonte: Autor

Proteinas fusionadas: Linkers

Ao fundir diferentes dominios proteicos ou unir proteinas, podem ser criadas moléculas
quiméricas com propriedades melhoradas ou novas funcgdes. Os ligantes, sequéncias de
aminoacidos que conectam dominios proteicos, desempenham um papel crucial nessas
construgdes, proporcionando flexibilidade e estabilidade estrutural. Existem varios tipos de
linkers, cada um com caracteristicas especificas:

1. Ligantes Flexiveis: Geralmente compostos por glicina e serina, esses ligantes
proporcionam flexibilidade entre os dominios proteicos, permitindo a liberdade de
movimento necessaria para a fungao enzimatica.

2. Linkers Rigidos: Compostos por sequéncias repetitivas de alanina ou prolina, esses
ligantes mantém uma conformagao mais fixa, o que pode ser benéfico para manter a
proximidade e a orientacao especifica entre dominios.

3. Ligantes Desintegraveis: Contém sequéncias especificas que podem ser
reconhecidas e cortadas por proteases, permitindo a separagcdo controlada dos
dominios fundidos sob condi¢des especificas.

Para melhorar a eficiéncia da despolimerizagdo do PET, este trabalho de conclusdo de
curso propde o desenvolvimento de proteinas quiméricas que fundem a PETase com outra
enzima complementar, como a MHETase, utilizando um linker flexivel. A fusdo de PETase e
MHETase poderia permitir um processo de despolimerizacdo mais eficiente, uma vez que
estas enzimas trabalham sinergicamente para converter PET nos seus mondmeros
constituintes.
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Figura 8: Representacéo da proteina quimérica, utilizando Fast PETase, o ligante e
MHETase, que faz parte do circuito genético desenhado neste trabalho.

Fonte: Autor

Biologia Sintética e Projeto de Circuitos Bioldgicos

A biologia sintética (SynBio) € um campo interdisciplinar que combina principios de biologia
e engenharia para projetar e construir novas fungdes e sistemas bioldgicos. Através da
manipulagcdo genética e da implementagdo de circuitos genéticos sintéticos, a biologia
sintética procura criar organismos com capacidades novas ou melhoradas. As aplicagdes da
biologia sintética incluem a produgdo de biocombustiveis, o desenvolvimento de novos
medicamentos, a criagcao de biossensores e a biorremediacdo de ambientes contaminados.

Uma das principais ferramentas da biologia sintética é a automagéo do projeto genético,
que permite aos cientistas projetar, modelar e analisar circuitos genéticos in silico antes de
construi-los em laboratoério. Esta metodologia economiza tempo e recursos e abre o campo
para uma comunidade interdisciplinar mais ampla (Buecherl & Myers, 2022).

Nesse sentido, o desenho de circuitos biolégicos envolve a criagdo de redes de genes que
desempenham funcgbes especificas dentro de uma célula. Esses circuitos podem operar no
nivel transcricional, controlando a expressao génica, ou no nivel pds-transcricional, usando
interacbes metabdlicas ou proteicas (SLUSARCZYK; LIN; WEISS, 2012)..

Um circuito genético € uma sequéncia de DNA projetada que regula a atividade de genes
dentro de uma célula, de maneira similar a um circuito eletrénico que controla o fluxo de
corrente elétrica. Ele € composto por varias "partes biolégicas" que interagem entre si para
realizar uma funcao especifica. Assim como em um circuito eletrénico, onde resistores,
capacitores e transistores sdo combinados para realizar tarefas como amplificacdo ou
interrupgdo de sinais, um circuito genético combina elementos como promotores,
operadores, genes codificadores e terminadores para controlar a expressdo génica e o
comportamento celular (SLUSARCZYK; LIN; WEISS, 2012).

Esses circuitos podem ser programados para responder a estimulos ambientais, ativar ou
desativar genes, e até produzir moléculas de interesse como proteinas ou metabdlitos. No
nivel transcricional, o circuito controla quando e onde os genes s&o ativados ou
desativados, enquanto no nivel pés-transcricional, ele pode modular a estabilidade do RNA
mensageiro ou a eficiéncia da traducao de proteinas. Assim, o design de circuitos genéticos
em biologia sintética € uma forma poderosa de programar o comportamento celular para
resolver problemas especificos, desde a degradacdo de plasticos até a produgédo de
substéancias terapéuticas (SLUSARCZYK; LIN; WEISS, 2012)..

O projeto de circuitos genéticos em biologia sintética baseia-se no uso de varias partes
bioldgicas que s&o montadas para criar sistemas funcionais dentro das células. Essas
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Versao Final

partes bioldgicas sdo essenciais para a construcao de circuitos que podem realizar tarefas
especificas, como regulacdo da expressdo génica, sinalizagdo celular e produgédo de
metabdlitos. Abaixo estdo algumas das partes bioldgicas mais comuns usadas no projeto de
circuitos genéticos (SLUSARCZYK; LIN; WEISS, 2012)..

Promotores

Promotores sao sequéncias de DNA que iniciam a transcricdo de um gene. Sao cruciais
para o controle da expressao genética, pois determinam quando e onde um gene é ativado.
Existem diferentes tipos de promotores:

1. Promotores Constitutivos: Esses promotores estdao continuamente ativos,
resultando em expressao genética constante. Eles sdo Uteis quando é necessaria a
producao sustentada de uma proteina especifica.

2. Promotores Indutiveis: Esses promotores podem ser ativados ou reprimidos em
resposta a estimulos especificos, como a presenga de um indutor quimico. Eles
permitem o controle preciso da expressdo genética em resposta a mudancgas
ambientais .

Operadores

Operadores sao sequéncias de DNA as quais proteinas repressoras ou ativadoras se ligam
para regular a transcrigdo. Os operadores trabalham em conjunto com os promotores para
controlar a expressao de genes especificos. Por exemplo, no sistema operon lac, o
operador lacO liga-se a proteina repressora Lacl para inibir a transcrigdo na auséncia de
lactose.

RBS (locais de ligagao ao ribossomo)

Os locais de ligagao ao ribossomo (RBS) sao sequéncias de RNA que facilitam o inicio da
traducao através do recrutamento de ribossomos. A eficiéncia de um RBS determina a
quantidade de proteina produzida a partir de um mRNA transcrito. RBS forte pode aumentar
a producgao de proteinas, enquanto RBS fraco pode reduzi-la.

Codificando Genes

Genes codificadores sdo sequéncias de DNA que codificam proteinas funcionais ou RNAs.
No projeto de circuitos genéticos, os genes codificadores podem incluir:

1. Genes Reporteres: Esses genes codificam proteinas facilmente detectaveis, como
a proteina vermelha (mCherry). Eles sdo usados para monitorar a atividade dos
circuitos genéticos.

2. Genes Funcionais: Esses genes codificam proteinas que desempenham fungdes
especificas dentro da célula, como enzimas metabdlicas como Fast-PETase,
proteinas estruturais ou fatores de transcricao.
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Terminadores

Terminadores sdo sequéncias de DNA que sinalizam o fim da transcricdo. Eles garantem
que a RNA polimerase pare no local correto, evitando a transcricido de sequéncias
indesejadas. Terminadores eficientes sdo essenciais para a precisao e eficiéncia dos
circuitos genéticos.

Syn Fronteiras e Mhetygua

Syn Fronteras é uma equipe de pesquisa em biologia sintética formada por estudantes da
Universidade Federal da Integragdo Latino-Americana (UNILA) que conseguiu se
estabelecer como referéncia na regido da Triplice Fronteira, que inclui Brasil, Argentina e
Paraguai. Fundada em 2020, a Syn Fronteras nasceu com o propdsito de promover a
biologia sintética nesta regido, envolvendo estudantes de diversas disciplinas e
nacionalidades latino-americanas. Ao longo da sua existéncia, a equipe desenvolveu
projetos inovadores que ndo sé ganharam reconhecimento internacional, como também
tiveram impacto direto na comunidade local.

A importancia do Syn Fronteras reside na sua capacidade de integrar o conhecimento
cientifico com a solucao de problemas ambientais e de saude publica, ao mesmo tempo que
promove a educacdo e a sensibilizagcdo em biologia sintética. Em 2021, a equipe se
destacou ao obter a medalha de ouro na competi¢cdo internacional iGEM (International
Genetically Engineered Machine), organizada pelo Instituto Tecnoldgico de Massachusetts
(MIT), com o projeto BioPank, tornando-se a primeira e Unica vez que uma equipe do Sul do
Brasil alcangou tal distingao.

O projeto BioPank teve como foco o problema da leishmaniose visceral, zoonose que atinge
tanto animais quanto humanos na regido de Foz do Iguagu, considerada endémica para
esta doenga. Com o objetivo de combater a leishmaniose visceral, a BioPank propbs o
desenho e construcdo de uma bactéria geneticamente modificada capaz de interromper a
transmissdo do parasita dentro do seu vetor, o mosquito palha (Lutzomyia longipalpis),
utilizando a técnica de paratransgénese. O BioPank langou as bases para projetos futuros,
gerando valiosos recursos genéticos e metodoldgicos. Esses recursos tém sido
fundamentais para a continuidade das pesquisas posteriores da equipe Syn Fronteras,
inclusive deste TCC, demonstrando a importancia de preservar e reaproveitar os avancos
alcancgados.

Por outro lado, o projeto Mhetygua representa um novo desafio assumido pela Syn
Fronteras em 2022, que visa a degradagao de plasticos em massas de agua através da
utilizacdo de microalgas geneticamente modificadas. Este projeto teve como foco a
engenharia de Chlamydomonas reinhardtii para expressar as enzimas PETase e MHETase,
responsaveis pela degradacgao do tereftalato de polietileno (PET), um plastico amplamente
utilizado e dificil de degradar naturalmente. O objetivo final de Mhetygua é avaliar a
viabilidade do uso dessas microalgas modificadas em lagoas de estabilizacao de estacdes
de tratamento de a&aguas residuais, como estratégia para mitigar a poluicdo por
microplasticos.
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Este Projeto de Concluséo de Curso (TCC) desempenha um papel crucial na conexao entre
esses dois importantes projetos desenvolvidos pela Syn Fronteras: BioPank e Mhetygua. A
ligagdo se manifesta através da utilizagdo do circuito de expressédo originalmente
desenhado para o projeto BioPank, que foi reaproveitado e adaptado para a expressao da
enzima chave do projeto Mhetygua, a Fast-PETase. Esta reutilizacdo ndo s6 otimiza a
utilizacdo dos recursos ja disponiveis, mas também sublinha a importancia de manter a
continuidade dos projetos de investigagao.
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Objetivos

Objetivo geral

Projetar e montar circuitos genéticos em Escherichia coli para a produgao de
enzimas degradadoras de PET.

Objetivos especificos

Versao Final Honol ogada
17/ 10/ 2024 22: 27

Projetar e sintetizar primers especificos para a reutilizagdo de plasmideos existentes
como base para a expressao de enzimas que degradam PET.

Projetar e montar plasmideos recombinantes contendo o gene Fast-PETase e
MHETase.

Transformar Escherichia coli com os plasmideos construidos e selecionar colénias
bem-sucedidas através da expressao de marcadores seletivos.

Induzir a expressdo de enzimas degradadoras de PET em Escherichia coli BL21
utilizando IPTG.

Realizar testes de atividade enzimatica em placas com policaprolactona, como
validacdo do conceito relacionado a degradacdo do PET pelas enzimas
selecionadas.

Propor melhorias nos projetos de circuitos experimentais e genéticos para aumentar
a eficiéncia de montagem, produgao e secrecao de enzimas degradadoras de PET
em Escherichia coli e outros organismos modelo.

Reutilizar recursos bioldgicos como G-Blocks e primers do projeto BioPank e
Mhetygua, garantindo que as partes biolégicas existentes sejam efetivamente
integradas em novos designs de circuitos genéticos.

Utilizar este Trabalho de Conclusdo de Curso como instrumento para manter ativos
os projetos BioPank e Mhetygua, documentando e sistematizando os avancgos e
resultados obtidos para garantir a continuidade e o desenvolvimento desses
projetos.

Fortalecer o ecossistema de biologia sintética da UNILA, promovendo o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas a esta area.
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Metodologia

Os pontos-chave do processo experimental (Figura 9) mostram os trabalhos realizados no
laboratério para a construgdo e validagao de circuitos genéticos destinados a degradacgéao
de plasticos. A linha do tempo destaca eventos importantes, como a reativagao de células
E. coli DH5a com o plasmideo GO em 20 de margo de 2023, seguida por etapas cruciais
como a expressao de mCherry em dezembro de 2023 e a miniprep realizada em janeiro de
2024. Posteriormente, sao incluidos marcos importantes, como a linearizagao bem-sucedida
do plasmideo GO em marcgo e julho de 2024, bem como a montagem do circuito E3 em 31
de julho de 2024 e a validag&o por meio de PCR de colénia em agosto do mesmo ano. Além
disso, sao projetados passos futuros, como a transformacédo em E. coli BL21 e a avaliagao
da atividade enzimatica por meio de testes de degradagao de plasticos.

Figura 9: fluxograma dos experimentos laboratoriais

Fonte: Autor

E importante destacar que a figura x reflete apenas os processos experimentais realizados
no laboratério. Nao inclui as etapas in silico ou as analises computacionais, que também
foram fundamentais ao longo de todo o periodo experimental. Isso ressalta o foco pratico e
as técnicas biolégicas empregadas no desenvolvimento deste trabalho, evidenciando os
tempos envolvidos e 0s marcos principais alcangcados.

Selecio de chassi

O chassi, definido como o organismo hospedeiro que abriga os componentes genéticos
sintéticos, & essencial para garantir a funcionalidade do circuito genético. O chassi deve ser
selecionado e otimizado para manter a estabilidade genética dos componentes inseridos,
garantir a compatibilidade metabdlica, adaptar-se a condigdes ambientais especificas e ser
facil de manipular geneticamente. (De Lorenzo, V. et al., 2020).
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Neste trabalho selecionamos Escherichia coli (E. coli) como chassi principal devido as suas
inimeras vantagens. E. coli E um organismo de facil cultivo e que cresce rapidamente em
meios de cultura simples, permitindo a realizagao de experimentos de forma eficiente e
econdmica. Além disso, hd uma grande variedade de ferramentas genéticas disponiveis
para E. coli, incluindo vetores de expresséo, sistemas de regulagdo genética e métodos de
transformacéao eficientes. A biologia e a genética E. coli sdo bem caracterizados, facilitando
o projeto e otimizagao de circuitos genéticos complexos. (Adams, BL et al., 2016).

Projeto in-silico do circuito genético

Sobre as construgdes genéticas do projeto BioPank

O circuito genético GO (Figura 8) foi desenhado durante o projeto BioPank, tem a fungao de
ser um circuito base para servir de modelo para outros circuitos, construido de forma que
sejam mantidas as seguintes partes: promotor, RiboJ, peptideo sinal RBS. Desta forma, o
gene que codifica mCherry pode ser removido e outros genes de interesse podem ser
colocados. No caso do projeto BioPank, foram colocados diferentes peptideos
antimicrobianos no lugar do mCherry, tendo assim um circuito modular.

Figura 11: Esquema do cassete de expressao mCherry do projeto BioPank

Fonte: Autor

O cassete de expressdo mCherry do projeto BioPank é composto por:

Promotor pT7 - LacO: Como o projeto BioPank era uma prova de conceito e ndo a versao
final do dispositivo, optou-se pela utilizagdo do promotor PT7-LacO. Este promotor é
conhecido por sua alta eficiéncia, € bem caracterizado e € induzivel por IPTG (isopropil
beta-D-1-tiogalactopiranosideo).

RiboJ: RiboJ é uma ribozima que atua como isolante genético em sistemas bacterianos
para a construgdo de circuitos genéticos sintéticos. Sua principal fungdo € reduzir a
dependéncia do contexto, evitando interagdes indesejadas entre partes genéticas
adjacentes. Isto melhora a modularidade e a previsibilidade dos circuitos genéticos,
tornando o comportamento de cada componente mais previsivel e independente do
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ambiente. Os pesquisadores estudaram o impacto do isolamento com RiboJ na expressao
de um gene reporter controlado por diferentes promotores constitutivos em Escherichia coli,
demonstrando que, dependendo da forga do promotor, o isolamento com RiboJ pode
aumentar significativamente a quantidade de proteinas e transcritos (Clifton et al., 2018).

RBS: O sitio de ligagdo ao ribossomo B0034 (RBS) & extensivamente caracterizado e tem
um extenso historico de uso no Registro de Partes Bioldgicas Padrao.

Pep S: O peptideo sinal OmpA foi selecionado por sua funcionalidade em ambos E. coli
como em B. subtilis, permitindo que os testes de expresséo iniciais sejam realizados em E.
coli antes de aplicar a estratégia final em B. subtilis (Pechsrichuang et al., 2016).

Tag para purficagao: O marcador de polihistidina (His-Tag) € uma sequéncia de
aminoacidos contendo histidina que é adicionada a uma proteina para facilitar sua
purificacdo. A histidina tem afinidade especifica por ions de niquel, e His-Tags sao
adicionados as sequéncias de proteinas para permitir seu isolamento e purificagdo usando
resinas de niquel (Roshanak et al., 2023).

mCherry: mCherry é uma proteina vermelha fluorescente amplamente utilizada como
marcador genético em estudos de biologia molecular. No contexto do projeto BioPank, o
mCherry foi incluido como gene repérter para visualizar e confirmar a expressao dos
circuitos genéticos projetados. A inclusdo do mCherry foi essencial para validar
experimentalmente os ensaios de expressdo e garantir que o desenho do circuito
funcionasse corretamente no ambiente biolégico escolhido.

Terminador: Por fim, o terminador selecionado foi o terminador duplo B0015, que é bem
caracterizado e amplamente utilizado na constru¢ao de circuitos genéticos.
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Figura 12: Plasmideo GO_mCherry pBBR1Mcs-2 montado em pBBR1Mcs-2 para
expressao.

Fonte: Autor

A proposta deste trabalho consiste em eliminar o gene mCherry através da linearizagéo do
plasmideo GO por PCR, mantendo a integridade da construgédo genética para permitir a
insercao do gene Fast-PETase por homologia no sitio ocupado pelo mCherry.

Desenho do circuito genético com Fast-PETase em Benchling

Benchling € uma plataforma abrangente de pesquisa e desenvolvimento em biologia que
facilita o gerenciamento de projetos cientificos por meio de um ambiente colaborativo
baseado em nuvem. Projetado especificamente para pesquisadores de biotecnologia e
biologia sintética, o Benchling fornece ferramentas avancadas para edi¢ao e analise de
sequéncias de DNA, gerenciamento de plasmideos e design de experimentos. Usando
Benchling, 3 circuitos genéticos foram projetados e construidos (Figura 10). Os circuitos
geneéticos projetados e sua constru¢ao detalhada sao descritos abaixo.
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https://benchling.com/s/seq-d47sysRbcDU1u4XNhZSS?m=slm-qDQYy6WVcH9TYlqH8vxk

Figura 13: Circuitos genéticos desenhados para este projeto. GO o cassete de expressao
mais mCherry. E3 o cassete de expressao mais rapido da Petasa. E4 o cassete de
expressao mais Fast-Petase, ligante e MHETase. E5 o cassete de expressdo mais

Fast-PETase e mCherry.

Fonte: Autor

Para todas as construgdes foi utilizado o plasmideo GO_mCherry_pBBR1Mcs-2. Para isso,
primeiramente é linearizado, obtendo-se o plasmideo GO _pBBR1Mcs-2 LINEARIZADO sem
o gene mCherry.
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https://benchling.com/s/seq-hidrZ8skggUDtJejVQeI?m=slm-qGoTNz0z4lKEUJzSMYUs

Figura 14: GO _pBBR1Mcs-2 LINEARIZADO

Fonte: Autor

Figura 15: E3. GO+F-PETase FWD, primeiro a linearizar GO_mCherry pBBR1Mcs-2

Fonte: Autor

Figura 16: E345. GO+F-PETase REV, primeiro a linearizar GO_mCherry pBBR1Mcs-2

Fonte: Autor

Para garantir que as construgdes genéticas projetadas fossem viaveis antes de realizar os
experimentos no laboratério, foi necessario validar cada uma delas utilizando ferramentas
in-silico. Essas validacbes computacionais permitiram verificar a correta linearizagdo dos
plasmideos e a funcionalidade dos primers projetados, além de antecipar possiveis
dificuldades experimentais. A seguir, detalho o processo de validagdo in-silico das
construgdes genéticas.
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https://benchling.com/s/seq-bzlI3nWp0z4wb6usevP4?m=slm-Q2bFmKR7yNDXcMTIheBg
https://benchling.com/s/seq-d47sysRbcDU1u4XNhZSS?m=slm-qDQYy6WVcH9TYlqH8vxk

Validagao de Primer usando a ferramenta OligoAnalyzer™

Para garantir a eficiéncia e especificidade dos primers desenhados para a amplificagao de
sequéncias especificas de DNA, foi utilizada a ferramenta OligoAnalyzer™. Este software
permite analisar diversas propriedades dos oligonucleotideos, fornecendo uma avaliagéo
detalhada de sua adequacao para reacoes de PCR.

Procedimento

Inicialmente, as sequéncias de primers foram inseridas na interface OligoAnalyzer™. A
ferramenta foi utilizada para avaliar diversos parametros criticos, como:

e Temperatura de Melting (Tm): A Tm de cada primer foi determinada, garantindo
que as temperaturas de fusao dos primers direto e reverso fossem compativeis,
idealmente dentro de uma faixa de 2-5°C.

e Formacao de Dimeros e Estruturas Secundarias: Foi examinada a possibilidade
de formacao de dimeros de primers (intermoleculares) e hairpins (estruturas
intramoleculares), uma vez que estes podem interferir na eficiéncia da PCR.

e Conteudo do GC: A porcentagem de bases guanina e citosina (conteudo de GC) foi
avaliada, garantindo que estava dentro da faixa ideal (40-60%) para garantir ligagao
especifica e estavel ao modelo de DNA.

e Autocomplementaridade: Foi analisada a tendéncia dos primers em formar
estruturas autocomplementares, o que pode reduzir a eficiéncia da amplificagao.

Validagao de Primer usando NEBuilder® Assembly Tool

Para garantir que os primers projetados gerarao sobreposi¢cdes adequadas para posterior
montagem do plasmideo, foi utilizado o software NEBuilder® Assembly Tool. Esta
ferramenta permite simular o processo de montagem do DNA in silico, proporcionando uma
verificagao critica antes de realizar os experimentos em laboratério.

As sequéncias dos fragmentos de DNA e os primers desenhados foram inseridos na
interface NEBuilder® Assembly Tool. O software realiza uma simulagdo da montagem dos
fragmentos de DNA com base nos principios da clonagem por recombinagdo homologa. Os
seguintes parametros foram avaliados:

e Comprimento da sobreposicao: Verificou-se que as sobreposi¢cdes geradas pelos
primers foram de 20 pares de bases.

e Compatibilidade de sequéncia: A compatibilidade das sequéncias sobrepostas foi
analisada, garantindo que as bases eram complementares e permitiam hibridizagéo
especifica.

e Eficiéncia de montagem: O software forneceu uma estimativa da eficiéncia da
montagem, com base na qualidade e comprimento das sobreposi¢cdes geradas.
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Construcdes genéticas

Construgéo 1

O gene foi usado E3 RAPIDO-PETase para inserir em GO_pBBR1Mcs-2 LINEARIZADO
dando como resultado GO pBBR1MCS-2 + F-PETase

Figura 17: GO pBBR1MCS-2 + F-PETase

Fonte: Autor
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https://benchling.com/s/seq-7xU5Kn9Cd8hkqWjcJsB4?m=slm-KWtbj0upOpuXhdoWdywQ
https://benchling.com/s/seq-hidrZ8skggUDtJejVQeI?m=slm-qGoTNz0z4lKEUJzSMYUs
https://benchling.com/s/seq-Em5cgsSNgWrFaNIjkiyJ?m=slm-Vc1Wv7Zn7xxzOc2LlSYB
https://benchling.com/s/seq-Em5cgsSNgWrFaNIjkiyJ?m=slm-Vc1Wv7Zn7xxzOc2LlSYB

Construcéao 2

O circuito foi usado E4.FAST-PETase_Linker MHETase_sp20 que contém E3
RAPIDO-PETase, linker, MHETtase e sp20, para inserirem GO _pBBR1Mcs-2
LINEARIZADO dando como resultado GO pPBBR1MCS-2 +
F-PETase_Link_MHETase SP20. Esta é a maior construgao em numero de pares de bases,
para ordenar a sintese ela teve que ser separada em trés gBlocks

o E41 FAST-PETase_Linker MHETase

o EA42 FAST-PETase Linker MHETase

o E43. FAST-PETase_Linker MHETase_SP20

Figura 18: GO pBBR1MCS-2 + F-PETase_Link_MHETase_SP20

Fonte: Autor
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https://benchling.com/s/seq-am3Iw3Defw41WLqHuxhO?m=slm-uRdyG7LslMCPdXfu8MEf
https://benchling.com/s/seq-7xU5Kn9Cd8hkqWjcJsB4?m=slm-KWtbj0upOpuXhdoWdywQ
https://benchling.com/s/seq-7xU5Kn9Cd8hkqWjcJsB4?m=slm-KWtbj0upOpuXhdoWdywQ
https://benchling.com/s/seq-hidrZ8skggUDtJejVQeI?m=slm-qGoTNz0z4lKEUJzSMYUs
https://benchling.com/s/seq-hidrZ8skggUDtJejVQeI?m=slm-qGoTNz0z4lKEUJzSMYUs
https://benchling.com/s/seq-6l2nnXSyW2IYnGfGyn85?m=slm-oYEhu5URJA7KDIbo3DwL
https://benchling.com/s/seq-6l2nnXSyW2IYnGfGyn85?m=slm-oYEhu5URJA7KDIbo3DwL
https://benchling.com/s/seq-UM6kZUV9k3j6Retv8HcQ?m=slm-lBBD5P48bWCxBwqHQ93l
https://benchling.com/s/seq-4vU7fZ6Y3YbtM75Xro1U?m=slm-dhVXcBveaCG50YIC8OBC
https://benchling.com/s/seq-XhspmPe5MJYDiId248pp?m=slm-CT9o7E8QiwXBlnvKDwfc
https://benchling.com/s/seq-6l2nnXSyW2IYnGfGyn85?m=slm-oYEhu5URJA7KDIbo3DwL

Construcéo 3

O gene foi usado E3 RAPIDO-PETase junto F2A_mCherry para inserir em G0_pBBR1Mcs-2
LINEARIZADO dando como resultado E5. GO pBBR1MCS-2 + F-PETase F2A_mCherry,

com o proposito de termos uma construgdo com nossa enzima de interesse e um repérter
mCherry

Figura 19: E5. GO pBBR1MCS-2 + F-PETase_F2A_mCherry

Fonte: Autor
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https://benchling.com/s/seq-kruHI3CIAHE9FyKiGpTw?m=slm-ID2kL1DLIxICNI4PZ5PL
https://benchling.com/s/seq-hidrZ8skggUDtJejVQeI?m=slm-qGoTNz0z4lKEUJzSMYUs
https://benchling.com/s/seq-hidrZ8skggUDtJejVQeI?m=slm-qGoTNz0z4lKEUJzSMYUs
https://benchling.com/s/seq-kpEApOoMhPMwVuOuMmxi?m=slm-XpAokB6RVJbz3JZT3u4R
https://benchling.com/s/seq-kpEApOoMhPMwVuOuMmxi?m=slm-XpAokB6RVJbz3JZT3u4R

Experimentos de laboratério

Esta segao detalha os experimentos laboratoriais realizados durante o desenvolvimento
deste projeto de conclusao de curso. Esses experimentos foram realizados com o objetivo
de construir e avaliar circuitos genéticos utilizando técnicas de biologia molecular e
ferramentas de biologia sintética. A selecao e preparagao de solugdes, meios de cultura,
bem como a manipulagao e transformacéo de Escherichia coli com os plasmideos
desenhados, constituiram a base experimental para a validacdo das construgcdes genéticas
propostas. Detalhes experimentais especificos, incluindo procedimentos passo a passo e
condi¢des exatas utilizadas em cada experimento, podem ser encontrados na se¢ao
“Anexos”, onde sao apresentados os Protocolos Operacionais Padrao (POPs).

Preparacao de solugoes estoque para atividades de biologia molecular

Para comecar, foram preparadas diversas solugbes estoque essenciais para atividades de
biologia molecular, como Tris-HCI 1 M, EDTA 0,5 M, TE 10X e 1X, TBE 10X e 0,5X,
Carregamento de corante e sacarose 1 M (POP 00).

Preparacao do meio de cultura LB (Luria Bertani)

O meio de cultura LB, tanto na forma liquida como sélida, foi preparado seguindo
procedimentos padrédo (POP 01). O meio sdlido incluia agar e foi esterilizado em autoclave.
Caso fosse necessario adicionar antibiéticos, eles eram incorporados apés o meio ter
esfriado a uma temperatura que permitia o manuseio sem risco de decomposicao do
antibidtico.

Reativagao de Escherichia coli como plasmideo G0 de facadas ou culturas
preservadas

A reativacao de E. coli foi feita a partir de culturas conservadas em glicerol a -80°C. O
procedimento incluiu a transferéncia de uma pequena quantidade de cultura para meio
liquido e sua incubacao durante a noite a 37°C e 250 RPM para aumentar a concentragao
de oxigénio no cultivo. Posteriormente, foram feitas estrias em placas de Petri para
obtengdo de culturas isoladas (POP 02).

Preparacao de solugdes para extragao de plasmideos utilizando Miniprep Alkaline
Lysis

Para extragéo de plasmideo foram preparadas solu¢des de GTE (glicose, Tris-HCI, EDTA),
NaOH/SDS e acetato de sédio. Estas solugdes foram utilizadas para lise celular,
precipitacado de proteinas e recuperacao de DNA plasmidico por centrifugagédo (POP 03).

Extracao de Plasmideo por Lise Alcalina Miniprep

A extracao de plasmideo foi realizada utilizando o protocolo de minipreparacéao de lise
alcalina. 5ml de E. coli em meio LB e as células foram lisadas utilizando as solugdes
previamente preparadas. O DNA plasmidico foi precipitado com etanol absoluto e
ressuspenso em tampao TE para posterior leitura (POP 04).
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Figura 20: Resultado da extracdo no nanodrop, com o plasmideo GO. A leitura foi feita em

triplicata. Sendo elas as leituras 13, 14 e 15.

Fonte: Autor

Razbes de Pureza: A260/A280: é um indicador da pureza da amostra de DNA ou RNA.
Uma propor¢ao de aproximadamente 1,8 € considerada pura para o DNA, enquanto uma
proporgcao de aproximadamente 2,0 é considerada pura para o RNA. 260/A230: é outro
indicador de pureza, principalmente em termos de contaminantes orgéanicos e sais. Uma
proporcao de aproximadamente 2,0-2,2 é ideal.

Linearizacao do plasmideo G0 usando o kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix

O plasmideo GO foi linearizado usando o kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix. O
procedimento incluiu a preparacdo de uma mistura reacional com primers especificos e o

plasmideo GO, seguida de PCR. Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em

gel de agarose (POP 06).

Tabela 3: Configuragcéo do termociclador para linearizagado do plasmideo GO.

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacao inicial 98°C 5 minutos
Desnaturacao 30 ciclos 98°C 10 segundos
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toque 65°C 30 segundos

Extensao 72°C 3 minutos
Extensao final 72°C 10 minutos
Final 4°C 0

Fonte: Autor

Eletroforese em Gel de Agarose

Eletroforese em gel de agarose foi utilizada para analisar os produtos de PCR. Um gel de
agarose a 1,2% foi preparado com 0,5X TBE e as amostras foram carregadas juntamente
com um marcador de DNA. A corrida foi realizada a 50V por 20-30 minutos e os resultados
foram visualizados sob luz UV (POP 07).

Figura 21: Resultado da execugao da eletroforese. Observando nas linhas 4 e 5 o
plasmideo GO linearizou na altura de 5589 pb. Para melhor visualizag&o a foto foi convertida
em negativo com Photoshop.

Fonte: Autor
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Figura 22: Resultado da execucgao da eletroforese. Observando nas linhas 4 e 5 0
plasmideo GO linearizou em uma altura superior a 5589 pb, embora nao seja tao preciso
quanto o anterior, porém deu certa confiabilidade. Para melhor visualizagao a foto foi
convertida em negativo com Photoshop.

Fonte: Autor

Extracao de plasmideo linearizado em Gel usando o Monarch® DNA Gel Extraction Kit

A extracao de DNA de fragmentos de gel de agarose foi realizada utilizando o Monarch®
DNA Gel Extraction Kit (NEB) para purificar o DNA ap6s eletroforese. O procedimento
consistiu em cortar cuidadosamente o fragmento de DNA desejado do gel de agarose e
dissolvé-lo em tampao de dissolugao especifico. A mistura foi incubada a 50°C até o gel
estar completamente dissolvido. O DNA dissolvido foi entdo carregado em uma coluna
giratdria, onde se ligou a matriz da coluna. Apos duas lavagens com tampéao de lavagem de
ADN, o ADN purificado foi eluido com tampéao de eluicdo aquecido a 50°C para melhorar o
rendimento. O DNA purificado foi coletado em um volume minimo para garantir alta
concentracao e armazenado a -20°C para uso posterior (POP 17).
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Figura 23: Resultado da corrida de eletroforese dos produtos de PCR (GO linearizado) antes
da extragao do gel. Observando nas linhas 3, 4, 5 e 6 o plasmideo GO linearizou na altura
de 5589 pb. Com presenca de manchas luminosas na altura de £200 pb correspondendo

principalmente a primers.

Fonte: Autor.

Figura 24: Resultado da corrida de eletroforese dos produtos de PCR (Linearizado G0) apds
extracdo do gel. Observando nas linhas 2, 3, 4, 6, 7 € 8 o plasmideo GO linearizado e
purificado na altura de 5500 pb, sem a presenca de pontos brilhantes na altura de £100 pb
correspondendo principalmente a primers.

Fonte: Autor
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Montagem do GO Linearizado e das insergcoes de DNA do NEBuilder® HiFi DNA
Assembly Cloning Kit

A montagem dos fragmentos de DNA de interesse, que € o gene que codifica a enzima
Fast-PETase e o plasmideo GO linearizado, foi realizada utilizando o NEBuilder® HiFi DNA
Assembly Cloning Kit. As reacdes de montagem foram incubadas a 50°C e armazenadas a
-. 20°C antes da transformacao em células competentes de E. coli (POP 08).

Figura 25: Calculo com NEBioCalculator de quantos ng de vetor seréo necessarios,
considerando que 27fmol é o ideal.

Fonte: Autor

Figura 26: Calculo com NEBioCalculator de quantos ng de inserto serdo necessarios
(Fast-PETase).

Fonte: Autor.
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Tabela 4: Quantidades utilizadas para realizar a montagem de gibson na proporgao de 1:3
considerando minimo de 0,03 pmoles e maximo de 0,2 pmoles de DNA total.

pmoles

ADN Vetor Inserir
de 92,96 de 45,86 de
Proporcao Proporgcao de 1:3
0,027 pmole 0,081 pmole

ADN total: 0,128 pmoles

Fonte: Autor

PCR de Coldnia Utilizando o Kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix

Uma vez concluida a montagem gibson e transformada em um E. coliDH5um, foi deixado
crescer por 8 dias em estufa a 37°C. Entdo A PCR de col6nia foi realizada para verificar
a presenca do plasmideo montado nas células transformadas. As reacdes de PCR foram
preparadas usando o kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix e executadas em um termociclador

(POP 12).

Tabela 5: Configuracao do termociclador para PCR de coldnia para GO+Fast-PETase.

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacgao inicial 98°C 5 minutos
Desnaturagao 30 ciclos 98°C 10 segundos
toque 65°C 30 segundos
Extensao 72°C 30 segundos
Extensao final 72°C 2 minutos
Final 4°C 0
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Figura 27: Execucgéao de eletroforese do resultado da PCR de colbnia, na qual o amplicon
esperado na altura de £1279 pb é visto na linha 2 e na linha 6 (fraco). Demonstrando uma
col6nia positiva para o plasmideo com Fast-PETase.

Fonte: Autor

Cultura de inéculo para realizar Miniprep

Foi realizado o indculo das colénias positivas para PCR de colbnia, a partir das linhas 2 e 6,
sendo a linha 6 uma linha mais fraca, o que pode indicar menor concentragao de
plasmideos (POP 04).

Figura 28: a) Indculo das linhas 2 e 6 no tempo 0. b) Inéculo das linhas 2 e 6 apds 48 horas.
Observa-se que o indculo da linha 6 (direita) também é mais fraco, semelhante a banda
anterior de PCR de col6nia da linha 6, indicando menor presenca de células.

a) b)

Fonte: Autor
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Extracao de Plasmideo por Lise Alcalina Miniprep

A extragdo do plasmideo foi realizada a partir do in6culo 1 (tubo esquerdo na Figura 25.b)
usando o protocolo de minipreparacao de lise alcalina. 5 ml de E. coli foram cultivados em
meio LB e as células foram lisadas utilizando as solu¢des previamente preparadas. O DNA
plasmidico foi precipitado com etanol absoluto e ressuspenso em tampao TE para posterior
leitura (POP 04).

Figura 29: Resultado da leitura em triplicata da extragdo no nanodrop, com o plasmideo
GO+Fast-PETase. Demonstrando aparentemente boa concentragdo de DNA, porém, com
muita contaminacgao.

Fonte: Autor

Figura 30: Execucéao de eletroforese da minipreparagao da figura 29 na qual um amplicon é
visto na linha 7 a uma altura de 2kb e ndo a uma altura de £1279 pb como esperado.

Fonte: Autor.
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Resultados e discussao

Apesar de ter obtido resultados preliminares promissores na extracdo do plasmideo
GO+Fast-PETase utilizando miniprep de lise alcalina, as leituras subsequentes no Nanodrop,
bem como a corrida de eletroforese, indicaram a presenga de contaminagao na amostra e
uma discrepancia no tamanho do o amplicon observado, sugerindo a necessidade de
otimizar alguns aspectos do processo. Estes resultados iniciais sublinham a importancia de
ajustar os protocolos utilizados e realizar uma analise mais detalhada do ADN extraido para
garantir que o plasmideo obtido cumpre os parametros esperados.

O projeto foi conduzido até a construgdo do circuito genético com sucesso, incluindo a
validacao da presencga do gene da Fast-PETase por meio de PCR de colbnia. As préximas
etapas envolvem a transformacao das células de Escherichia coli BL21 e a subsequente
expressao da enzima Fast-PETase. Além disso, serdo realizados ensaios para a validagao
da atividade enzimatica da Fast-PETase, com testes de degradagdo utilizando
policaprolactona e PET. Essas etapas serdo essenciais para confirmar a eficiéncia da
enzima na degradagao de plasticos, consolidando os avangos alcangcados até o momento.

Impacto do TCC no ecossistema da Biologia Sintética

Este TCC tem servido como instrumento fundamental para manter ativos os projetos
BioPank e Mhetygua, duas iniciativas importantes da equipe Syn Fronteras. Esses projetos,
que tém sido fundamentais para o avango da pesquisa em biologia sintética na UNILA,
encontraram neste TCC um meio para continuar desenvolvendo e aplicando o
conhecimento e os recursos acumulados nos anos anteriores. Além disso, este trabalho
contribuiu para fortalecer a comunidade de biologia sintética na UNILA, posicionando a
universidade como referéncia regional nesta area emergente.

O impacto desta TCC vai além dos resultados experimentais individuais. Ao servir de ponte
entre projetos anteriores e futuros, este trabalho garante a continuidade das pesquisas em
biologia sintética dentro da UNILA. Além disso, reforca a importancia da colaboragéo
interdisciplinar e do desenvolvimento de capacidades locais em biotecnologia, o que é
crucial para a sustentabilidade a longo prazo da investigacao nesta area.

Projeto e montagem de Circuitos Genéticos

Trés circuitos genéticos (“E3. GO+Fast-PETase”, “E4. GO+Fast-PETase+Linker+MHETase” e
“E5. GO+Fast-PETase+mCherry”) foram projetados usando a plataforma Benchling. Esse
desenho envolveu ndo apenas a criagao de sequéncias especificas para cada gene, mas
também o planejamento das sequéncias sobrepostas necessarias para a técnica de Gibson
Assembly, que permite a montagem eficiente de fragmentos de DNA. A escolha dos
elementos genéticos, incluindo promotores, sitios de ligagdo ao ribossomo e terminadores,
foi feita considerando a necessidade de expressao eficiente e controlada das enzimas
(Figura 10).

O projeto bem-sucedido desses circuitos é essencial para avangar na produgao de enzimas
capazes de degradar plasticos como o PET (Figura 25).
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Figura 31: Execucgéao de eletroforese do resultado da PCR de colbnia, na qual o amplicon
esperado na altura de £1279 pb é visto na linha 2 e na linha 6 (fraco). Demonstrando uma
col6nia positiva para o plasmideo com Fast-PETase.

Fonte: Autor

A construcao destes circuitos através do Gibson Assembly ndo sé demonstra a capacidade
técnica de integrar multiplas sequéncias genéticas, mas também destaca a versatilidade e
eficacia desta técnica na biologia sintética moderna. A capacidade de montar com sucesso
o circuito "E3. GO+Fast-PETase" valida a abordagem metodoldgica utilizada, enquanto a
dificuldade encontrada no circuito "E4. GO+Fast-PETase+Linker+MHETase" sublinha a
importancia de contar com recursos adequados e organizagao do laboratério, o que reforga
a necessidade de um espaco dedicado a biologia sintética na UNILA.

Reutilizagdo de Recursos Genéticos

Foram reaproveitadas partes genéticas ou gBlocks de projetos anteriores da equipe Syn
Fronteras, especificamente dos projetos BioPank (2020/21) e Mhetygua (2022/23). Estas
pecas genéticas incluem sequéncias ja sintetizadas, o que permitiu reduzir os custos e o
tempo de desenvolvimento do projeto atual. Esta reutilizagdo é um exemplo de
sustentabilidade na investigagdo, onde recursos limitados sdo otimizados para obter o
maximo beneficio.

A reutilizagcdo de gBlocks ndo sé demonstra uma gestdo eficiente de recursos no
laboratério, mas também destaca a importancia da colaboracao continua e da transferéncia
de conhecimento entre projetos. Esta abordagem n&o sé poupa tempo e dinheiro, mas
também incentiva a criacdo de uma base sélida de ferramentas genéticas que podem ser
aproveitadas por futuros investigadores. Além disso, ao reutilizar partes genéticas
validadas, aumenta-se a probabilidade de sucesso nos experimentos atuais, o que é
essencial para o avango da pesquisa sobre biodegradacgao plastica.
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Validacao de Protocolos Operacionais Padrao (SOPs)

Foram validados 13 Protocolos Operacionais Padrao (POPs), que vao desde a reativagao
celular até a montagem de circuitos genéticos. Esses POPs foram cuidadosamente
avaliados para garantir a reprodutibilidade e eficiéncia de cada etapa. A validagao incluiu
otimizacao das condi¢des experimentais, verificacao da integridade do DNA e das proteinas
e teste de funcionalidade em sistemas experimentais relevantes.

Ter POPs validados é crucial para garantir que os experimentos sejam reprodutiveis e que
os resultados obtidos sejam confiaveis. Além disso, fortalece a infraestrutura metodoldgica
do laboratdrio, beneficiando tanto o projeto atual quanto futuras pesquisas na area de
biologia sintética. Abaixo estdo alguns pontos-chave e aprendizados criticos obtidos durante
0 processo experimental:

Erros na identificagao do plasmideo

No inicio do ano, tentei linearizar o plasmideo GO para usa-lo como cassete de expressao
para Fast-PETase. No dia 2 de fevereiro de 2024 consegui obter uma banda de
aproximadamente 5.500 pb, mas estava procurando erroneamente uma banda de 3.000 pb.
Esse mal-entendido me levou a tentar diferentes estratégias, como uso de diversos primers,
ajustes nas concentragdes de gel e DNA, entre outros, tentando encontrar uma banda de
+3000 pb.

Figura 32: Execugao de eletroforese da linearizacdo de GO em 2 de fevereiro de 2024.
Vé-se nas linhas 4 e 7 que GO foi linearizado corretamente na altura de £5500 pb, porém
como ficou na altura de £3000 pb, naquela época eu dei essa execu¢gao como um resultado
incorreto.

Fonte: Autor.

Apods semanas de testes reprovados, me reuni com o professor Cristian, que sugeriu ajustes
no protocolo de PCR, como reducao da temperatura de recozimento, aumento do tempo de
extensdo e realizagdo de controles adicionais. Apesar das mudangas, os resultados
permaneceram inconclusivos. Finalmente, em 1° de margo de 2024, observei que uma das
bandas apresentava a intensidade correta para uma linearizagdo bem-sucedida. Apos uma
analise mais aprofundada, descobri que o problema era que eu estava trabalhando com o
plasmideo pBBR1MCS-2 (5.500 pb) em vez do pUC19 (3.000 pb), como havia assumido
inicialmente.
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Figura 33: PCR in silico do plasmideo GO em pBBRMSC-1, nos softwares SnapGene (a) e
Benchling (b), demonstrando que o tamanho esperado de +5500 pb estava correto.

b)
Fonte: Autor.

Este erro deveu-se a catalogagdo incorreta do plasmideo, o que gerou semanas de
confusdo e atrasos. A licdo aprendida foi que a correta identificagdo e rotulagem dos
plasmideos é essencial para evitar mal-entendidos experimentais.
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Importancia da verificagado de primers in silico

Uma das licbes mais valiosas deste projeto foi a necessidade de testar primers in silico
antes de realizar experimentos. Durante o projeto Mhetygua utilizei os primers E345 REV e
E345 FWD, acreditando que eles linearizariam corretamente o plasmideo. Porém, no final
descobri que, embora tivessem nomes semelhantes, ndo cumpriam a fungao esperada, o
que levou a diversas tentativas fracassadas.

Esse mesmo erro ocorreu durante o PCR de colbnia realizado entre 2 e 10 de abril de 2024.
Embora tenha seguido a risca os protocolos, nao obtive os resultados esperados. S6 em 7
de agosto de 2024 €& que descobri que o problema era usar a cartilha errada. Ao mudar o
primer para E345.FWD PCRCol e E3. GO+F-PETase REV, obtive o produto de PCR
esperado de 1279 pb. Este erro sublinha a importancia de n&o confiar apenas na
nomenclatura dos primers e de sempre realizar testes in silico prévios.

Otimizacgao do tempo de extensao em PCR para plasmideos grandes

A linearizacdo de plasmideos grandes, como o pBBR1MCS-2 de aproximadamente 5500
pb, requer tempos de extensdo adequados para garantir a amplificagao correta. Nas minhas
experiéncias, descobri que um tempo de extensdo de 3 minutos por ciclo, combinado com
uma extensao final de 10 minutos a 72°C, foi o mais eficiente. O uso de prazos de extenséo
mais curtos resultou em produtos incompletos ou indesejados. Esta configuracao é crucial
gquando se trabalha com plasmideos grandes para garantir que a polimerase completa a
sintese de DNA.

Tabela 6: Configuragcéo do termociclador para linearizagado do plasmideo GO.

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacao inicial 98°C 5 minutos
Desnaturacao 30 ciclos 98°C 10 segundos
toque 65°C 30 segundos
Extenséo 72°C 3 minutos
Extensao final 72°C 10 minutos
Final 4°C o0

Fonte: Autor

Purificagao do produto PCR para montagem

Antes de 22 de julho de 2024, eu costumava usar diretamente o produto de PCR sem
purificagcdo prévia, resultando em falhas nas montagens. Porém, apds receber
recomendacdes de Maria Astolfi e Jodo Levandoski, implementei a purificagdo do produto
PCR utilizando kits da NEB BioLabs e INVITROGEN. Esta purificagdo removeu residuos de
oligonucleotideos e modelos indesejados, melhorando a eficiéncia da montagem.
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Figura 34: Diferenca entre GO linearizado nao purificado e purificado. a) gel run onde os
produtos de PCR néo purificados sao vistos nas linhas 2 a 7, e os produtos de PCR
purificados s&o vistos nas linhas 8 a 11, prontos para serem usados na montagem. b)
corrida em gel onde os produtos de PCR purificados sao vistos nas linhas 2 a 8, sem restos
de oligonucleotideos que possam interferir na montagem.

a) b)
Fonte: Autor.

Um exemplo claro da importancia desta etapa foi observado nos experimentos de 13 e 14
de margo de 2024, onde a falta de purificacao resultou em falhas nas montagens. Por outro
lado, os experimentos subsequentes realizados nos dias 22, 23 e 25 de julho de 2024, com
produtos purificados, tiveram sucesso.

Morfologias de colbénias bacterianas apés transformagao

No dia 8 de agosto de 2024 observei diferentes morfologias nas colbnias de bactérias
transformadas e nao transformadas, o que me levou a investigar se essas diferencas
estavam relacionadas a presencga do plasmideo. Realizei uma PCR de coldnia e observei
que as colbénias menores continham o plasmideo transformado, enquanto as maiores nao.

Figura 35: analise morfolégica entre colbnias transformadas e nao transformadas de e. coli
DH5a. a) foto da placa a olho nu. b) foto do estereoscépio vista em x40, onde a col6nia da
esquerda é vista menor e com circunferéncia mais definida, enquanto a da direita é vista de
tamanho maior e com circunferéncia menos definida.

a) b)
Fonte: Autor.
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Contaminacgao nas placas e problemas com o antibioético

No dia 21 de agosto de 2024, todas as placas apresentaram sinais de contaminagao,
caracterizadas por um crescimento bacteriano descontrolado. Esse problema foi
parcialmente atribuido ao uso de kanamicina em baixa concentragao, que nao foi suficiente
para selecionar adequadamente as bactérias transformadas, permitindo o crescimento de
colbénias n&o desejadas. A kanamicina € essencial no protocolo para garantir a selegao das
bactérias transformadas, pois o gene de resisténcia ao antibidtico foi introduzido no
plasmideo durante o processo de clonagem, conferindo as bactérias que receberam
corretamente o plasmideo a capacidade de sobreviver na presenga de kanamicina. No
entanto, quando a concentracdo do antibidtico é insuficiente, as bactérias néo
transformadas também podem sobreviver, resultando em falsos positivos e contaminacao.

Além disso, técnicas assépticas rigorosas de inoculagéo e repicagem foram fundamentais
para evitar contaminagdes cruzadas durante os experimentos. A esterilizacdo adequada de
materiais, o uso de fluxo laminar e a manipulagao cuidadosa das amostras foram etapas
criticas para garantir a validade dos resultados.

No dia 29 de agosto de 2024, ao utilizar outra kanamicina, observou-se um crescimento
bacteriano significativamente menor, o que confirmou que a concentragcdo correta do
antibidtico é crucial para a eficiéncia do processo seletivo e para evitar contaminacoes.

Proximas etapas: expressao genética e prova de conceito

Ao longo deste TCC, foram alcangados avangos importantes no desenho e montagem de
circuitos genéticos voltados a degradagdo de plasticos, em especial do PET. Uma das
conquistas mais significativas foi a montagem bem-sucedida do circuito "E3.
GO+Fast-PETase" utilizando a técnica Gibson Assembly. Embora a validagdo experimental
da atividade enzimatica da Fast-PETase em policaprolactona (PCL) ndo tenha sido
concluida devido a restricdes de tempo, a montagem correta do circuito € um avancgo critico
para experimentos futuros que avaliardo a funcionalidade das enzimas expressas.

Transformagao genética através da técnica de choque térmico de células Escherichia coli
BL21 quimiocompetente, com o plasmideo montado expressando Fast-PETase nao pbdde
ser realizado com sucesso. Esta etapa é crucial porque é a etapa anterior a fase de
validacao da atividade enzimatica, que confirma que o DNA plasmidico pode ser introduzido
nas células bacterianas e ser lido corretamente para expressao enzimatica.

O préoximo passo fundamental neste projeto sera transformar o Escherichia coli BL21
quimiocompeténcia, em seguida realizar a cultura de expresséao induzida por IPTG, indutor
que promove a producdo de Fast-PETase nas células transformadas. Este processo
permitira a obtencdo das enzimas de interesse em quantidades suficientes para futuros
testes experimentais. Uma vez alcancada a expressao da enzima, serao realizados testes
de degradacgéao utilizando substratos como policaprolactona (PCL) e, posteriormente, PET.
Estes testes permitirdo avaliar a capacidade degradativa da enzima em plasticos, o que é
essencial para validar o potencial do sistema projetado. Os experimentos relacionados a
prova de conceito incluirdo a andlise da zona de degradagdo ao redor das colbénias
bacterianas para avaliar visualmente a degradagdo do polimero. Além disso, analises
quantitativas mais detalhadas serao realizadas utilizando ferramentas como HPLC ou
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espectrometria de massa para detectar produtos de degradacao. Finalmente, a comparacéo
da atividade enzimatica da Fast-PETase com a PETase de tipo selvagem poderia ser um
foco principal em futuras TCC ou pesquisas de iniciacdo cientifica. Esta comparacgao
permitira determinar se as modificagbes introduzidas na Fast-PETase conferem maior
eficiéncia de degradacdo ao PET, cumprindo o objetivo de avangar na biodegradagéo dos
plasticos. As imagens a seguir mostram exemplos de trabalhos relacionados sobre como
seria um teste de degradacgao realizado com enzimas do tipo hidrolase capazes de degradar
PET.

Figura 36: Micrografias eletronicas de varredura (MEV) mostrando a degradacgéao de filmes
de PCL por Brevundimonas sp. MRL-AN1 apds duas semanas de incubagao.

Autor: Nawaz et al. (2014).

Figura 37: Colbnias bacterianas e areas claras em placas de LB-agar com emulséo de PCL,
indicativas da atividade enzimatica no substrato.

Autor: Nishida & Tokiwa (1993).
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Em seguida, pretende-se preservar as cepas bacterianas transformadas em 25% de glicerol
a -80 °C, para garantir a estabilidade das células e sua disponibilidade para experimentos
futuros. Esta etapa de preservacgao é crucial para manter um estoque de células viaveis que
podem ser usadas em ensaios repetidos ou pesquisas adicionais.

Além das préximas etapas mencionadas, também ha um interesse crescente em expandir
este estudo para eucariotos, como a microalga Chlamydomonas reinhardtii, uma vez que ja
dispomos das partes genéticas do projeto Mhetygua necessarias para a expressao da
Fast-PETase nesta microalga. Utilizar C. reinhardtii para expresséo enzimatica pode trazer
vantagens como a capacidade de produzir enzimas em sistemas fotossintéticos, reduzindo
custos energéticos e fornecendo uma alternativa ecolégica ao processo de producdo. A
possibilidade de inserir o circuito genético desenvolvido neste TCC em C. reinhardtii
permitiria testar a eficiéncia da enzima Fast-PETase em um organismo eucarioético, abrindo
novas perspectivas para a biodegradacao de plasticos em ambientes diversos, inclusive em
agua doce e salobra.

Outra abordagem interessante seria testar a expressdo em Saccharomyces cerevisiae
(levedura), amplamente utilizada em biotecnologia por sua capacidade de producdo de
proteinas em grandes escalas e por ser um modelo bem estudado. No entanto, seria
necessario adaptar o circuito de expressdo para esta espécie, ajustando promotores e
elementos regulatérios especificos para leveduras. Essas adaptacées poderiam ampliar
ainda mais o potencial biotecnoldgico da Fast-PETase, facilitando a sua produgdo em
sistemas eucarioticos de facil manipulagdo e com aplicagdes industriais.

Conclusoes

Este Projeto de Conclus&o de Curso obteve avangos significativos no desenho, montagem e
validacdo de circuitos genéticos destinados a producdo de enzimas degradadoras de
plastico, especificamente voltados para Fast-PETase. Ao longo desta pesquisa, foi
demonstrada a viabilidade técnica da abordagem adotada, ao mesmo tempo que foram
identificadas areas de melhoria que abrem oportunidades para pesquisas futuras.

A montagem bem-sucedida do circuito genético "E3. GO+Fast-PETase" marca um marco
importante neste trabalho, validando a metodologia utilizada e estabelecendo uma base
solida para as proximas etapas experimentais. Embora a transformacao Escherichia coli
BL21 para a expressao enzimatica devido a restricbes de tempo, os resultados obtidos sao
promissores e deixam um roteiro claro para as fases subsequentes da pesquisa.

As préximas etapas experimentais incluirdo a transformacgao de E. coli BL21 e a indugao da
expressao Fast-PETase por IPTG. Os testes de atividade enzimatica em policaprolactona
(PCL) serao o primeiro passo para validar a funcionalidade da enzima, seguidos de testes
PET, que permitirdo uma avaliagdo mais precisa da sua capacidade degradativa. Para estes
estudos futuros, a implementacdo de ferramentas analiticas avangcadas como
espectrofotometria e cromatografia sera essencial para quantificar a eficacia enzimatica.

Uma conquista notavel neste projeto foi a reutilizacdo de partes genéticas de projetos
anteriores, como BioPank e Mhetygua, o que permitiu otimizar recursos e tempo. Esta
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Versao Final

pratica nao s6 demonstra uma abordagem sustentavel e eficiente a pesquisa, mas também
reforga a colaboragéo continua entre projetos, aspecto fundamental para o desenvolvimento
da biologia sintética na UNILA.

A validacdo de 13 Protocolos Operacionais Padrao (POPs) também representa um avango
importante, garantindo a reprodutibilidade e confiabilidade dos experimentos. Estes
protocolos fortalecem a infra-estrutura metodolégica do laboratério e estabelecem as bases
para futuras pesquisas neste campo.

Uma recomendagdo importante para melhorar a eficiéncia de montagens futuras é a
incorporacao de prefixos e sufixos Golden Gate em insergdes e plasmideos. Isso permitiria
padronizar os processos de montagem genética, reduzindo a dependéncia de técnicas
como Gibson Assembly e linearizagdo de plasmideos, o que por sua vez otimizaria o uso de
recursos no laboratorio.

Além disso, seria valioso realizar um estudo comparativo entre a atividade enzimatica da
Fast-PETase e da PETase de tipo selvagem disponivel em placas iGEM. Esta analise
forneceria informagdes criticas para melhorar ainda mais as enzimas envolvidas na
degradacao do PET e orientar futuras modificacoes enzimaticas.

Em conclusdo, este trabalho ndo sé avancou a investigagdo sobre a biodegradacédo de
plasticos utilizando a biologia sintética, mas também langou as bases para uma
investigacdo mais aprofundada. Ao integrar conhecimentos e recursos de projetos
anteriores, e propor melhorias para aplicacoes futuras, este TCC contribui significativamente
para o campo da biologia sintética da UNILA, com foco em solugbdes biotecnoldgicas
sustentaveis para o problema dos plasticos. A investigagao futura devera centrar-se na
validacao experimental e na avaliagao do impacto ambiental e econdmico da aplicagdo em
larga escala destas enzimas, garantindo que as solugdes propostas sejam ndo so viaveis,
mas também sustentaveis a longo prazo.
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P00
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparacao de solugoes estoque para atividades de biologia molecular

Objetivos: Preparar as seguintes solugdes estoque: Tris-HCI 1 M; EDTA 0,5 M;
TE 10X; TE 1X; TBE 10X; TBE 0,5X; Loading DYE; Sacarose 1 M; Tampéo TSE;
para utilizagdo no desenvolvimento de atividades de biologia molecular.

Materiais e reagentes:

- Espatula

- Barra magnética

- Vidro relogio

- Béquer

- Erlenmeyer

- Frasco de reagente
- Proveta

- Tubo falcon (15 ml)
- Ponteiras de 1000 pl
- Micropipeta 1000 pl
- Agua destilada

- Tris (PM:121,4)

- EDTA (PM:292,25)
- Acido bérico

- Bromofenol blue

- Glicerina

- NaOH

- HCL

Equipamentos:

- Cabine de segurancga biologica
- Balanga analitica

- pHmetro

- Agitador magnético

- Autoclave

Procedimentos:

Antes de iniciar os procedimentos, verifique o peso molecular dos reagentes e
certifique-se de utilizar a massa e volume correto para molaridade pretendida.
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P00
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:
ATIVIDADE: Preparacao de solugoes estoque para atividades de biologia molecular
Tris-HCI 1 M
1. Coloque em uma proveta 50 ml de agua destilada e adicione 40 ml em um
béquer;
2. Pese 6,07 g de Tris (PM:121,4) e transfira para o béquer, homogenize a
solucao;
3. Verifique o valor do pH e ajuste para 7,4 utilizando HCI;
4. Complete o volume em 50 ml e confira o pH novamente, se necessario
reajuste;
5. Coloque em um frasco de reagente e autoclave a 121°C por 20 minutos ou
filtre a solugao com filtro de 0,22 ym em um frasco autoclavado.
EDTAO0,5M
1. Coloque em uma proveta 50 ml de agua destilada e adicione 40 ml em um
béquer,;
2. Pese 7,3 g de EDTA (PM:292,25) e transfira para o béquer, homogenize a
solucgao;
3. Verifique o valor do pH e ajuste para 8 utilizando NaOH;
4. Complete o volume em 50 ml e confira o pH novamente, se necessario
reajuste;
5. Coloque em um frasco de reagente e autoclave a 121°C por 20 minutos ou
filtre a solugdo com filtro de 0,22 ym em um frasco autoclavado.
TE 10X
1. Em um tubo falcon de 15 ml adicione 8,8 ml de agua destilada;
2. Adicione 1 ml de Tris-HCI 1 M e 200 ul de EDTA 0,5 M;
3. Verifique o pH e se necessario ajuste para 7,4;
4. Para ajustar utilize HClI ou NaOH em altas molaridades para nao gerar
muita interferéncia no volume final.
TE 1X
1. Em um tubo falcon de 15 ml adicione 9,88 ml de agua destilada;
2. Adicione 100 ul de Tris-HCI 1 M e 20 ul de EDTA 0,5 M;
3. Ou faga uma diluigdo da solugdo TE 10X, utilizando 9 ml de agua destilada
e 1 ml da solucgao;
4. Em ambos os casos verifique o pH e se necessario ajuste para 7,4;
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P00
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparacao de solugoes estoque para atividades de biologia molecular

5. Para ajustar utilize HCl ou NaOH em altas molaridades para nao gerar
muita interferéncia no volume final.

TBE 10X

1. Coloque 1 L de agua destilada em uma proveta e transfira 800 ml para um
béquer;

2. Adicione 108 g de Tris (PM:121,4), 55 g de acido bdrico, e 7,3 g de EDTA
(PM:292,25) ou 40 ml de EDTA pH: 8 (0,5 M), total da solu¢do 0,025 M de
EDTA;

3. Dissolva a solugao completamente, pode ser necessario utilizar o auxilio de
um agitador magnético e barra magnética;

4. Verifique o pH e se necessario ajuste para 7,4-8,0 entdo complete o volume
para 1 litro;

5. Coloque em um frasco de reagente e autoclave a 121°C por 20 minutos.

TBE 0,5X

1. Faga uma diluigdo da solugdo TBE 10X, utilizando 900 ml de agua
destilada e 50 ml da solugéo;

2. Use agua autoclavada e faga a transferéncia em area estéril;

3. Pode ser necessario esterilizar uma proveta, sem autoclavar.

Loading DYE (10 ml)

1. Ligue a balanga analitiva com 30 minutos de antecedéncia e prepare-a
utilizando papel cobrir sua area interna;

2. Cubra com papel a area de trabalho fora da balanca;

3. Adicione 3 ml de glicerina em uma proveta de 10 ml, adicione 5 ml de agua
destilada e homogenize a solugédo na proveta e transfira para um béquer de
20 ml;

4. Utilizando um vidro reldgio e uma espatula pese 25 mg de bromofenol blue
e transfira para o béquer;

5. Utilize 2 ml de agua destilada para lavar o vidro relégio e a espatula;

6. Misture a solugao e transfira para um tubo falcon de 15 ml ou facga aliquotas
de 10 ml em microtubos de 1,5 ml. Armazene a -20°C.

Sacarose 1 M (50 mL)
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL
PADRAO - POP

Cédigo: P00

Syn Fronteras

Data: 0/0/2024

Responsavel: Lucas Ovelar

Conferido por:

ATIVIDADE: Preparacao de solugoes estoque para atividades de biologia molecular

1. Pese 17,11 g de sacarose e tranfira para um erlenmeyer limpo;
2. Adicone 35 ml de agua deionizada, agite a solugdo e ageucga até completa

diluicao;

w

4. Atuclave a 121°C por 20 min;

Complete a solugdo com agua destilada até completar 50 ml;

Tampao TSE (200 mM Tris-HCI pH 8, 500mM sacarose, 1mM EDTA) (30 ml)

Adicione 6 ml de Tris-HCI (1 M, pH 8);
Adicione 60 uL de EDTA (0,5 M);

oM~

Complete o volume para 30 ml com agua deionizada;
Caso nao tenha utilizdo solugdes estéris, autoclave a 121°C por 20 min.

Adicione 15 ml de solugéo de sacarose (1 M) em um tubo falcon de 50 mi;

NOTAS:
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P02
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Reativagdo de Escherichia coli a partir de stabs ou cultivos
preservados

Objetivos: Demonstrar os procedimentos necessarios para reativagdo de
Escherichia coli, a partir de stabs ou preservados em 25% de glicerol a -80°C, e o
inicio de um novo cultivo.

Materiais e reagentes:

- Placas de petri com meio sélido (com ou sem antibiético)
- Tubos falcon com 5 ml de meio liquido (com ou sem antibidtico)
- Alga de semeadura (descartavel)
- Palitos de madeira (autoclavados)
- Gelo
- Caixa de isopor
- Rack para tubo falcon e microtubos
- Stab ou cultivo preservado
Equipamentos:

Cabine de seguranga bioldgica
Shaker

Estufa

Bico de bunsen

Procedimentos:

Os meios solido e liquidos devem ser preparados de acordo com o POP 1 (P01) a
necessidade ou n&o de antibidtico é relativo ao organismo que se busca reativar,
e suas caracteristicas (ex: plasmideo de sele¢ao).

Reativacao (pré-inéculo):

1. Higienize a cabine de seguranga biologica e organize os materiais eu seu
interior;

2. Caso a reativagdo seja a partir de um stab, leve-o até a cabine, se
necessario ligue o bico de bunsen,;

3. Com um palito de madeira ou outro perfuro cortante estéril, corte parte do
meio do stab de modo que inclua um grupo celular, faga isso sobre o tubo
falcon com meio e transfira o material cortado diretamente para o meio de
cultivo liquido;
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P02
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Reativagdo de Escherichia coli a partir de stabs ou cultivos
preservados

4. Caso a reativagao seja a partir de cultivo preservado em 25% de glicerol a
-80°C, primeiramente obtenha gelo e coloque em uma caixa de isopor;

5. Retire do o preservado do -80 e coloque no gelo, leve até a cabine de
seguranga bioldgica;

6. Abra o tubo e com um palito de madeira ou alca de semeadura
(descartavel) pressione e raspe a superficie do meio em processo
descongelamento, apos obter material na ponta da alga coloque-a no meio
e agite levemente, se usar um palito de madeira solte-o no meio;

7. Feita a transferéncia das bactérias para o meio liquido, feche o tubo falcon
e leve até o shaker, deixe incubar overnight a 37°C a 250 RPM;

8. Apods o periodo de incubagéo higienize a cabine de seguranga bioldgica,
ligue o bico de bunsen e leve as placas com meio sdlido juntamente com
cultivo retirado do shaker;

9. Apods flambar, coloque a alga de semeadura ou palito de madeira no cultivo,
em seguida faga uma estria de esgotamento na placa, faga uma duplicata
do procedimento;

10.Leve as placas de petri até a estufa e incube a 37°C overnight .
Alternativamente, deixe incubar a 30°C por 24-36 horas ou 25°C por 48
horas;

Novo cultivo (indculo):

1. Higienize a cabine de seguranga, ligue o bico de bunsen, e retire as placas
da estufa e leve a cabine juntamente com meio liquido;

2. Apos flambar a alga de semeadura, retire uma coldnia isolada da placa e
deposite no meio liquido, lembre de nao usar a algca muito aquecida para
nao queimar as bactérias;

3. Feita a transferéncia das bactérias para o meio liquido, feche o tubo falcon
e leve até o shaker, deixe incubar overnight a 37°C a 250 RPM.

NOTAS:
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P03
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparacao de solugdes para miniprep de lise alcalina

Objetivos: Instruir a preparagcdo das solugdes necessarias para realizagdo de
miniprep de lise alcalina.

Materiais e reagentes:

- Béquer (250 ml)

- Espatula

- Vidro relogio ou

- Filtro de 0,22 pm

- Frasco de reagente (250 ml)

Solugédo | GTE ou DTE (pH 8,0) (100 mL):
- 5 mM Sacarose (0,17 g) ou (glicose/dextrose (0,9 g))
- 25 mM Tris HCI pH 8,0 (0,39) (2,5 ml sol. 1M)
- 10 mM EDTA pH 8,0 (2 ml sol. 0,5M)
- NaOH
- Agua destilada

Solugao Il (10 mL): (preparar no momento do uso)
- NaOH 0,2 M (0,2 ml sol. 10M)
- SDS 1% (1 ml sol. 10%)
- Agua destilada

Solucgao Il (pH 4,8) (100 mL):
- Acetato de sédio 3 M (anidro: 24,6 g), (triidratado: 40,82 g)
- Acido acético glacial
- Agua destilada

Equipamentos:

Balanca semi-analitica
Chapa de aquecimento
pHmetro

Autoclave

Procedimentos:

Verificar se ha solugbes estoque de Tris-HCI, EDTA, NaOH, nao havendo é
necessario preparar as solugdes estoque ou diretamente a partir dos reagentes
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P03
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparacao de solugdes para miniprep de lise alcalina

1.

1.

solidos.

Solugéo | (GTE ou DTE) (pH: 8,0)

Iniciando o preparo da primeira solugao, adicione 50 ml de agua destilada
no béquer;

2. Pese 0,9 g de dextrose ou glicose, alternativamente, pese 0,17 g de
sacarose, e coloque no béquer;

3. Adicione 2,5 ml da solugdo 1M de Tris-HCI pH 8,0 ou 0,3 g de Tris (PM:
121,4);

4. Adicione 2 ml da solugédo 0,5 M de EDTA pH 8,0 ou X g EDTA (PM: X g);

5. Homogenize a solugdo completamente;

6. Utilizando o pHmetro verifique o valor do pH da solugéo, e se necessario
utilize NaOH ou HCL para ajustar em pH 8,0;

7. Adicione o restante de agua para completar 100 ml e transfira para um
frasco de reagente, a solucdo deve ser esterilizada a 121°C por 15
minutos.

Solucao lI

1. Adicione 50 ml de agua destilada em um béquer;

2. Pese 24,6 g de acetato de sédio 3 M (anidro) ou 40,82 g se triidratado, e
coloque dentro do béquer;

3. Homogenize a solugdo completamente;

4. Verifique o valor do pH, e utilizando acido acético glacial ajuste para 4,8;

5. Com agua destilada, complete a solugéo para 100 mli

6. Filtre a solugcao e coloque em um frasco de reagente estéril, caso ndo haja

filtro, a solugao pode ser autoclavada a 121°C por 15 minutos.

Solugdo Il (Estoque: SDS 10 %) (Trabalho: NaOH 0,2 M, SDS 1 %)
Esta solugao deve ser preparada no dia do uso antes do inicio do procedimento

Para preparar a solugéo estoque, pese 1 g de SDS, e dissolva em 10 ml de
agua, apenas por aquecimento, sem agitagao, se necessario ajuste o pH a
7,2 com HCI diluido;

Para preparar a solugdo de trabalho utilize 8,8 ml de agua destilada e
adicione 1 ml da solugao de SDS 10%, por fim adicione a solugdo 200 ul de
NaOH 10 N.
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P04

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 08/02/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Professor

Cristian Rojas

ATIVIDADE: Extragao plasmidial, miniprep de lise alcalina

Objetivos: Instruir o procedimento extragcao plasmidial, em uma miniprep de lise
alcalina.

Materiais e reagentes:

- Microtubos (autoclavados)

- Micropipeta (200/1000 ul)

- Ponteiras de 200 e 1000 ul

- Gelo

- Caixa de isopor

- Cultivo para extragao

- Solugéo | (GTE ou DTE) (pH: 8,0)

- Solugéo Il (NaOH 0,2 N SDS 1%) (Calculos em notas)
- Solugéao Il (acetato de soédio 3 M) (pH 4,8)
- Etanol absoluto (4°C)

- Alcool 70% (4°C)

- Tampao TE

Equipamentos:
- Centrifuga refrigerada
Procedimentos:

Verifique a disponibilidade de centrifuga refrigerada e gelo para os periodos de
incubagdo e manutencado da temperatura do etanol absoluto a 70%. As solugdes
para o procedimento devem ser preparadas previamente de acordo com o
POP-005B.

Lise Celular

1. Cultive 5 mL de meio LB com uma coldnia isolada e antibidtico apropriado,
(overnight, 12 a 16 horas);

2. Apos o cultivo, transfira 1,8 ml do cultivo em 2 microtubos ou mais, faca
uma centrifugacéo por 5 minutos a 10.000 RPM. Remova o sobrenadante
(longas centrifugacgdes dificultam a ressuspenséo celular);

3. Com movimento up and down faga a ressuspensao do pellet com 100uL da
solucao | e deixe descansar por 5 min em temperatura ambiente;
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P04

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 08/02/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Professor

Cristian Rojas

ATIVIDADE: Extragao plasmidial, miniprep de lise alcalina

(Certifique-se de que as células estdo completamente ressuspendidas, se
necessario use o vortex);
Observagéo: Caso a extragdo seja feito a partir de uma E.coli BL21
utilizar a Solugdo | com maior concentragéo de EDTA (10x). Na
figura 1 mostra-se a solugdo 1 com maior concentragdo de EDTA
disponivel no Lab 004 do Delaben.
4. Adicione 200 pl da solucéo Il (NaOH/SDS), misture cuidadosamente com
tapinhas no tubo, leve ao gelo por 5 minutos.
Precipitacdo das proteinas
5. Adicione 150 pl da solugao Il (acetato de sodio) e coloque o tubo em vortex
por 2 segundos ou misture por inversao. Deixe no gelo por 10 min.
6. Realize uma centrifugagéo por 5 min
7. Transfira o sobrenadante para um novo microtubo, evitando o pellet
8. Realize uma centrifugagédo por 5 min
Precipitacdo do DNA
9. Transfira o sobrenadante para um novo microtubo (~400 pl), evitando o
pellet, adicione 40 pl da solugéo Ill, misture e adicione 1000 pl de etanol
absoluto (gelado), deixe no freezer -20 por 30 min (para precipitacdo dos
acidos nucleicos).
10. Centrifugue por 15 min 10.000 RPM, remova o sobrenadante e dé um spin
de 1 min.
11. Lave o pellet com 1 ml de etanol 70%, centrifugue por 5 minutos, remova o
sobrenadante e de um spin, retire da centrifuga e deixe o pellet secar.
12.Ressuspender o pellet em 20 pl de tampao TE, adicione 3 uL RNase 10
mg/mL.
13.Para corrida eletroforética em gel de agarose use 5 pul e para leitura no
nanodrop use 2uL.

NOTAS:

e Todas as centrifugac¢des devem ser feitas a 4°C.
e Calculos para fazer a solugéo Il com reagentes disponivel no Lab 004 do
Delaben (Ajustar segun necesidad)
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P04

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 08/02/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Professor

Cristian Rojas

ATIVIDADE: Extragao plasmidial, miniprep de lise alcalina

Observacion: Siendo el 4000 uL el volumen total a preparar, como eran 18
tubos con cultivo decidimos preparar para 20. Cada tubo debe contenter
200uL entonces 200uL x 20 tubos da 4000uL de solucion Il. Identificamos la
concentracion que necesitamos en la columna Sol Il, luego relacionamos con
la concentracion que tenemos disponible y por utlimo calculamos el factor de
dilucion, es decir, nuestro NaOH estaba 25x veces mas concentrado y el SDS
5x veces mas. Finalmente relacionamos el volumen total de 4000 uL divido
25 nos dié 160uL que tenemos que usar de NaOh en 5N y 4000uL dividido 5
nos dié 800uL de SDS al 5% que debemos utilizar, luego calculamos el agua
restante necesaria que es de 3040uL. Por ultimo pero no menos importante,
la verdad muy importante, identificamos el orden que debemos colocar para
preparar la solucién, primero el agua, luego el NaoH y por ultimo el SDS.

NaOH 5N: SDS 5%
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ATIVIDADE: Extragao plasmidial, miniprep de lise alcalina
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Codigo: P06
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Linearizagao do vetor utilizando o kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix

1.

2.

Objetivos: Linearizar o vetor pBBR1MCS-2, com tamanho de 5148 pb

Materiais e reagentes:

Q5 High-Fidelity 2X Master Mix

Forward primer

Reverse primer

Template DNA

Agua nuclease free

Microtubo de polipropileno de 0,5 mL ou 0,2 ml para PCR (verificar se cabe no
termociclador)

Pipetade 1 uyL - 10 pL

Pipeta de 10 yL - 1000 yL ou 5 pL a 50 pyL
Ponteiras de 10 uL e 100 pL autoclavadas
Gelo

Caixa de isopor

Equipamentos:

Centrifuga para microtubo (eppendorf)
Vortex

Termociclador

Nanodrop

Procedimentos:

Observar na Tabela 1 os materiais e quantidades necessarios para a reagao e
calcular os volumes a serem aplicados de primers e DNA template;

Realizar a assepsia das méos e utilizar luvas livres de po;

Limpar a cabine de seguranga biolégica, pipetas e materiais a serem utilizados
dentro da cabine utilizando alcool 70%. Ligar a luz UV por 15 minutos. Nao
sempre sera necessario trabalhar na cabine de seguranga bioldgica, porém
sempre tem que ser um ambiente limpo.

Separar o kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix e deixa-lo descongelando em
ambiente protegido de luz e preferentemente em gelo (p.ex.: cabine de seguranca
biolégica previamente preparada para uso).

Preparar uma tabela com as reagdes que serdo feitas e numerar
sequencialmente. E muito importante manter a ordem e sequéncia das reacdes,
porque qualquer distracdo pode significar em um resultado falso.

Separar e identificar com numeros os microtubos de polipropileno para o preparo
da solucéo de PCR.
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7. No microtubo, dispor os reagentes apresentados na "Tabela 1", observacdo
colocar os reagentes na seguinte sequéncia: agua, primers, template e Master
mix. Isso para que a reagao aconteca so no final quando adicionado o Master Mix
com a polimerasa.

Obs: Vortexar o Master Mix e os demais reagentes antes (Nao sempre é
necessario)

8. Tabela 1: Volumes para preparar 25 L de reagcédo de PCR:

Reagente Volume x1 Concentracgao Final
Q5 High-Fidelity 2X Master | 12,5 pL 1x
Mix
Forward primer * 1,25 uL 0,5 uM
Reverse primer * 1,25 uL 0,5 uM
Template DNA 0,5 pL <1pgai10ng
Agua nuclease free g.s. (até completar 25 L)
Volume total 25 pL

* Os primers a serem utilizados devem estar a uma concentragao final de 0,5 uM em relagdo ao volume do
mix de reacgao (25 pL). Sendo assim, o volume sera adaptavel com base na concentragéo dos primers em seu
frasco original. O DNA template pode ser mensurado utilizando o Nanodrop.

9. Misturar os reagentes gentilmente com a pipeta;
10. Iniciar a corrida no termociclador sob as seguintes condigcbes para um fragmento
de £5500 pb:
Tabela 2: Configuragéo para o termociclador para o linearizagao d vetor pPBBR1MCS-2:

Passo Temperatura Tempo
Desnaturacgao inicial 98 °C 5 minutos
Desnaturacao 30 ciclos 98 °C 10 segundos
Anelamento 65 °C 30 segundos
Extenséo 72°C 3 minutos
Extensao final 72°C 10 minutos
Final 4°C o0

11. Ao fim das PCRs, correr um gel a 1,2% de agarose e 0,5 TBE ou TAE, com 5 pL
do produto da reagao, 1 uL de corante Diamond Dye diluido na concentragéo
1:100 e uL de xilenol.

12. Verificar a concentragdo do DNA amplificado utilizando Nanodrop.

13. Correr gel utilizando o ladder Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder | NEB ou
um Lambda digerido com Pstl.
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https://www.neb.com/en/products/n0550-quick-load-purple-1-kb-plus-dna-ladder#Protocols,%20Manuals%20&%20Usage

Notas:

e A Tabela 2 foi realizada considerando as recomendagdes do fabricante do Kit,
tamanho do vetor e temperaturas de anelamento dos primers. Com a alteragao de
qualquer uma dessas variaveis, o protocolo também deve sofrer alteragbes.

Material de referéncia:

e Q5® High-Fidelity 2X Master Mix | NEB

e Protocol for Q5® High-Fidelity 2X Master Mix | NEB
e Simple Cloning by Prolonged Overlap Extension-PCR with Application to the
Preparation of Large-Size Random Gene Mutagenesis Library in Escherichia coli -
PubMed (nih.gov)

e © How to Set Up a PCR
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https://www.youtube.com/watch?v=-JKCb1UX3N8
https://www.neb.com/en/products/m0492-q5-high-fidelity-2x-master-mix#Product%20Information_Advantages%20and%20Features
https://www.neb.com/en/protocols/2012/12/07/protocol-for-q5-high-fidelity-2x-master-mix-m0492
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27671931/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27671931/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27671931/

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P07
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Eletroforese em gel de agarose

Objetivos: Demonstrar o procedimento de preparo do gel de agarose, amostras,
marcadores e a execucgao da corrida eletroforética.

Materiais e reagentes:

- Agarose

- TBEou TAE 0,5 X
- Micropipeta de 10 pl
- Ponteiras de 10 pl
- Proveta

- Espatula

- Vidro relogio

- Erlenmeyer

- Parafilm

- DNA ladder

- Amostra de DNA
- Loading DYE

- DNA stain

Equipamentos:

Balanca semi-analitica
Microondas

- Cuba de eletroforese
Transiluminador.

Procedimentos:

Antes de iniciar, certifique-se de possuir TBE ou TAE na concentracdo adequada e
todos os reagentes necessarios, as amostras devem estar devidamente
quantificadas.

1. Adicione em uma proveta 100 ml de TBE ou TAE 0,5 X em seguida transfira
para um erlenmeyer;
2. Pese 0,8 g de agarose (Gel de agarose 0,8 %), e aquecga fracionadamente
até completa diluigao (tempo total~1 min);
a. Para fazer 30mL de gel a 0,8% (240mg Agarosa + 30mL TBE/TAE 0,5x)
b. Para fazer 30mL de gel a 1,2% (360mg Agarosa + 30mL TBE/TAE 0,5x)
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P07
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Eletroforese em gel de agarose

8.
9.

Deixe esfriar por alguns instante e verta o gel no molde e se houver remova
as imperfeigdes com uma ponteira, aguarde o resfriamento;

Apos o resfriamento, remova o pente e posicione o gel na cuba de
eletroforese, adicione TBE ou TAE 0,5 X até cobrir o gel. Sempre adicione o
mesmo buffer do gel, se foi utilizado TBE para fazer o gel também tera que
usar TBE na cuba para correr o gel.

Coloque 1pl do corante Diamond na dilugéo 1:100 (1 uL de corante e 99 uL
de agua destilada) sob um parafilm previamente cortado, mais 1ul de xileno
cyanol, posteriormente adicione 5 yl do DNA, repita dependo da quantidade
de amostras;

Adicione as amostras nos pogos centrais do gel;

Nos pocos das extremidades adicione o DNA ladder Quick-Load® Purple 1 kb
Plus DNA Ladder | NEB ou um Lambda digerido com Pstl;

Montar os eletrodos e aplicar uma corrente de 50 a 100V por 20 ou 30 min;
Apos a corrida, leve o gel para o transiluminador para analise;

10.Faca o registro do resultado.

NOTAS:

e A manipulagcdo do DNA stain, loadding DYE e amostras deve ser feita
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https://www.youtube.com/watch?v=JQtDNftvAI8
https://www.youtube.com/watch?v=u_KISppMWEQ
https://www.neb.com/en/products/n0550-quick-load-purple-1-kb-plus-dna-ladder#Protocols,%20Manuals%20&%20Usage
https://www.neb.com/en/products/n0550-quick-load-purple-1-kb-plus-dna-ladder#Protocols,%20Manuals%20&%20Usage

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Codigo: P08
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 06/03/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Giulio Bratz

ATIVIDADE: Gibson assembly do plasmido linearizado com um inserto

Objetivos: Realizar o assembly do vetor e fragmentos de DNA gerando
plasmideos circulares a partir do NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit.

Materiais e reagentes:

- Gibson Assembly Master Mix (2x)

- (X) Fragmentos de DNA

- Template DNA (Vetor)

- Agua nuclease free

- Microtubo de polipropileno de 0,5 mL ou 0,2 para PCR
- Micropipeta de 1 yL - 10 uL

- Micropipeta de 10 uL - 100 pL

- Ponteiras de 10 pL e 100 uL autoclavadas

- Gelo

- Caixa de isopor

Equipamentos:

- Centrifuga para microtubo (eppendorf)
- Vortex

- Termociclador

- Nanodrop

Procedimentos:

Antes de iniciar o procedimento faga os calculos para determinar o volume e
concentracdo do template e fragmentos de DNA que serdo utilizados na reagéo.
Utilize a ferramenta: NEBiocalculator.

Assita 0 seguente video para entender melhor os calculos a serem feitas:
NEBioCalculator® - Using the Ligation module | NEB e

O Gibson Assembly with NEB Assembly Tool: A Step-by-Step Guide with Real ...
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https://www.youtube.com/watch?v=jEQnYXJ5u9M
https://international.neb.com/external-links/nebiocalculator
https://www.neb.com/en/tools-and-resources/video-library/nebiocalculator-using-the-ligation-module

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Codigo: P08
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 06/03/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Giulio Bratz

ATIVIDADE: Gibson assembly do plasmido linearizado com um inserto

No caso do assembly da GO Linearizado é o inserto Fast-PETase é o seguinte:

DNA Vector Insert
ng 92,96 ng 45,86 ng
Ratio 1:3 pmols ratio 0.027 pmol 0.081 pmol

Total DNA: 0.128 pmols

. Prepare o gelo na caixa de isopor e realize todos os procedimentos de

preparo da reagcéo em gelo;

Realize a assepsia das maos e utilize luvas livres de po;

Limpar a cabine de seguranga biologica, pipetas e materiais a serem
utilizados dentro da cabine utilizando alcool 70%. Ligar a luz UV por 15
minutos;

Separe os fragmentos de DNA o vetor e o Gibson Assembly Master Mix
(2x) e deixe-os descongelando em ambiente protegido de luz no gelo (p.ex.:
cabine de segurancga biolégica previamente preparada para uso) (Retire o
master mix por ultimo);

Separe e identifique um microtubo de polipropileno para o preparo da
solugéo de assembly;

No microtubo, dispor os reagentes apresentados na Tabela 1:

Tabela 1: Volumes para preparar 20 yL de reagédo de assembly:

Razao molar de DNA Vetor:Inserto = 1:3**

Faixa de concentragdo dos fragmentos de | Vector: 17,3 ng/uL*

DNA Inserto: 10 ng/uL*
Volume total do inserto 5 uL (50 ng)
Volume total template de DNA (vetor) 5,37 uL (92,96 ng)
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Codigo: P08
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 06/03/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Giulio Bratz

ATIVIDADE: Gibson assembly do plasmido linearizado com um inserto

Gibson Assembly Master Mix (2x) 10 uL
Agua deionizada nuclease-free OuL
Volume total *** 20 uL

*Concentragdo especifica do vetor e inserto que foi utilizado, caso seja diferente os
calculos tem que ser feitos de novo.

**A eficiéncia é otimizada com 50-100 ng de vetor com um excesso de fragmentos em
2-3 vezes. Caso os fragmentos tenham menos de 300 pb utilize 5 vezes mais em relagcéo

ao vetor. O volume total de PCR sem purificacdo nao deve exceder 20% do volume da
reacao.

*** Numeros superiores de fragmento requerem um aumento do volume do master mix.

8. Incube a reacdo em um termociclador a 50°C por no minimo 15 minutos
para 2 ou 3 fragmentos, e 60 minutos quando 4-6 fragmentos.
OBS: Periodos de incubagdao de 60 minutos podem aumentar a eficiéncia
do assembily.
9. Apés a incubacdo, armazene a reacdo a -20°C para posterior
transformacao.
10. Transforme em E. coli DH5-alfa ou 10-beta Competent cells com 5 a 10 pl
do assembly resfriado.

NOTAS:

e Referéncias:

E5520. E2623) | NEB
o NEBuilder HiFi DNA Assembly Reaction Protocol | NEB
o NEBioCalculator
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https://www.neb.com/en/products/e5520-nebuilder-hifi-dna-assembly-cloning-kit
https://www.neb.com/en/protocols/2015/02/17/nebuilder-hifi-dna-assembly-chemical-transformation-protocol-e2621-e5520-e2623
https://www.neb.com/en/protocols/2015/02/17/nebuilder-hifi-dna-assembly-chemical-transformation-protocol-e2621-e5520-e2623
https://www.neb.com/en/protocols/2014/11/26/nebuilder-hifi-dna-assembly-reaction-protocol
https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P09
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparacao de solugdes para indugao de E. coli quimiocompetente

Objetivos: Instruir o preparo das solugdes utilizadas no processo para indugao de
Escherichia coli quimiocompetente.

Materiais e reagentes:

Espatula

Vidro reldgio
Erlenmeyer

Frasco de reagente
Proveta

Filtro de 0,22 um
Seringa

Ponteiras de 1000 pl
Micropipeta 1000 pl
Agua destilada
Cloreto de calcio (CaCl2.2H20 (PM:147,01))

Equipamentos:

Cabine de seguranga bioldgica
Balanca analitica
Autoclave

Procedimentos:

CaCl2 1 M

1.

2.

Coloque 100 ml de agua destilada em uma proveta e transfira para um
béquer;

Pese 14,7 g de CaCl2 (PM:147,01) e transfira para o béquer;

Leve a solugdo para cabine de seguranga biolégica para filtragem da
solugéo (€ necessario possuir um frasco de reagente autoclavado para esta
etapa);

Carregue a seringa com a solugao e cuidadosamente abra a embalagem
do filtro, conecte a seringa ao filtro e pressione a solugédo para o frasco
estéril, a saida do filtro ndo deve tocar nenhuma superficie, apenas as
laterais para apoio;

Cuidadosamente coloque o filtro novamente na embalagem sem tocar na
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P09
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparacao de solugdes para indugao de E. coli quimiocompetente

6.
CaCl2
1.

2.

4,
CaCl2
1.

w

regido de saida, recarregue a seringa e repita o procedimento até que toda
a solugao seja filtrada;
Feche, identifique o frasco e armazene a 4°C.

0,1M

Coloque 90 ml de agua destilada em uma proveta e transfira para um
frasco de reagente ou erlenmeyer;

Esterilize em autoclave a 121°C por 20 minutos;

Em seguida leve o frasco para a cabine de seguranga biolégica e adicione
10 ml da solugao de CaCl2 1 M, com o auxilio de ponteiras estéreis e uma
micropipeta de 1000 pl, ou vidraria volumétrica esteéril;

Feche, identifique o frasco e armazene a 4°C.

0,1 M glicerol 15%

Coloque 45 ml de agua destilada em uma proveta e transfira para um
frasco de reagente ou erlenmeyer;

Adicione 9 ml de glicerina em uma proveta e utilize a agua previamente
medida para homogeneizar a glicerina e transferir para o frasco;

Esterilize em autoclave a 121°C por 20 minutos;

Em seguida leve o frasco para a cabine de seguranga biologica e adicione
6 ml da solugdo de CaCl2 1 M, com o auxilio de ponteiras estéreis e uma
micropipeta de 1000 pl;

Feche, identifique o frasco e armazene a 4°C.

NOTAS:
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P10
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparo Escherichia coli Quimiocompetentes

Objetivos: Instruir o procedimento de indugéo de E. coli quimiocompetente
Materiais e reagentes:

Materiais estéreis
- 4 tubos falcon (50 ml)
- Solugao de CaCl2 0,1 M (4°C) (40 ml)
- Solugao de CaCl2 0,1 M glicerol 15% (4°C) (10 ml)
- Cultivo overnight de E. coli nao competente
- Erlenmeyer (500 ml)
- 99 ml meio LB
- Micropipeta de 1000 e 100 pL
- Ponteiras de 1000 e 100 pL
- Ponteiras de 1000 uL (cortadas)
- 100 Microtubos
Materiais nao estéreis
- Cubeta
- Gelo
- Caixa de isopor
- Rack para microtubos
- Rack para tubos falcon

Equipamentos:

- Shaker

- Espectrofotdmetro

- Cabine de Seguranga biologica

- Centrifuga refrigerada (116 mm 50 ml F)

Procedimentos:

Antes de iniciar & preciso se certificar da disponibilidade dos equipamentos
necessarios e garantir que haja gelo suficiente para utilizagdo em todo o
processo.

DIAO

1. Primeiramente deve-se preparar as solugdes de trabalho, meio de cultivo e
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P10
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparo Escherichia coli Quimiocompetentes

autoclavar todos os materiais que serao utilizados para o procedimento;

2. O preparo do meio deve seguir como descrito em protocolos prévios, para
facilitar os 99 ml de meio LB podem ser autoclavados diretamente no
erlenmeyer de (500 ml) coberto com uma boneca e papel aluminio;

3. E necessario iniciar um cultivo overnight descrito no processo de
reativagao, usualmente 5 ml de LB a partir de uma coldnia isolada.

DIA 1

1. Ligue a maquina de gelo, e higienize a cabine de seguranga bioldgica;

2. Separe os materiais e organize devidamente, deixe as solugdes de trabalho
a 4°C assim como os materiais que devem ser resfriados

3. Retire o cultivo overnight do shaker leve até a cabine e transfira 1 ml para o
meio de cultivo em erlenmeyer posteriormente leve ao shaker a 37°C e 250
RPM;

4. Deixe previamente preparado uma cubeta com meio LB estéril;

5. A cada uma hora leve o cultivo para cabine e retire de 2 ml de meio e
coloque em uma cubeta para medir a absorbancia a 600 nm;

6. Apods duas horas ou quando a densidade 6ptica atinja 0.2, passe a fazer as
medi¢des a cada 30 min até que atinja 0.4 OD;

7. Ao atingir OD de 0.4 dentro da cabine de segurancga biolégica distribua o
meio e dois tubos falcon de 50 ml, e deixe no gelo por 10 min;

8. Durante esse periodo ligue a refrigeragdo da centrifuga para que resfrie a
4°C;

9. Faga uma centrifugacédo de 10 min a 4000 RPM e 4°C.

10.Durante esse periodo prepare transfira 20 ml da solucédo de CaCl2 0,1 M
para cada tubo falcon de 50 ml resfriado.

11. Retire os tubos da centrifuga e dentro da cabine rapidamente descarte o
sobrenadante;

12.Para cada tubo utilize as ponteiras cortadas para transferir a solugao de
CaCl2 0,1 M e assim dissolver o pellet, quando estiver dissolvido, transfira
o restante da solugéo até completar 20 ml;

13.Deixe as solugdes no gelo a 4°C de 3 a 4 horas;

14.Durante esse periodo prepare os microtubos para transferéncia e
certifique-se de que estao resfriados;

15.Nos ultimos minutos de incubagao em gelo (4°C), ligue a refrigeragao da
centrifuga;
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P10
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Preparo Escherichia coli Quimiocompetentes

16.Apos o periodo de descanso faga uma nova centrifugagdo de 10 min a
4000 RPM em 4°C;

17.Durante esse periodo prepare 10 ml da solugdo de CaCl2 0,1 M glicerol
15% em tubos falcon;

18.Retire os tubos da centrifuga e dentro da cabine rapidamente descarte o
sobrenadante;

19.Para cada tubo utilize as ponteiras cortadas para transferir a solugao de
CaCl2 0,1 M (glicerol 15% e assim dissolver o pellet, quando estiver
dissolvido, transfira o restante da solugéo até completar 5 ml;

20.Apos a ressuspensao distribua 100 pL para microtubos de 1,5 ml;

21.Coloque os microtubos em uma caixa criobox e armazene a -80°C

NOTAS:
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P11

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Matheus

Araujo

ATIVIDADE: Transformacao de Escherichia coli quimiocompetente com DNA
plasmidial por heat shock (choque térmico)

Objetivos: Este POP tem com objetivo instruir o processo de transformacéo
(clonagem) de Escherichia coli quimiocompetente através e choque térmico, uma
adaptacdo dos protocolos da New England Biolabs (NEB) (C2987H/C29871 e
C3019H/C3019I) disponiveis também na plataforma protcols.io: C2987H, C2987I e
interactive version of this protocol.

Materiais e reagentes:

- 5 microtubos (1,5 mL)(autoclavados)
- Micropipeta de 10, 100 e 1000 uL

- Ponteiras de 10, 100 e 1000 pL

- Alca Drigalski

- Caixa de Isopor

- Gelo

- Meio LB liquido (3 mL)

- Bactéria quimiocompetente

- DNA plasmidial

- Meio SOC (0,95 mL)

- Placas de selegao (LB sdélido com antibiético)

Equipamentos:

- Cabine de seguranca biologica (fluxo laminar)
- Banho maria ou termo bloco a 42°C

- Shaker a 37°C 250 rpm

- Bico de Bunsen

- Estufaa 37°C

- Centrifuga refrigerada

Procedimentos:

Antes de iniciar: Verifique se os meios e materiais necessarios estdo devidamente
preparados e autoclavados; Confira a agenda do Shaker e a disponibilidade da
centrifuga refrigerada; Certifique-se de que ha gelo para o procedimento, e
lembre-se de ligar o banho-maria ou termo bloco.
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https://www.protocols.io/view/High-Efficiency-Transformation-Protocol-C2987H-imst3v
https://www.protocols.io/view/High-Efficiency-Transformation-Protocol-C2987I-imst35
https://www.protocols.io/view/High-Efficiency-Transformation-Protocol-using-NEB-imstq5

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cadigo: P11

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Matheus

Araujo

ATIVIDADE: Transformacao de Escherichia coli quimiocompetente com DNA
plasmidial por heat shock (choque térmico)

1. Retire o Meio SOC e deixe em temperatura ambiente, organize a bancada
com todos os materiais necessarios e faga a limpeza da cabine de
seguranga bioldgica;

2. Distribua o gelo na caixa de isopor e coloque o microtubo de transformacéo
no gelo. Retire do refrigerador o microtubo com as células competentes e o
DNA plasmidial;

3. Descongele o tubo de células competentes em gelo por 10 minutos e leve a
caixa de gelo para a cabine de seguranca bioldgica;

4. Caso necessario dé um spin no tubo de células para que se concentre no
fundo, tempo max de 1 min (Cuidado quando for pegar as células para que
elas nao figuem coladas na parede do tubo e s6 pegar glicerol); D& um spin
no plasmideo para concentragcao, tempo max de 1 min;

5. Quando os ultimos cristais de gelo desaparecerem, cuidadosamente faca o
movimento up and down e pipete 50 yL de células para o tubo de
transformacao;

6. Se houver identifique como usada e guarde o restante das células
competentes no freezer -80;

7. Adicione 5 pL que resulte em uma concentracéao final de 1 pg a 100 ng de
DNA plasmidial na mistura celular. Cuidadosamente agite com 4 a 5
tapinhas no tubo, para misturar as células com DNA,;

8. Coloque a mistura no gelo por 30 minutos;

9. Aplique um choque térmico a exatos 42°C por exatos 45 segundos;

10.Coloque no gelo por 5 minutos;

11. Dentro da cabine de seguranga bioldgica, pipete 950 uL de meio SOC a
temperature ambiente;

12.Leve ao shaker por uma hora a 37°C e 250 RPM,;

13.Durante esse periodo coloque as placas de selecado na estufa a 37 °C;

14.Apo6s uma hora, retire o microtubo do shaker e leve até a cabine de
segurancga biologica, misture as células completamente invertendo o tubo
suficientemente;

15.Ligue o bico de bunsen (OBS: o fogo € importante para a flambagem da
alca e manutencdo da area de esterilidade (o procedimento,
preferencialmente é realizado dentro da cabine de seguranca bioldgica));

16.Para determinar a competéncia execute varias diluicdes em série de 10
vezes em SOC ou LB, distribua de 50 a 100 yL para diluicdo, sendo, 1:10,
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P11

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Matheus

Araujo

ATIVIDADE: Transformacao de Escherichia coli quimiocompetente com DNA
plasmidial por heat shock (choque térmico)

1:100 e 1:1000 (o processo pode ser feito em duplicata), em uma placa
utilize 100 uL diretamente do cultivo;

17.Para transformagbes com, utilize trés placas, uma com 100 ul direto do
cultivo, uma com diluicdo de 100 ou 1000 vezes (de acordo com a
eficiéncia registrada) e uma concentrada (apos a transferéncia para as
duas placas anteriores, leve os microtubos e realize uma centrifugagao de 5
min, retire 100 ul do volume, descarte o sobrenadante e ressuspenda as
células com os 100 ul do meio, plaqueie o volume ressuspendido).

18.0 volume colocado nas placas deve ser distribuido por toda a superficie do
meio utilizando uma alga Drigalski, o ideal € que a distribuicdo seja feita até
que o liquido seque;

19. Apo6s o plaqueamento e deixe incubar a 37 °C overnight (plasmideos de
baixa copia podem apresentar tempo maior para o crescimento celular).

NOTAS:

e De preferéncia, o DNA transformante deve ser purificado ou ressuspendido
em TE ou agua.

e As placas de selecao nao precisam estar aquecidas, entretanto se estiverem
secas e aquecidas o processo de formagao de coldnia é otimizado.

e O crescimento a 37°C por 1 hora é o ideal para recuperagcédo da célula e
expressao do antibiotico. ldeal usar o meio SOC, pois ha perda de eficiéncia
com meio LB em até 2 vezes. Incubagao sem agitagao resulta em perda de 2
vezes em eficiéncia.

e Referencia: NEBuilder® HiFi DNA Assembly Chemical Transformation
Protocol (E2621, E5520, E2623) | NEB
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https://www.neb.com/en/protocols/2015/02/17/nebuilder-hifi-dna-assembly-chemical-transformation-protocol-e2621-e5520-e2623
https://www.neb.com/en/protocols/2015/02/17/nebuilder-hifi-dna-assembly-chemical-transformation-protocol-e2621-e5520-e2623

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P12
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 04/09/2022
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Giulio Braatz

ATIVIDADE: PCR de coldnia utilizando o kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix

1.
2.

Objetivos: Teste para verificar se as coldnias transformadas contém o gene de interesse
Fast-PETase inserido corretamente no plasmideo.

Materiais e reagentes:

Q5 High-Fidelity 2X Master Mix

Forward primer

Reverse primer

Template DNA - col6nias na placa

Agua nuclease free

Microtubo de polipropileno de 0,5 mL ou 0,2 ml para PCR (verificar se cabe no
termociclador)

Pipetade 1 yL - 10 yL

Pipeta de 10 pyL - 100 uL

Ponteiras de 10 yL e 100 yL autoclavadas

Gelo

Caixa de isopor

Placas de cultivo com antibiético (depende do plasmideo sendo usado)

Equipamentos:

Centrifuga para microtubo (eppendorf)
Vortex

Termociclador

Nanodrop

Estufa de crescimento de bactérias

Procedimentos:

E preferivel usar taq polimerase, pois a amplificacdo ndo precisa ser livre de erros, mas a
tabela 2 precisaria ser mudada.

Realizar a assepsia das maos e utilizar luvas livres de po;

Limpar a cabine de seguranga bioldgica, pipetas e materiais a serem utilizados
dentro da cabine utilizando alcool 70%. Ligar a luz UV por 15 minutos;

Selecionar e identificar colbnias isoladas das placas de cultivo com as bactérias
previamente transformadas.

Dividir placas de cultivo vazias em dois ou mais quadrantes a depender do seu
tamanho e numera-los de acordo com a quantidade de colénias que usara na PCR
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5. Separar o kit Q5 High-Fidelity 2X Master Mix e deixa-lo descongelando em
ambiente protegido de luz e preferentemente em gelo (p.ex.: cabine de seguranca
biolégica previamente preparada para uso).

6. Preparar uma tabela com as reagdes que serao feitas e numerar sequencialmente.
E muito importante manter a ordem e sequéncia das reacdes, porque qualquer
distracdo pode significar em um resultado falso.

7. Separar e identificar com numeros os microtubos de polipropileno para o preparo
da solucéo de PCR.

8. No microtubo, dispor os reagentes apresentados na "Tabela 1". Observagao:
colocar os reagentes na seguinte sequéncia: agua, primers, template e Master
mix. Isso para que a reagao aconteca so no final quando adicionado o Master Mix
com a polimerasa.

Obs: Vortexar o Master Mix e os demais reagentes antes (Nao sempre é
necessario)

9. Tabela 1: Volumes para preparar 25 L de reagédo de PCR:

Reagente Volume x1 Concentragao Final
Q5 High-Fidelity 2X Master | 12,5 pL 1x
Mix
Forward primer * 1,25 uL 0,5 uM
Reverse primer * 1,25 uL 0,5 uM
Template DNA passar a ponteira <1pga1lng
Agua nuclease free g.s. (até completar 25 L)
Volume total 25 uL

* Os primers a serem utilizados devem estar a uma concentragao final de 0,5 yM em relagdo ao volume do
mix de reagéo (25 pL). Sendo assim, o volume sera adaptavel com base na concentragdo dos primers em seu
frasco original. O DNA template pode ser mensurado utilizando o Nanodrop.

10. Misturar os reagentes gentilmente com a pipeta;
11. Iniciar a corrida no termociclador sob as seguintes condi¢ées para um fragmento
de £ 1200 pb:
Tabela 2: Configuracao para o termociclador para o linearizagao d vetor pPBBR1MCS-2:

Passo Temperatura Tempo
Desnaturacgao inicial 98 °C 10 minutos
Desnaturagao 30 ciclos 98 °C 10 segundos
Anelamento 65 °C 30 segundos
Extensao 72°C 3 minutos
Extensao final 72°C 2 minutos
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Final

4°C %

12

13.

14.

15.

16.

17.

Notas:

. Ao fim das PCRs, correr um gel a 1,2% de agarose e 0,5 TBE ou TAE, com 5 L

do produto da reagao, 1 uL de corante Diamond Dye diluido na concentragéo
1:100 e uL de xilenol.

Verificar a concentracdo do DNA amplificado utilizando Nanodrop.

Correr gel utilizando o ladder Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder | NEB ou
um Lambda digerido com Pstl.

As amostras que apresentarem banda do tamanho esperado tém o plasmideo
inserido corretamente.

O controle negativo ndo pode ter nenhuma banda.

Utilizar as bactérias dos quadrantes em que houve banda no gel para
experimentos posteriores ou preservagao.

A Tabela 2 foi realizada considerando as recomendacdes do fabricante do Kkit,
tamanho do vetor e temperaturas de anelamento dos primers. Com a alteracao de
qualquer uma dessas variaveis, o protocolo também deve sofrer alteragées.

Material de referéncia:

Q5® High-Fidelity 2X Master Mix | NEB

Protocol for Q5® High-Fidelity 2X Master Mix | NEB

Simple Cloning by Prolonged Overlap Extension-PCR with Application to the
Preparation of Large-Size Random Gene Mutagenesis Library in Escherichia coli -

PubMed (nih.gov)
o How to Set Up a PCR
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https://www.youtube.com/watch?v=-JKCb1UX3N8
https://www.neb.com/en/products/n0550-quick-load-purple-1-kb-plus-dna-ladder#Protocols,%20Manuals%20&%20Usage
https://www.neb.com/en/products/m0492-q5-high-fidelity-2x-master-mix#Product%20Information_Advantages%20and%20Features
https://www.neb.com/en/protocols/2012/12/07/protocol-for-q5-high-fidelity-2x-master-mix-m0492
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27671931/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27671931/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27671931/

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P13

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Matheus

Araujo

ATIVIDADE: Cultivo de expressao, induzido por IPTG (expressdo com peptideo
sinal)

Objetivos: Orientar o cultivo e indugao por IPTG de E. coli BL21 (D3) para
expressao de peptideos antimicrobianos de modo que se apresentem em sua
forma soluvel.

Materiais e reagentes:

- Tubo falcon

- Alca em loop

- Meio de Cultivo

- Placas de selegcao com colbnias isoladas
- Cubetas

- Microtubos

- IPTG (X)

- Ponteiras de 1000 uL

- Micropipeta 1000 uL

Equipamentos:

- Shaker
- Espectrofotdmetro
- Cabine de Segurancga Biolégica

Procedimentos:

As placas com cultivo em meio solido devem ser previamente inoculadas e
incubadas overnigth. Realize um pré cultivo overnight (8-12 h) de 4 ml de meio Ib
com o antibiético apropriado, e uma coldnia isolada da bactéria de expressao a
37°C e 250 RPM;

1. Apos o pré-cultivo inicie um cultivo de 30 ml em um erlenmeyer de 250 ml,
para isso utilize como inéculo 300 pL do pré cultivo, a 37°C e 250 RPM;

2. Apos duas horas de incubacgao faga a verificagdo da densidade 6ptica (OD)

a 600 nm utilizando o espectrofotémetro;

Retire 2 ml de cultivo para quantificagao;

4. Facga novas medi¢gdes a cada 30 min ou uma hora, quando o cultivo atingir
0,6-0,7, faca a inducdo de expressdo adicionando IPTG a 0,8 mM de

w
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Cédigo: P13

PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 0/0/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por: Matheus

Araujo

ATIVIDADE: Cultivo de expressao, induzido por IPTG (expressdo com peptideo
sinal)

concentragao final;

5. Retorne ao cultivo para incubadora com novos parametros, 28°C e 200
RPM por 8-12 h, se necessario estenda o cultivo em temperatura e rotagao
reduzida;

6. Ao fim do cultivo realize a purificagao.

NOTAS:

FONTES:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032959203004333?casa_token=XyynJ7j
iIJKMAAAAA:trdcxg2UASX2rJbmg-VS1fgpKvIUVPvEfhmQxwkJQ6gFK7UsONX75kJ-u9CqgVI
VKHBrOFhOVazQSTg#TBL1
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032959203004333?casa_token=XyynJ7jjJkMAAAAA:trJcxq2UASX2rJbmq-VS1fqpKvIUVPv6fhmQxwkJQ6gFK7UsONX75kJ-u9CgVlvKHBr0FhOVqzQSTg#TBL1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032959203004333?casa_token=XyynJ7jjJkMAAAAA:trJcxq2UASX2rJbmq-VS1fqpKvIUVPv6fhmQxwkJQ6gFK7UsONX75kJ-u9CgVlvKHBr0FhOVqzQSTg#TBL1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032959203004333?casa_token=XyynJ7jjJkMAAAAA:trJcxq2UASX2rJbmq-VS1fqpKvIUVPv6fhmQxwkJQ6gFK7UsONX75kJ-u9CgVlvKHBr0FhOVqzQSTg#TBL1

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P00
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 23/07/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Extracciéon de DNA en gel

Objetivos: Extraccion de DNA en gel utilizando Monarch® DNA Gel Extraction Kit
NEB

Materiales y reactivos:

Monarch® DNA Gel Extraction Kit | NEB

Pipetas

Punteras

Equipamienntos:
- Centrifuga
Procedimientos:

Todos los pasos de centrifugacion deben realizarse a 16.000 x g (alrededor de
13.000 RPM en una microcentrifuga tipica). Esto garantiza que todos los rastros
de tampdn se eluyan en cada paso.

1. Cortar el fragmento de ADN que se va a purificar del gel de agarosa
utilizando una hoja de afeitar, bisturi u otra herramienta de corte limpio.
Tenga cuidado para recortar el exceso de agarosa. Transfiera a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml y pese la porcién de gel.

Nota: Es comun usar luz ultravioleta para visualizar el corte, pero el tiempo de exposicion
debe ser lo mas corto posible para minimizar el dafio al ADN. Utilice rayos UV de onda
larga cuando sea posible, ya que las longitudes de onda mas cortas provocan un dafo
mayor. Ademas, recorte el exceso de agarosa del perimetro de la banda para minimizar la
cantidad de tampon de disolucion necesaria y reducir el tiempo necesario para extraer el
ADN.

2. Agregue 4 volumenes de tampon de disolucion de gel Monarch al tubo con
la porcién de gel (por ejemplo, 400 ul de tampdn por 100 mg de agarosa).
Si la porcion de gel es >150 mg, considere reducir la cantidad de tampodn
de disolucion de gel a 3 0 3,5 volumenes para minimizar la sal de guanidina
presente en el flujo de trabajo.
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https://www.neb.com/en/products/t1020-monarch-dna-gel-extraction-kit
https://www.neb.com/en/products/t1020-monarch-dna-gel-extraction-kit

PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P00
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 23/07/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Extracciéon de DNA en gel

Nota: Si el peso del fragmento de gel cortado es <50 mg colocarle un poco mas de gel
hasta acercarse a + 100 mg, para que la extraccion de mejor resultado. Si el volumen de la
muestra disuelta supera los 800 ul, la carga de la muestra en la columna debe realizarse
en varias rondas para no exceder las limitaciones de volumen de la columna de
centrifugacion.

3. Incubar la muestra entre 37 y 55 °C (normalmente 50 °C), invirtiendo
periodicamente hasta que la porcion de gel se disuelva por completo
(generalmente entre 5 y 10 minutos).

Nota: Para fragmentos de ADN > 8 kb, se deben agregar 1,5 volumenes adicionales de
agua después de disolver el corte para mitigar la unién mas estrecha de piezas mas
grandes de ADN (p. ej., corte de gel de 100 mg: 400 ul de tampdn de disolucion de gel:
150 pl de agua ). Si no se disuelve toda la agarosa, se reducira el rendimiento de la
recuperaciéon debido a una extraccién incompleta del ADN y a la posible obstruccion de la
columna por particulas de agarosa.

4. Inserte la columna en el tubo de recoleccion y cargue la muestra en la
columna. Centrifugue durante 1 minuto y luego deseche el liquido fluido.

Para ahorrar tiempo, el giro se puede reducir a 30 segundos.

Si utiliza un colector al vacio* en lugar de centrifugacion, inserte la columna en el colector
y encienda el vacio. Deje que la solucion pase a través de la columna y luego apague la
fuente de vacio.

5. Vuelva a insertar la columna en el tubo de recoleccion. Agregue 200 ul de
tampdn de lavado de ADN y centrifugue durante 1 minuto. Descartar el flujo
continuo es opcional.

Si utiliza un colector de vacio, agregue 200 pl de tampdn de lavado de ADN y encienda el
vacio. Deje que la solucién de la columna pase a través de la columna y luego apague la
fuente de vacio.

6. Repita el lavado (Paso 5).

7. Transfiera la columna a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 ml. Tenga
cuidado para asegurarse de que la punta de la columna no haya entrado en
contacto con el flujo. En caso de duda, vuelva a centrifugar durante 1
minuto antes de colocarlo en un tubo de microcentrifuga limpio.

Si utiliza un colector de vacio: dado que las configuraciones de vacio pueden variar, se
recomienda una centrifugacion de 1 minuto antes de la elucion para garantizar que no se
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL Caodigo: P00
PADRAO - POP
Syn Fronteras Data: 23/07/2024
Responsavel: Lucas Ovelar Conferido por:

ATIVIDADE: Extracciéon de DNA en gel

transfieran rastros de sal y etanol al siguiente paso.

* Asegurese de seguir las instrucciones del fabricante del colector para configurarlo y
conectarlo correctamente a una fuente de vacio.

8. Agregue = 10 pl de tampdn de elucion de ADN al centro de la matriz.
Espere 1 minuto y gire durante 1 minuto para eluir el ADN.

Nota: Los volumenes de elucién tipicos son de 6 a 20 ul. También se puede utilizar agua
libre de nucleasas (pH 7-8,5) para eluir el ADN. El rendimiento puede aumentar
ligeramente si se utiliza un volumen mayor de tampén de elucion de ADN, pero el ADN
estara menos concentrado. Para ADN de mayor tamafio (= 10 kb), calentar el tampdn de
elucién a 50 °C antes de su uso puede mejorar el rendimiento. Se debe tener cuidado para
garantizar que el tampén de elucion se administre a la matriz y no a la pared de la columna
para maximizar la eficiencia de la elucion.

Para ahorrar tiempo, el giro se puede reducir a 30 segundos.

NOTAS:
e Referencia: Monarch® DNA Gel Extraction Kit Protocol (NEB #T1020) | NEB
e Solucion de problemas: Monarch DNA Gel Extraction Kit T1020 manual (neb.com)
e Video: Tips for using the Monarch DNA Gel Extraction Kit | NEB
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https://www.neb.com/en/protocols/2015/11/23/monarch-dna-gel-extraction-kit-protocol-t1020
https://www.neb.com/en/-/media/nebus/files/manuals/manualt1020.pdf?rev=65bf6c222b5043be9e2f114387af1f38&hash=2D21E289A49CB2B7E0E1A1267474B24A
https://www.neb.com/en/tools-and-resources/video-library/tips-for-using-the-monarch-dna-gel-extraction-kit?autoplay=1
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