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METODO DE SCREENING DE VARIANTES GENETICOS DE Penicillium

echinulatum UTILIZANDO MICROFERMENTAGOES, VISANDO A OBTENGAO DE
CELULASES.

Tahila Andrighetti (Bolsa Iniciagdo Profissional), Fatima Grasiela Pozzan, Marli
Camassola, Aldo José Pinheiro Dillon (orientador) — tandrighetti@ucs.br

O maior desafio para a tecnologia do etanol de segunda geragédo é a redugéo dos
custos de produgido do complexo hidrolitico, cujo problema pode ser resolvido com a
disponibilidade de variantes genéticos ou através da modificagdo do processo
fermentativo ou ambos. Uma linhagem que apresenta potencial para hidrélise de
lignocelulésicos € a 9A02S1 de Penicillium echinulatum, que foi obtida por
mutagénese sendo o processo de selegdo em placas de Petri. Esta técnica permite
isolar variantes pela precocidade e tamanho de halos de hidrélise em celulose em
placas de Petri. Entretanto, enquanto esta técnica foi util no inicio do melhoramento
esta ndo esta mais permitindo a selegcdo de variantes, visto que aumentos muito
superiores de secrecdo de celulases sao necessarios para a diferenciacdo de uma
colénia padrao em placa de Petri. Para possibilitar o isolamento de variantes genéticos
para a producao de celulases obtidos durante o programa de melhoramento genético
de Penicillium echinulatum, foi desenvolvido um método que possibilita a analise de
varias colénias provenientes da etapa de mutagénese ao mesmo tempo. Nesta
metodologia de micro-analise, propde-se uma micro-fermentagéo em cultivo submerso
aonde volumes de 1,5 mL de meio de crescimento contendo celulose entumecida, séo
distribuidos em tubo eppendorf de 2 ml e autoclavados. Os tubos sdo semeados com
uma algca de platina contendo conidios de colbnias crescidas em placas de Petri,
sendo os tubos em seu conjunto cobertos por gaze e algodao e mantidos por 4 dias a
28°C. Apds as amostras sao centrifugadas por 10 min a 10000rpm e o sobrenadante
utilizado para a analise de FPA, sendo o tubo com o resto da solugdo enzimatica e o
precipitado de micélio mantido a 4°C, para repique da colénia, se necessario.
Baseados no método proposto por Ghose (Pure. and Appl Chem 59:257--268. 1987),
uma reducgdo proporcional de volumes é utilizada para a analise de cada amostras,
que sao posteriormente colocadas em placas de Elisa com 96 pocos e analisadas em
Leitor de Elisa a 545 nm. Com esta metodologia esta sendo possivel o isolamento de
variantes genéticos para a produgao de celulases.
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