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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de suco de laranja concentrado.
Consequentemente, € o maior produtor de 6leo essencial de laranja doce, um dos
subprodutos dessa atividade. O limoneno é o maior constituinte do 6leo essencial de
Citros e, portanto, ha grande producdo desta substancia. Uma das formas de
obterem-se compostos diferentes e economicamente interessantes a partir do
limoneno é através do processo de biotransformacdo. De acordo com a legislagéo
americana e europeia, compostos obtidos por biotransformacdo podem ser
considerados naturais, 0 que aumenta ainda mais o seu valor, pela grande procura de
compostos naturais e saudaveis nos dias de hoje. Deste modo, buscou-se isolar
linhagens bacterianas capazes de sobreviver em presenca de limoneno, uma vez que
uma de suas caracteristicas é sua toxidade as células dos micro-organismos, obtendo-
se assim uma fonte possivel para biotransformacdo desta substancia. Uma vez
realizado este trabalho, o préximo importante passo € a identificacdo dos genes
responsaveis por essa bioconversdo. Assim, o objetivo deste trabalho € a construgdo
de uma biblioteca genémica do isolado bacteriano capaz de crescer na presenca de
limoneno, contendo pelo menos 2000 clones, para que, posteriormente, 0s genes

responsaveis por essa atividade possam ser identificados.
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ABSTRACT

Brazil is the world's biggest producer of concentrated orange juice. Because of
that, it is the largest producer of sweet orange essential oil, a byproduct of this
production. Limonene is the major constituent of the essential oil of Citrus, so there is
big production of this substance as consequence. One way of getting different
compounds that are economically interesting from limonene is through
biotransformation. According to the American and European lows, compounds
obtained through biotransformation can be considered natural, increasing its value
because of the current search for natural and healthy compounds. Therefore we aimed
the isolation of bacterial strains that are able to survive in presence of limonene, since
one of its characteristics is the toxicity to the cells of microorganisms, obtaining a
putative source for biotransforming this substance. As this task was done, the next
important step is the identification of genes responsible for this bioconversion.
Therefore the objective of this work is the construction of a genomic library of the
bacterial isolate able to grow in the presence of limonene, containing at least 2000

genes, so that subsequently the genes responsible for this activity can be identified.

INTRODUCAO

No Brasil, a producdo de suco concentrado € uma das principais atividades no
agronegocio brasileiro. O Oleo essencial da laranja € um subproduto da producédo de
suco, o que torna o Brasil 0 maior produtor deste tipo de 6leo essencial. No caso dos
Oleos essenciais dos citricos em geral, 0 R-(+)- limoneno é seu componente mais
expressivo, atingindo concentractes de 90 a 96% (Nonino, 1997; Berger et al, 2002).

Aproximadamente 50 mil t de R-(+)-limoneno séo recuperadas ao ano como
subproduto da industria citrica mundial (Nonino, 1997, Berger et al, 2002). O limoneno
€ geralmente separado do 6leo essencial obtido no suco de laranja pela sua baixa
solubilidade em agua, alta tendéncia a auto-oxidacao e polimerizacéo, e formacao de
“off-flavors”, tornando-se um subproduto industrial adequado para bioconversdes a
compostos de alto valor comercial (Berger, 2002).

Uma das formas de recuperacdo do limoneno é através do processo de
biotransformacdo. Além das inUmeras vantagens comparadas ao processo quimico,
compostos obtidos por biotransformacéo podem ser considerados naturais, de acordo

com as legislagbes norte-americana e europeia.
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Existem varios relatos de biotransformacdo de R-(+)-limoneno com obtencao
dos compostos perilicos por linhagens bacterianas (Chatterjee e Bhattacharyya 2001;
Speelmans e col., 1998; Dhavalikar e Bhattacharyya, 1966; Cadwallader e col., 1989;
Chang e Oriel, 1994; Cheong e Oriel, 2000). Uma estratégia comum para a sele¢éo de
linhagens de bactérias com potencial biotransformador de R-(+)-limoneno é a
utilizacdo de técnicas de enriquecimento de cultura utilizando o substrato limoneno
como Unica fonte de carbono (Speelmans e col., 1998; Dhavalikar e Bhattacharyya,
1966; Cadwallader e col., 1989; Chang e Oriel, 1994, Dhavalikar e col., 1966).

Um dos limitantes desse processo de biotransformacdo € a toxidade do
limoneno as células dos micro-organismos. A identificacdo de uma linhagem
bacteriana capaz de sobreviver em presenca de 6leo essencial de citros € um bom
indicativo de que este organismo apresenta um sistema para modificacdo de limoneno,
transformando-o em compostos menos toxicos. Este isolamento foi realizado
anteriormente, em projeto PIBIC 2010/2011 (Pilatti e Takita, 2011). Todavia testes com
esta linhagem acabaram mostrando que sua capacidade de crescer em meio contendo
6leo essencial de laranja doce foi perdida na estocagem em freezer -80°C. Deste
modo, no presente projeto um novo isolamento bacteriano foi realizado. A partir dai, a
construcdo de uma biblioteca gendmica deste isolado bacteriano é etapa primordial

para a identificac@o de genes responsaveis por este processo de biotransformacéao.

MATERIAL E METODOS

- Obtencéo de linhagens resistentes ao limoneno

Foram colhidos seis frutos em estado de decomposicdo, tendo a casca com
consisténcia mole. Destes seis frutos, dois eram de laranja seleta branca e quatro de
lima &cida tahiti. Os frutos foram lavados com agua corrente e foi cortado um pedaco
da casca o qual foi inoculado em 4mL de meio LB liquido (Triptona 10g/L, Extrato de
levedura 5g/L e Cloreto de Sodio 10g/L) e crescido durante a noite. Os in6culos
tiveram a seguinte denominacéo: F1 A e B para os dois frutos de seleta branca, e F2
A, B, C e D para os quatro frutos de lima &cida tahiti. As suspensfes bacterianas
foram entdo plaqueados em meio LB sdlido.

Para a identificagdo das linhagens resistentes ao limoneno foram realizados
testes de crescimento para cada isolado, com diferentes concentragbes de Oleo

essencial de laranja contendo limoneno: 20puL, 50pL e 100pL.
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Este mesmo teste foi feito com uma linhagem de Escherichia coli, usado como
controle negativo e sem bactéria, para controle de contaminacao do meio.

Os in6culos foram incubados por no minimo 16 horas a 37°C e aqueles que
apresentaram resultado positivo (turbidez do meio) foram passados para placas

contendo LB soélido.

- Identificagc&o bacteriana

Colonias bacterianas isoladas foram utilizadas para identificagdo. Para tanto,
foi feita uma amplificacdo de DNA através de reacdo de polimeracdo em cadeia
(PCR), utilizando primers universais, usando o seguinte programa: fase inicial de 45
segundos a 95°C, 25 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 50°C e 3 minutos
a 72°C, finalizando com uma etapa de 10 minutos a 72°C. A amplificacéo foi verificada
em gel de agarose 1%.

As bandas requeridas foram purificadas utilizando o kit Geneclean Il (Bio101)
de acordo com os métodos especificados pelo fabricante. Os fragmentos purificados
foram ligados ao vetor pPGEM-T com incubacéo de 2 horas a temperatura ambiente. As
ligagbes foram usadas para transformagdo de células competentes da linhagem
bacteriana DH10B.

Os clones obtidos da transformagdo foram recuperados por uma
minipreparacdo em placa: os clones foram crescidos em placas de 96 pocos, com 1mL
de meio Circle Grow (Bio101). As placas foram incubadas a 37°C, overnight, com
agitacdo. Os plasmideos foram entdo extraidos por fervura, centrifugando-se as placas
por 6 minutos a 3000rpm. As células foram congeladas a -80°C por 15 minutos e
descongeladas por 10 minutos sendo ressuspendidas em 25uL de agua Mili-Q
autoclavada. A lise foi feita por adicdo de 70uL de STET/Tween (10mM Tris-HCI, pH
8.0, 1ImM EDTA, pH 8.0, 100mM NaCl, 5% Tween 20, 232ug/mL RNAse A, 500pg/mL
Lisozima) e fervura em forno micro-ondas. Em seguida foram adicionados 400uL de
agua Mili-Q autoclavada e a placa foi centrifugada por 45 minutos a 3000rpm apos
incubacdo de 15 minutos em gelo. Do sobrenadante foram coletados 50uL para as
reacbes de sequenciamento, que foram feitas utilizando-se BigDye 3.1 (Applied
Biosystems), segundo as especificagdes do fabricante. As reagdes foram corridas em
sequenciador automatico ABI3730 (Applied Biosystems) e as sequéncias geradas
foram processadas no programa Segman do pacote Lasergene99 (DNASTAR). As

sequéncias dos contiguos obtidos foram comparadas com sequéncias disponiveis em
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bancos de dados publicos através do uso da ferramenta Blast para a identificacdo da

linhagem.

- Preparacédo de DNA gendmico bacteriano

O isolado bacteriano capaz de crescer em presenca de limoneno foi crescido
em 1mL de meio LB liquido (Triptona 10g/L, Extrato de levedura 5g/L e Cloreto de
Sadio 10g/L), durante a noite a 37°C e 250 rpm.

As células foram concentradas por meio de centrifugacao, ressuspendidas em
100uL de tampéo TE (Tris-HCI 10mM, pH 8, EDTA 1mM) e tratadas com lisozima
(2mg/mL), para a quebra da parede celular da bactéria, por 1 hora a 37°C.

As células foram concentradas novamente por centrifugagéo. O precipitado foi
dissolvido em 1mL de tampédo TNE (Tris-HCI 10mM pH 8, NaCl 10 mM, Na,EDTA
10mM pH 8). Foi centrifugado novamente a 14000rpm, por 1 minuto, e o precipitado foi
dissolvido em 135uL de tampdo TNE. Em seguida foram adicionados 135uL de
tampdo TNE com 2% de Triton X-100, 30uL de lisozima e 3uL de RNAse (10mg/mL).
A solucdo foi incubada a 37°C por 30 minutos para a agdo das enzimas. Foi
adicionado entéo 15puL de Proteinase K (20mg/mL) e incubado a 65°C por 2 horas. Foi
adicionado entdo 600uL de solugdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na
propor¢cdo de 25:24:1. ApOs a centrifugacdo, a parte aquosa contendo o DNA foi
recuperada. Foram adicionados 600uL de isopropanol gelado e incubados a -20°C por
20 minutos. O DNA foi concentrado por centrifugagdo a 13000rpm por 5 minutos. O
precipitado foi lavado duas vezes com 1mL de etanol 70% gelado. Ap6s a
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e o DNA permaneceu em repouso para
a secagem. Este entdo foi ressupendido em 100uL de tampao TE. O DNA extraido foi
gquantificado em Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) e verificado em gel de agarose
1%.

- Purificacdo e digestéo do vetor

Os vetores pUC18, pUC19, pGEM3Z e pBluesCribe (pBC) foram usados para
transformacédo de células competentes da linhagem DH10B. pBC foi plaqueado em
meio LB sélido com cloranfenicol (34ug/mL de etanol absoluto) e pUC18, pUC19 e
pGEM3Z foram plaqueados em meio LB soélido com ampicilina (100pg/mL). Os vetores

transformados foram inoculados em LB liquido com os respectivos antibiéticos para a
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realizacdo de uma minipreparacao alcalina. As minipreparac¢des foram verificadas em
gel de agarose 1%. Os vetores que apresentaram resultado positivo nas
minipreparacdes foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI (FERMENTAS).
As digestdes foram feitas com 30 U da enzima, por 1 hora a 37°C. As digestdes foram
precipitadas com 0,3M acetato de sodio e 3 volumes de etanol, sendo posteriormente

tratadas com 1 U de fosfatase alcalina, incubada a 37°C por 1 hora.

- Digest&o do DNA Gendmico

O DNA extraido da bactéria foi digerido pela enzima de restricdo Sau3Al
(PROMEGA), As digestdes foram feitas com 12 U da enzima, por 1 minuto a 37°C. Um
gel de agarose 1% foi feito para verificar a digestdo e para posterior purificacdo do
fragmento com o kit Geneclean Il (Bio101).

- Ligagéao dos fragmentos e clonagem

O DNA genbmico digerido e o vetor tratado foram quantificados. De acordo
com as quantificacdes, foi realizada a ligacdo do vetor com o fragmento, com reacéo a
4°C, durante a noite. As constru¢des foram transformadas em células competentes
DH10B.

RESULTADOS E DISCUSSAO

- Obtencéo de linhagens resistentes ao limoneno

Os testes de resisténcia ao limoneno realizados com o0s indculos da casca do
fruto em decomposicdo apresentaram 0s seguintes resultados: todos os inéculos na
auséncia do Oleo essencial contendo limoneno apresentaram crescimento (turbidez do
meio). F1A, F2A1 e F2C2 apresentaram crescimento na presenca de 20uL de 6leo
essencial. F1A foi o que apresentou melhores resultados, pois também houve
crescimento com 50pL de dleo.

As culturas positivas foram plaqueadas e usadas para identificacdo bacteriana
através de amplificacdo de DNA por PCR e apresentaram resultados de acordo com a

Figura 1.
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PCR PCR' PCR PCR' PCR PCR' PCR PCR'
F1A 20 F1A 20 F1A 50 F1A 50 F2A1 20 F2A1 20 F2C220 F2C2 20

FIGURA 1. Amplifica¢des dos indculos positivos ao teste de limoneno.

Para F1A 20, F1A 50 e F2C2 20 os resultados foram melhores, apresentando
maior amplificacéo.

Os trés amplificons foram ligados ao vetor pGEM-T e clonadas em células
competentes DH10B. Foram obtidos 50 transformantes, destes, 48 foram selecionados
para a realizacdo da minipreperacdo em placa para a extracdo dos plasmideos para a
realizacdo do sequenciamento. As sequéncias obtidas foram comparadas ao banco de
dados disponivel, com o auxilio da ferramente Blast, e a bactéria foi identificada como

do género Staphylococcus, sendo gram-positiva.

- Preparacéo de DNA gendmico bacteriano

O DNA genbmico dos isolados foi extraido e separado em gel de agarose como

pode ser observado na Figura 2.
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FIGURA 2. Extracdo do DNA gendmico das bactérias resistentes ao limoneno.

As quantidades totais de DNA obtidas foram: F1A 20: 32,06 ug; F1A 50: 16,4
Mg; F2 C2 20: 11,64 pug.
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As quantidades obtidas permitiram a continuagdo do trabalho, j& que o minimo

proposto para tal fim era de 10 pg.

- Selecao, purificagdo e digestao do vetor

As minipreparagfes dos transformantes dos vetores podem ser observados na

Figura 3.

FIGURA 3. Extracéo de DNA plasmidial
dos vetores pBC, pGEM3Z, pUC18.

Como observado os vetores pBC e pGEM foram os que apresentaram
melhores resultados. Estes entdo foram digeridos com a enzima de restricdo BamHI
(FERMENTAS), como observado na Figura 4:

Controle Digestao Controle  Digestao
PBC PBC pGEM pGEM

FIGURA 4. Digestéo dos vetores pBC e

pGEM com a enzima de restricdo BamHil,

e separados em gel de agarose 1%.
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As digestdes foram purificadas e tratadas com fosfatase alcalina. Foram feitos
testes para verificar a eficacia do tratamento. Para tanto, foram feitas ligagbes com os
vetores tratados e ndo com fosfatase alcalina, as quais foram usadas para
transformacgéo de bactéria competente. O tratamento com fosfatase alcalina levou a
incapacidade de obter-se transformantes, mostrando que o tratamento foi eficaz. O
vetor pBC apresentou os melhores resultados por levar a obtencdo de um maior
namero de coldnias transformadas, sem o tratamento. Este entdo foi escolhido para a

continuagao dos trabalhos.

- Digestéo do DNA Gendmico

A digestéo do DNA gendmico por Sau3Al pode ser observada na Figura 5.

F1A 20 - F1A 50 ¥ F2C2 20

FIGURA 5. Digestdo de DNA gendmico da
bactéria com Sau3Al.

O fragmento indicado foi purificado e quantificado, obtendo-se

aproximadamente 20ng/uL.

- Ligacéo dos fragmentos e clonagem

Os fragmentos purificados e o vetor tratado foram ligados, sendo usados para
transformacédo de DH10B, obtendo-se 715 clones em 8 placas de cada (F1A 20, F1A

50 e F2C2 20).

CONCLUSAO
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A bactéria isolada apresentou as caracteristicas esperandas, sendo
classificada como sendo pertencente ao género Staphylococcus uma bactéria Gram-
Positiva. Até 0 momento foram obtidos 715 clones na biblioteca gendmica do isolado
bacteriano, um nimero menor do que a meta desejada. Novas clonagens estdo sendo

realizadas para obtermos 0 nimero de clones necessarios.
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