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RESUMO

PIRES, Silvana Rodrigues, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2013.
Enzimas celuloliticas fangicas e aplicacdo no branqueamento de polpa Kraft e na
sacarificagdo de biomassa lignoceluldsica. Orientador: José Humberto de Queiroz.

O bagaco de cana-de-aglicar € um subproduto com elevada concentragdo de
carboidratos e disponivel em grande quantidade. E constituido por celulose, hemicelulose e
lignina, que juntas formam um complexo extremamente resistente ao ataque de
microrganismos. Muitos fungos produzem enzimas hidroliticas, como celulases e
hemicelulases, capazes de promover a hidrdlise desta biomassa, liberando agucares para a
fermentacdo. Este trabalho visou a caracterizacdo de enzimas fungicas e algumas de suas
possiveis aplicagfes industriais. Neste contexto, foi realizada a producdo, purificacdo e
caracterizacdo bioquimica de uma xilanase de Fusarium oxysporum e sua aplicacdo no
processo de branqueamento de polpa Kraft e na sacarificagdo de bagago de cana. A xilanase
exibiu massa molecular de aproximadamente 21 kDa no SDS-PAGE. A proteina foi
purificada através de ultrafiltracdo e cromatografia de troca idnica e de exclusdo molecular.
A xilanase exibiu méxima atividade a 60 °C e pH 6,0. A enzima foi capaz de hidrolizar
substratos como xilana birchwood e xilana oat spelts. Os valores de Ky e Vimax, Utilizando o
substrato xilana birchwood, foram 0,85 mM e 0,23 uM/min, respectivamente. A atividade
enzimética foi inibida por SDS, Fe*?, Cu*?, AI'3, dentre outros e foi ativada por Mg™. A
xilanase exibiu alta termoestabilidade a 50 °C, com t1; de 26,1 h, 0 que pode ser importante
para futuras aplicagbes industriais. A enzima aumentou significativamente a taxa de
hidrdlise do bagago de cana alcalinamente tratado, quando adicionada a um coquetel de
celulose comercial. Foi avaliada também a agéo da xilanase em testes de branqueamento de
polpa Kraft, nos quais a adi¢do da enzima ao licor de branqueamento promoveu decréscimo
do numero Kappa. Neste trabalho também foi realizada a clonagem de uma endoglicanase B
produzida pelo fungo filamentoso Aspergillus niger e sua caracterizagdo in silico. Foram
executadas analises computacionais com o fragmento sequenciado, como predicdo de
peptidio sinal e modificagbes pos-traducionais. A proteina clonada foi designada AncEGLB
(endoglicanase B de A. niger clonada). Foram realizados também, alinhamentos multiplos de

sequencia com outras celulases.
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ABSTRACT

PIRES, Silvana Rodrigues, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, february, 2013. Fungal
cellulolytic enzymes and application in bleaching of the pulp Kraft and in the
saccharification of lignocellulosic biomass. Adviser: José Humberto de Queiroz.

The sugarcane bagasse is a by-product with high carbohydrate concentration and
available in great amount. It is constituted by cellulose, hemicellulose and lignin, that when
joined form an extremely resistant compound to the attack of microorganisms. Many fungus
produce hydrolytic enzymes, as cellulases and hemicellulases, capable to promote the
hydrolysis of this biomass, liberating sugars for the fermentation. In this context, the
production, purification and biochemical characterization of a xylanase of Fusarium
oxysporum and your application in the process of bleaching of the pulp Kraft and in the
saccharification of cane bagasse was realized. The xylanase exhibited molecular mass of
approximately 21 kDa in SDS-PAGE. The protein was purified using ultrafiltration and ion
exchange and molecular exclusion chromatography. The xylanase exhibited maxim activity
at 60°C and pH 6.0. The enzyme was capable of hydrolyze substrates as birchwood xylan
and oat spelt xylan. The Ky and Vmax values, using the substrate birchwood xylan were 0.85
mM e 0.23 uM/min, respectively. The enzymatic activity was inhibited by SDS, Fe*?, Cu*?,
Al*®, among other and it was activated by Mg*?. The xylanase exhibited high thermostability
at 50 °C, with ty, of 26.1 h, what can be important for future industrial applications. The
enzyme increased the rate of hydrolysis of the alkali-treated sugarcane bagasse significantly,
when added it to the commercial cocktail cellulose. It was also evaluated the action of the
xylanase in tests of bleaching of the pulp Kraft, in which the addition of the enzyme to the
liqueur of bleaching promoted decrease of Kappa number. This work was also performed the
cloning of an endoglucanase the cloning of an endoglucanase B produced by the fungous
filamentous Aspergillus niger and your characterization in silico were accomplished.
Computing analyses were executed with the sequenced fragment, as prediction of signal
peptide and post-translational modifications. The cloned protein was designated AncEGLB
(endoglucanase B from A. niger cloned). They were also accomplished, multiple alignments

of sequence with other cellulases.
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1. INTRODUCAO GERAL

A conversdo de biomassa lignocelulésica em combustivel, de maneira
economicamente viavel, € um objetivo ainda ndo alcangado. O processo bioldgico para
a conversdao de biomassa lignocelulésica em etanol requer deslignificacdo e
despolimerizagdo da celulose e hemicelulose promovendo a formag&o de agucares livres
e a fermentagdo da mistura de pentoses e hexoses.

Até o momento, o custo de producédo de etanol a partir de biomassa é mais alto
que a partir da cana de aglcar e do amido. Para se tornar competitiva, a converséo da
biomassa em etanol necessita utilizar enzimas com maior capacidade de hidrdlise e com
precos menores que o0s praticados atualmente. Além disso, a identificacdo de
microrganismos melhores e mais eficientes, com capacidade de fermentar pentose, e
com alta produgdo de enzimas hidroliticas devera contribuir para a reducéo dos custos
de producdo. Outra etapa que pode ser melhorada € a sacarificagdo, que compreende o
pré-tratamento, seguido da hidrélise &cido/enzimética da biomassa lignocelulésica, para
liberagdo de agUcares fermenticiveis.

Muitos microrganismos presentes na natureza, como os fungos e as bactérias,
sdo capazes de fazer a bioconversdo dos substratos lignocelulésicos em unidades de
facil assimilacdo para o seu metabolismo (Pandey et al., 2000). As enzimas hidroliticas,
como celulases e hemicelulases tém papel fundamental nessa bioconversdo. As
chamadas enzimas celuloliticas sdo utilizadas em variados setores e possuem vasta
aplicacdo industrial. Podemos destacar aplicagdes nas industrias: téxtil, nos processos
de biopolimento (desfibrilacdo de tecidos como algoddo, linho, 1& e viscose) e
bioestonagem (amaciamento e desbotamento do brim); de polpa e papel, para a
modificagdo controlada de propriedades mecanicas da polpa e liberagdo de tintas da
superficie das fibras a serem recicladas; em lavanderia, de forma a aumentar o brilho, a
remocao de sujeiras e a maciez dos tecidos, além de amenizar o desgaste das pecas,
também utilizadas na producéo de racdo animal e biocombustiveis, processamento de
amido, fermentacdo de grdos para producdo de alcool, extracdo de sucos de frutas,
dentre outras.

Né&o podemos deixar de citar a aplicacdo destas enzimas nas industrias de papel e
celulose. A habilidade de promover a degradagdo seletiva de xilanas confere as
xilanases um grande potencial biotecnolégico. Na industria de papel e celulose as

xilanases podem ser utilizadas durante o processo de branqueamento da polpa,



auxiliando na remocdo de residuos de xilanas que precipitam sobre as fibras de celulose
durante o processo de polpagdo. A fracdo xilana precipitada sobre as fibras estd
geralmente associada a residuos de lignina, os quais sdo responsaveis pela cor escura da
polpa de celulose.

Com base nas diversas aplicagdes destas enzimas e na possibilidade de maior
entendimento da atuacdo de enzimas celuloliticas, o presente trabalho estudou o
crecimento de microrganismos produtores de celulases e hemicelulases, de forma a
maximizar a producdo destas enzimas. Foi realizada a producdo, isolamento e
caracterizacdo bioquimica de uma nova xilanase de Fusarium oxysporum e sua
aplicagdo no processo de branqueamento de polpa Kraft e na sacarificacdo de bagaco de
cana como aditivo em coquetel celuldsico. Foi executada também a clonagem de uma

endoglicanase B produzida pelo fungo Aspergillus niger e sua caracterizagdo in silico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Atual Contexto Energético

Torna-se cada vez mais visivel a crescente demanda mundial por aumento do
consumo e utilizagdo de energia em contraste com a diminuicdo das reservas de
combustiveis fosseis, especialmente petroliferas. Vérios paises vém discutindo e
procurando alternativas para substituicdo de combustiveis fosseis por fontes renovaveis,
visando a diminuicdo dos impactos ambientais (Souza, 2011).

A matriz energética mundial tem participacédo total de 80% de fontes de carbono
fossil, sendo 36% de petréleo, 23% de carvdo e 21% de gas natural. O Brasil tem se
destacado pela elevada participacdo das fontes renovaveis em sua matriz energética
(cerca de 44%), por possuir uma rica bacia hidrogréafica (com vérios rios de planalto e
agua em abundancia) e caracteristicas especiais como grande biodiversidade e intensa
radiacdo solar, além de possuir grande &rea para expansdo da agricultura (Biodieselbr,
2012).

O etanol ganha importancia no cenario mundial como principal opgéo de fonte
de energia alternativa ao petroleo, apresentando baixo custo de producdo, bem como
baixos niveis de poluicdo, além de ser renovavel (Tabela 1). O Brasil domina a
producdo de etanol a partir de cana-de-acucar (mais viavel econémica e
ambientalmente) (Lin e Tanaka, 2006). O pais vem desenvolvendo novas tecnologias
para obtencdo de biocombustiveis, sem precisar aumentar a area de terra plantada e,
principalmente, sem necessidade de desmatamentos (Pereira Jr. et al., 2009; Santos et
al., 2012). Entre as novas tecnologias destacam-se: introducdo de novas variedades de
cana-de-acgUcar e desenvolvimento de novas tecnologias que aproveitem integralmente a
biomassa residual da planta para produzir etanol. Neste contexto, a produgdo do
chamado etanol lignocelulésico ou de segunda geracdo, a partir de residuos
agroindustriais, como o bagaco de cana-de-agUcar, apresenta-se como promissora fonte
de substituicdo de combustiveis fosseis, podendo representar um aumento substancial da

producéo de etanol, o que tem motivado as pesquisas na area.



Tabela 1. Producdo mundial de etanol (milhdes de litros). Adaptado de Bioagéncia,
2012.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Europa 1,627 | 1,882 | 2,855 | 3,645 | 4,254 | 4,429 | 4,973
Africa 0 55 65 100 130 150 235
América do Norte | 18,716 | 25,271 | 35,946 | 42,141 | 51,584 | 54,765 | 54,580
e Central

AméricadoSul | 16,969 | 20,275 | 24,456 | 24,275 | 25,964 | 31,637 | 21,335

Asia/Pacifico 1,940 | 2,142 | 2,753 | 2,927 | 3,115 | 3,520 | 3,965

Mundo 39,252 | 49,625 | 66,075 | 73,088 | 85,047 | 84,501 | 85,088

2.2. Biomassa Lignocelulésica

Ao contrério da energia dos combustiveis fosseis, a biomassa é renovavel e ndo
contribui para o acumulo de didéxido de carbono na atmosfera terrestre, ja que
praticamente todo CO, liberado durante seu uso é absorvido novamente no processo de
fotossintese para sua formacao.

Segundo Souza (2011) a biomassa é definida como toda matéria organica, seja
de origem vegetal ou animal, terrestre ou aquética, oriunda do processo de fotossintese.
Sdo designadas “biomassas tradicionais” a madeira de desflorestamento, residuos
florestais e dejetos de animais (Karekesi et al., 2004). Séo consideradas “biomassas
modernas” as matérias-primas lignocelulésicas como madeira de reflorestamento,
bagacgo de cana-de-acucar e outras fontes, desde que utilizadas de maneira sustentavel,
em processos tecnoldgicos avancados e eficientes (Guardabassi, 2006).

As matérias-primas lignocelulésicas sdo as fontes renovaveis mais
abundantemente encontradas na natureza, sendo compreendidas, pelos residuos
agroindustriais, pelos residuos urbanos e madeiras. Dentre essas, 0s residuos
agroindustriais ganham destaque por serem derivados do processamento de matérias-
primas com maior valor agregado (Castro e Pereira Jr., 2010). Em 2007, o Brasil
produziu aproximadamente 600 milhdes de toneladas de subprodutos agroflorestais,
incluindo os residuos obtidos da industria de celulose (Silva, 2010).

As biomassas lignocelul6sicas representam tecnologias menos agressivas e mais
limpas, inseridas no contexto de “Desenvolvimento Sustentavel”. A Tabela 2 mostra a

composigao quimica parcial de diferentes biomassas lignocelulésicas.



Tabela 2. Composicdo de alguns materiais lignoceluldsicos (Santos et al., 2012).

Biomassa Lignoceluldsica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodéo 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

A biomassa é constituida por trés fracdes principais (Figura 1): celulose (35-
50%), hemicelulose (20-35%) e lignina (10-25%), que s&o unidas entre si por ligag0es
covalentes, formando uma rede complexa e recalcitrante, resistente a ataques
microbianos. Internamente, as fibrilas da fracdo celulésica encontram-se dispostas como
espirais, de forma a conferir forca e flexibilidade ao material. Esta fragdo encontra-se
envolvida pela lignina, cuja funcdo € aumentar a resisténcia da estrutura a ataques
quimicos e enziméticos. A terceira e Ultima fragdo principal, a hemicelulose, atua como
um elo quimico entre a celulose e a lignina. Estas caracteristicas resultam em materiais

flexiveis, porém altamente resistentes a espécies quimicas (Castro, 2006).



Biomassa lignocelulésica

Célula vegetal

Microfibrila
celulésica

Moléculas de
glicose

Figura 1. Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica (Santos et al., 2012).

A cana-de-aclcar é uma graminea de origem asiatica pertencente ao género
Saccharum e a espécie Saccharum officinarum. E muito cultivada em regies tropicais e
subtropicais e apresenta significativa capacidade de armazenar sacarose em seus tecidos
de reserva (Bortolazzo, 2011). O Brasil ocupa atualmente, a primeira posi¢cdo na
producdo mundial da cultura (Rodrigues, 2010). Como mostrado na tabela 2 o bagaco
de cana apresenta em sua constituicdo celulose, hemicelulose e lignina com potencial

significativo para aumentar a producéo de bioetanol (Bortolazzo, 2011).



2.3. O Complexo Lignoceluldsico e sua Degradacéo

Para a utilizacdo da celulose e da hemicelulose, como fonte de aglcares para a
fermentacdo, é necessario que estes polissacaridios sejam antes hidrolisados através da
acdo combinada de muitas endo e exo enzimas. A hidrolise completa da celulose e da
hemicelulose é catalisada pelas celulases e hemicelulases, respectivamente, capazes de

realizar a hidrdlise do complexo lignocelulolitico.

2.3.1. Celulose e a Acéo das Celulases

A celulose é o composto mais abundante nos materiais lignoceluldsicos. E
normalmente encontrada associada a hemicelulose e a lignina e possui alto grau de
polimerizacdo. Sua estrutura é formada por mondmeros de D-glicose unidos por
ligacOes glicosidicas B-1,4. Apresenta estrutura cristalina, em que as fibrilas sdo unidas
por ligagbes de hidrogénio tanto intra quanto intercadeias de celulose. As regides
cristalinas da celulose sdo intermediadas por regies menos compactas, chamadas
amorfas, em que as fibras apresentam maior distancia uma das outras, permitindo assim
maior acesso de moléculas, como enzimas celuloliticas, ao interior das fibras (Figura 2)
(Lynd et al., 2002; Jardine et al., 2009; Rabelo, 2010).

Regifo amorta

Reriio cristaling

Regifio amorfa

Figura 2. llustragéo das partes cristalina e amorfa da celulose. A: celulose cristalina no
centro da microfibrila envolta pelo substrato amorfo. B: Regides cristalinas e amorfas
alternadas ao longo da estrutura (Rabelo, 2010).



As chamadas enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam
ligagcbes O-glicosidicas, sendo classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a
codificacdo 3.2.1.x, onde o valor de x varia com a celulase avaliada.

As celulases sdo enzimas capazes de clivar a estrutrura da celulose. Elas
reconhecem as ligagOes B-1,4 entre as moléculas de glicose e séo expressas quando ha a
necessidade de serem secretadas pelos microrganismos para que estes crescam em
celulose (Kubicek et al., 1993).

As celulases podem ser agrupadas em trés classes principais, as endoglicanases,
(EC 3.2.1.4), as exoglicanases (EC 3.2.1.91), e as B-glicosidases (EC 3.2.1.21). As
endoglicanases catalisam, de forma aleatdria, a hidrolise de ligacGes glicosidicas B-1,4
no interior da cadeia de celulose nas regides amorfas, diminuindo o comprimento da
cadeia e, consequentemente, gerando novos terminais, sendo um redutor e um nao
redutor. J& as exoglicanases, atuam processivamente nos terminais da cadeia de
celulose, promovendo a liberacdo de celobioligossacaridios. S&o constituidas pelas
celobiohidrolases (CBH) e glicano hidrolases (GH) que atuam liberando como produtos
glicose e principalmente, celobiose (que atua como inibidor da hidrdlise). E as -
glicosidases, enzimas que catalisam a formagéo de residuos de D-glicose a partir dos
celobioligossacaridios (residuos de celodextrina e celobiose) (Aristidou e Penttild,
2000).

Essas trés classes de celulases atuam em sinergia para a hidrdlise da celulose
(Figura 3). Assim a eficiéncia do ataque ao complexo celuldsico é bem maior do que se
cada enzima atuar separadamente. Apesar de serem enzimas diferentes, as celulases
apresentam um modo de acdo similar proporcionado por suas caracteristicas estruturais

comuns.
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Figura 3. Representacdo da atividade das celulases celobiohidrolase, endo-B-1,4-
glicanase e B-glicosidase. Adaptado de Watanabe e Tokuda, 2010.

As celulases possuem diversas aplicagdes nas industrias: téxtil, nos processos de
biopolimento (desfibrilagdo de tecidos) e bioestonagem (amaciamento e desbotamento
do brim); de polpa e papel, na modificacdo de propriedades mecanicas da polpa; em
lavanderia para a remocéo de sujeiras e a aumento de maciez, além de amenizar o
desgaste das pecas; também utilizadas na producdo de racdo animal, fermentagdo de
gréos para producdo de &lcool, extracdo de sucos de frutas, dentre outros. Entretanto,
seu uso pode tornar-se ainda maior com a consolidagao da producéo industrial do etanol
de biomassa lignocelulésica.

As industrias Novozymes e Genencor Danisco tém se consagrado na producgao
comercial de celulases para conversdo de biomassa. Ambas tém adotado novas
tecnologias para reduzir o custo de producédo dos preparados celuldsicos. Recentemente,
a Genencor langou o Accelerase® 1500, um complexo celulolitico especifico para
indUstrias que processam a biomassa lignocelulésica. Accelerase ® 1500 é produzido
com uma linhagem geneticamente modificada de T. reesei. Este preparado enzimético
contém niveis elevados de atividade pB-glicosidasica, de modo a assegurar grande

conversdo de celobiose a glicose (Singhania et al., 2010).



2.3.1.1 Produgéo e Estudos com Celulases

Os avancos das pesquisas sobre celulases ocorreram em diversas areas do
conhecimento. Contribuicdes cientificas vém sendo geradas no que tange ao isolamento
de microrganismos, ao aumento da expressdo de celulases por mutacdes génicas, a
purificacdo e caracterizacdo de componentes deste complexo enziméatico, ao
entendimento sobre os mecanismos de ataque a celulose, & clonagem e expresséo de
genes, a determinagdo de estruturas tridimensionais das celulases e a demonstracdo do
potencial industrial dessas enzimas (Castro e Pereira Jr., 2010).

O foco das pesquisas relacionadas as celulases fungicas passou a ser o
melhoramento de sua produgdo. Mandels e Reese publicaram diversos estudos sobre a
influéncia dos principais fatores que afetam a produgéo dessas enzimas e formulagdes
de meio de cultivo ideais para o crescimento dos microrganismos (Castro e Pereira Jr.,
2010). Estudos feitos na india com palhada de cana indicam que os fungos Aspergillus
terreus, Cellulomonas uda, Trichoderma reesei e Zymomonas mobilis podem ser
“chaves” na degradacdo do material lignocelulésico (Singh et al., 2008). No Brasil,
grupos de pesquisa também estdo empenhados na prospeccdo de fungos e na
caracterizacdo, imunolocalizacdo e purificacdo de enzimas flngicas (Rizzati et al.,
2008).

Visando a obtencdo celulases termoestaveis, microrganismos termofilicos
passaram a ser mais estudados e caracterizados. Dentre estes, destacam-se as bactérias
Clostridium thermocellum, Thermonospora fusca e Microbispora bispora e os fungos
Chaetomium thermophile, Thermoascus aurantiacus, Sporotrichum thermophile e
Humicola grisea var. thermoidea (Haki e Rakshit, 2003).

Muitos trabalhos tem se concentrado quanto ao aspecto estrutural destas
enzimas. Estudos destacam caracteristicas comuns as celulases, como a presenca de
uma longa cavidade de uma das regides da proteina que se liga a residuos consecutivos
de acucar do substrato. Nas endoglicanases esta cavidade se apresenta em forma de
fenda, ja as celobiohidrolases possuem uma espécie de tunel que envolve a microfibrila
de celulose (Sandgren et al., 2005). A maioria das endoglicanases e celobiohidrolases de
microrganismos celuloliticos possui um dominio de ligacdo a celulose (CBD-cellulose
binding domain) que é ligado ao dominio catalitico por um peptideo de ligacdo flexivel.
O CBD apresenta especificidade de ligacdo pela superficie da celulose cristalina e

enfraquece as pontes de hidrogénio das microfibrilas de celulose vizinhas. As enzimas
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que possuem o CBD apresentam maior atividade sobre substratos solidos,
principalmente sobre celulose cristalina (Ito et al., 2004; Sandgren et al., 2005). A

Figura 4 ilustra a agdo do CBD de celulose sobre a fibra de celulose.

Figura 4. Acdo da celulase na superficie da fibra de celulose, interagéo entre o dominio
de ligacdo a celulose (CBD) e a superficie do polimero (Scidac, 2010).

2.3.1.2 Técnicas Aplicadas a Produgéo e Estudo de Celulases

Microrganismos com elevado potencial para a producdo de celulases séo
normalmente submetidos a técnicas como a mutacgdo classica (aleatoria) e a expressao
génica. Tais alteracfes possibilitam um aumento na produtividade enzimatica, reducdo
da inibicdo por glicose durante a expresséo de celulases, dentre outros efeitos (Lynd et
al., 2002; Castro e Pereira Jr., 2010).

A mutacdo classica vem sendo aplicada hd décadas sobre linhagens de
Trichoderma reesei, gerando diversas linhagens, dentre as quais a mais reportada € a
linhagem Rut C30. Esta linhagem teve seu potencial celulolitico aumentado devido a
mutacdo do gene crel, o que promoveu um menor efeito de repressdo catabdlica da
glicose pelas células, durante a expressdo das enzimas e um aumento da quantidade de
reticulo endoplasméatico (promovendo aumento nas taxas de O-glicosilacdo das
proteinas). Dentre as técnicas mais utilizadas para obtencdo das linhagens mutantes,
pode-se citar a radiacdo ultravioleta, o acelerador linear e 0 uso de nitrosoguanidina
(Castro e Pereira Jr., 2010).

Com relacdo a expressao génica, as formas mais conhecidas de manipulacdo do
conteldo genético sdo a expressdo homologa e a expressdo heterdloga, que se

distinguem conforme a procedéncia do material genético inserido na célula hospedeira.
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Dentre os organismos hospedeiros mais comumente utilizados para a expressdo
heter6loga de proteinas, estdo a bactéria Escherichia coli e as leveduras Saccharomyces
cerevisiae e Pichia pastoris. O sistema de S. cerevisiae, embora tenha se mostrado
eficiente em alguns casos, apresenta forte tendéncia a hiperglicosilar (50 a 150 residuos
de manose) as proteinas produzidas, acarretando, no caso das celulases, em uma
reducdo da capacidade destas em adsorver-se em substratos sdlidos. Em relacdo ao
sistema de expressdo de E. coli, uma das principais desvantagens é a deficiéncia de
etapas pos-traducionais, que decorre em organizacdo estrutural errdnea da cadeia
polipeptidica, além do fato desta ficar localizada em corpos de inclusdo, os quais
dificultam a extragcdo do produto. Por fim, o sistema de expressdo de P. pastoris,
embora tenha apresentado hiperglicosilagdo em alguns casos, mostra-se como um dos
mais adequados dentre os conhecidos atualmente, por proporcionar elevada producéo da
proteina de interesse. Entretanto, se o objetivo for a produgéo das enzimas celuloliticas
para a conversdo de biomassa lignocelulésica a etanol, S. cerevisiae configura-se como
0 mais adequado sistema de expressdo heterdloga, pois além de expressar as enzimas de
interesse é capaz de fermentar os produtos de hidrolise, produzindo também etanol de
biomassa lignocelulésica (Ferreira, 2010).

Trabalhos tém sido realizados visando & expressdo de proteinas em P. pastoris.
Um exemplo foi a overexpressdo, purificagdo e caracterizacdo de uma enduglicanase de
Aspergillus, em Pichia pastoris. Foi obtida uma proteina recombinante com elevada
atividade especifica (63.83 + 4.68 U.mg™), e grande estabilidade térmica em faixa de
temperatura entre 30 e 50 °C e pH entre 2.0 e 7.0. A proteina expressa se mostrou
promissora em estudos de sacarificagdo de biomassa (Quay et al., 2011).

Em estudos objetivando a producgéo de etanol foram produzidas linhagens de S.
cerevisiae co-expressando trés enzimas: uma endoglicanase, uma celobiohidrolase e
uma B-glicosidase, as quais foram testadas, mostrando serem capazes de gerar agucares

e produzir etanol (Fujita et al., 2004).

2.3.2. Hemicelulose e a A¢éo das Hemicelulases

Devido ao fato da hemicelulose ser formada por uma estrutura complexa de
carboidratos  poliméricos  (xilanas, arabinanas, arabinoxilanas, mananas e
galactomananas), para sua hidrolise completa é necesséria a atuacdo de diferentes

enzimas (Ferreira, 2010). Sua cadeia principal é constituida por residuos de D-xilose
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unidos por ligagdo glicosidica B-1,4, apresentando vérias ramificacdes com os residuos
de D-arabinose, D-manose, D-galactose, D-éacido glicurbnico, etc. O grau de
ramificacdo das xilanas e a natureza do acucar ligado a cadeia principal varia de acordo
com o tipo de planta (Shallom e Sahoham, 2003).

As hemiceluloses sdo constituidas por fracdes amorfas e consequentemente
menos resistentes a enzimas ou agentes quimicos, ao contrario das celuloses que
apresentam tanto regibes amorfas quanto cristalinas. Este fato facilita o contato das
hemicelulases e sua agdo hidrolitica, liberando mais facilmente aclcares para a
fermentacdo. A interacdo entre a celulose e a hemicelulose resulta em importantes
caracteristicas para as fibras, contribuindo para a passagem de 4gua, mobilidade interna
e aumento de flexibilidade (Bianchi, 1995).

Sendo a xilana o principal constituinte da fracdo hemiceluldsica (Collins et al.,
2005), para sua hidrdlise completa é necesséria a atuagdo de um complexo de enzimas
que formam o complexo xilanolitico. Fazem parte deste complexo, enzimas que
hidrolisam a cadeia principal (endo-B-(1—4)-xilanase e B-xilosidase), e enzimas que
hidrolisam as cadeias laterais (a-glicuronidase, a-L-arabinofuranosidase e
acetilesterase) (Biely, 1985).

O principal grupo de enzimas que atuam na degradacéo da xilanas sdo as endo-
B-(1—4)-xilanases, que atuam aleatoriamente, liberando xilooligossacarideos (Shallom
e Sahoham, 2003). J4 as xilosidases ou B-1,4-D-xilohidrolases (EC 3.2.1.37) hidrolisam
xilobiose e outros pequenos Xilooligossacarideos, a partir da extremidade ndo redutora,
resultantes da agéo das endoxilanases, liberando xilose (Basaran e Ozcan, 2008) (Figura
5).
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Figura 5. Enzimas xilanoliticas envolvidas na degradagcdo da xilana (Sunna e
Antranikian, 1997).
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Uma parte majoritaria dos trabalhos publicados sobre hemicelulases lida com as
propriedades e modos de agéo, assim como com aplicacbes das xilanases. Xilanases
constituem-se como uma das principais enzimas produzidas por fungos e bactérias
saprofiticas, sendo fundamental para o processo de colonizacdo e degradacdo de tecidos
hemiceluldsicos. A habilidade de promover a degradacéo seletiva de xilanas confere as
xilanases um grande potencial biotecnoldgico, sendo esta enzima empregada em uma
série de processos industriais, destacando-se principalmente o seu uso na inddstria de
papel e celulose e na indUstria de biocombustiveis (Chantasingh, 2006).

Recentemente, estudos vém sendo realizados com xilanases, como enzimas
auxiliares as celulases, facilitando a agéo e o0 acesso das celulases durante o processo de
sacarificacdo da biomassa, bem como promovendo a hidrélise da hemicelulose (fracdo
xilana), o que favorece um grande aumento de rendimento no processo de producdo de
etanol (Bhat, 2000; Duarte et al., 2003).

2.3.3. Lignina

E constituida por polimeros fendlicos complexos, formados por unidades fenil-
propano. A lignina se encontra associada a celulose na parede celular, podendo formar
ligacOes covalentes com a hemicelulose. Devido a sua estrutura, a lignina é responsavel
por conferir rigidez e protecdo & parede celular, impermeabilidade e resisténcia a
ataques microbioldgicos e mecénicos (Ferraz, 2001).

A estrutura dos materiais lignoceluldsicos pode variar de espécie para especie,
apesar da composi¢do quimica ndo variar entre materiais de mesma origem. A lignina é
capaz de impedir ou retardar a acdo microbiana sobre o material, inviabilizando o
processo de sacarificagdo para producéo de bioetanol (Castro e Pereira Jr., 2010). Este
processo pode ocorrer seja pela adsorcdo das enzimas hidroliticas, impedindo sua acéo
sobre a celulose; ou por sua caracteristica hidrofobica, evitando o intumescimento da
fibra celulésica, o que diminui a area superficial acessivel as enzimas (Damasceno et al.,
2010).

2.4. Microrganismos Lignoceluloliticos

Os fungos filamentosos sdo microrganismos extremamente versateis e

responsaveis pela producdo de uma grande quantidade de enzimas microbianas do
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mercado (Frisvad et al., 2008). S&o considerados uma classe de microrganismos
amplamente distribuidos (em solos, vegetais e animais), podendo ter habitos saprofitos
ou parasitas. Além disso, estes fungos podem associar-se, simbioticamente, com raizes
de plantas, formando micorrizas, ou viver como microrganismos endofiticos, no interior
das plantas, sem causar danos (Grimm et al., 2005). Devido & esta ampla capacidade de
adaptacdo a diferentes substratos (inclusive lignocelulésicos) os fungos séo capazes de
degradar a celulose e a hemicelulose e utilizd-las como fonte de carbono e energia
(Tavares et al., 1998).

Embora as celulases possam ser produzidas por uma grande gama de
organismos, incluindo bactérias, leveduras, fungos, plantas e animais (Lynd et al., 2002;
Palomer et al., 2004), os fungos filamentosos sdo os mais utilizados industrialmente na
producdo de celulases, principalmente os dos géneros Aspergillus, Trichoderma,
Humicola, Penicillium, Fusarium e Phanerochaete (Singhania et al., 2010).

Os do género Aspergillus sédo fungos filamentosos com capacidade de produzir
um sistema completo de celulases e hemicelulases (Jggensen et al., 2003). Apresentam
uma reduzida necessidade nutricional e sdo muito importantes na industria de alimentos,
remédios e agricultura (Javed et al., 2009). No entanto, varias espécies sdo capazes de
produzir diferentes micotoxinas nocivas aos seres humanos e animais (Hedayati et al.,
2007).

J& 0 género Fusarium é composto por fungos amplamente distribuidos no solo e
em associacdo com plantas. Algumas espécies patogénicas sdo capazes de produzir
micotoxinas em cereais, que se consumidos podem causar danos ao homem (Burgess et
al., 1994). Qutras, como o Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, durante a infecgdo,
secretam enzimas hidroliticas, como xilanases capazes de degradar a parede celular e
atacar folhas e frutos (Di Pietro et al., 2003).

2.5 Aplicacdes Biotecnoldgicas das Celulases e Hemicelulases

2.5.1. Producéo de Etanol a Partir de Material Lignocelul6sico

Durante o processo bioldgico para converter os materiais lignocelulésicos em

etanol sdo requeridos: um pré-tratamento para quebrar a estrutura da lignina e da

hemicelulose; despolimerizacdo da celulose para produzir aglcares livres
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(sacarificacdo); fermentacdo dos acUcares resultantes para produzir etanol; e separagao
do etanol produzido por destilagéo (Figura 6) (Santos et al., 2012).
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Figura 6. Esquema da producdo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica (Santos
etal., 2012).

2.5.1.1. Pré-tratamento

Industrialmente a conversdo enzimatica da celulose a etanol envolve operagbes
de pré-tratamento (fisicos, quimicos ou enzimaticos) para retirar ligninas e expor
celulose e hemicelulose ao ataque das enzimas, aumentando assim, o rendimento do
processo (Figura 7) (McMillan, 1994) Um pré-tratamento pode aumentar a
digestibilidade da biomassa, evitar a perda de carboidratos e evitar a formacdo de
inibidores (Sun e Chung, 2002). A escolha do pré-tratamento depende do tipo de
matéria-prima (cana-de-aglcar, amido de milho, beterraba, residuos de composicdo
lignocelulésica, dentre outros) e do agente biolégico a ser utilizado na fermentacédo
(Pereira Jr., 2005).
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Figura 7. Alteragbes estruturais na microfibrila celulésica determinada pelo pre-
tratamento de materiais lignocelulésicos (Santos et al., 2012).

Os pré-tratamentos fisicos atuam na reducéo do tamanho da particula através de
moagem, aumentando o desempenho da enzima, pelo aumento da &rea superficial e, em
alguns casos, pela redugéo do grau de polimerizacdo e cristalinidade da celulose (Santos
etal.,, 2012).

Os pré-tratamentos quimicos, incluindo pré-tratamentos &cidos, alcalinos ou
oxidativos também sdo muito utilizados. Variam de muito &cido até bastante alcalino,
tendo assim, diferentes efeitos nos principais componentes da biomassa. Por exemplo, o
pré-tratamento &cido hidrolisa a fracdo de hemicelulose, ja os pré-tratamentos alcalinos
tém mais efeito na digestibilidade da celulose e na estrutura da lignina. Estes pré-
tratamentos liberam uma maior quantidade de celulose como substrato, aumentando o
rendimento do processo (McMillan, 1994). O pré-tratamento &cido pode ser conduzido
em altas ou baixas concentracbes de acido. As altas concentracbes podem levar &
formacéo de furfurais, que atuam como inibidores da fermentag&o, por isso s&0 menos
desejados (Alvira et al, 2010). J& os pré-tratamentos bésicos podem ser realizados em
variadas concentragcfes de base (como hidroxido de sodio, de potassio e de calcio). Tem
a vantagem de promover uma menor degradacdo de agucares que 0s tratamentos acidos
(Kumar et al, 2009). A base mais utilizada é o hidroxido de sédio que atua promovendo
um inchago na estrutura da celulose, o que aumenta a superficie interna e diminue a
cristalinidade, promovendo maior desestruturacdo da lignina presente no complexo
(Taherzadeh e Karimi, 2008).
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Existem ainda os pré-tratamentos biolégicos que normalmente utilizam fungos e
algumas bactérias. Durante o processo, estes microrganismos secretam enzimas
extracelulares como lignina peroxidases e lacases que ajudam a remover uma
quantidade consideravel de lignina da biomassa.

Um pré-tratamento eficiente, pode substancialmente reduzir o requerimento de
enzimas no processo de sacarificagdo da celulose e, conseqlientemente, reduzir 0s
custos de producdo (Mosier et al., 2005). Normalmente, hidrdlises enzimaticas
proporcionam um rendimento de agicar menor que 20%, enquanto que, se uma etapa de
pré-tratamento for utilizada, o rendimento pode ser superior a 90% (Ghosh e Ghose,
2003).

2.5.1.2. Sacarificagéo

Apés a etapa de pré-tratamento, é realizada a sacarificacdo (conversdo dos
polissacaridios em agUcares fermenticiveis). Hemicelulose e celulose podem ser
hidrolisadas a agUcares e estes, fermentados por microorganismos (Rabinovich et al.,
2002). A hidrolise da celulose produz glicose e celobiose. Por outro lado, a hidrolise de
ligninas e hemicelulose produz agucares e subprodutos (principalmente, difendis,
derivados de fenilpropano, cetonas, furfural e &cido acético), que muitas vezes inibem a
fermentacdo (Hahn-Hagerdal et al., 2006).

Neste processo, é possivel aplicacéo de hidrélise quimica (&cida ou alcalina) ou
de hidrdlise enzimatica do material pré-tratado. A hidrdlise da hemicelulose pode ser
catalisada pelas hemicelulases ou por &cidos diluidos como o &cido sulfurico (com uso
de temperaturas de 100-200 °C) (Tamaru et al., 1999). A hidrdlise da celulose pode ser
conduzida com &cido concentrado a baixas temperaturas (cerca de 30 °C) e resulta em
rendimentos altos tanto de hexoses quanto de pentoses (Sakon et al., 1997; Spiridonov e
Wilson, 1998). Podem ser utilizados também os &cidos diluidos, como o H,SO,4, em
baixas concentragdes (< 1%), o que demanda o uso de altas temperaturas (180-230 °C).
Mas, geralmente, a maior parte da celulose é cristalina, e condigBes extremas (altas
temperaturas e altas concentracbes de &cido) sdo necessarias. O que pode produzir,
entretanto, alcatrdo e outros produtos secundarios dificeis de lidar, sendo este mais um
desafio comercial a ser enfrentado (Ogeda e Petri, 2010).

Processos de hidrdlise catalisada por enzimas (sacarificagdo enzimética) sdo os

mais utilizados. Enzimas vém sendo amplamente utilizadas com a finalidade de um
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melhor aproveitamento dos materiais lignocelulésicos, ja que podem evitar a formagéao
de inibidores da etapa fermentativa (Rabinovich et al., 2002). No processo de hidrolise
enzimética a taxa de hidrélise aumenta de forma ndo-linear até que todos os sitios de
ligacdo estejam saturados com o substrato. Normalmente, a hidrdlise € realizada em
valores de pH entre 4-8 e temperaturas entre 45-50 °C. Durante o processo, a solugéo de
hidrdlise deve ser suavemente agitada, de forma a evitar a perda de enzimas (Duff e
Murray, 1996).

2.5.1.3. Fermentac¢do Etandlica

A fermentacdo etan6lica é um processo biolégico em que matérias orgénicas sdo
fermentadas por microrganismos para produzir etanol e CO,. O grande desafio tem sido
0 desenvolvimento de um microrganismo engenheirado que tenha a capacidade de
metabolizar ndo s6 hexoses (como a glicose), mas também e com eficiéncia seja capaz
de metabolizar pentoses (principalmente xilose) (Hahn-Hagerdal et al., 2006).

E importante que este microrganismo ndo seja inibido por compostos gerados
durante o pré-tratamento e hidrolise dos materiais lignocelulésicos (Hahn-Hagerdal e
Pamment, 2004). Os fungos filamentosos seriam uma alternativa, porém ndo séo
utilizados nos processos industriais devido ao processo de fermentagdo catalisado por
eles ocorrer muito lentamente.

Os microrganismos mais comumente usados para produzir etanol s&o as
leveduras, que tém a flexibilidade de crescer em um meio contendo agucares simples,
como a glicose, e em meio contendo dissacarideos como a sacarose. A mais utilizada,
inclusive na industria, tem sido a levedura Saccharomyces cerevisiae, microrganismo
capaz de produzir etanol em altas concentrages.

Os acucares derivados da biomassa lignocelulésica sdo constituidos por uma
mistura de hexoses (principalmente glicose) e pentoses (principalmente xilose) e a
maioria das espécies selvagens de S. cerevisiae ndo sdo capazes de metabolizar xilose.
Bactérias, leveduras e fungos filamentosos séo capazes de fermentar xilose. As bactérias
anaerobicas fermentam pentoses, mas séo inibidas com baixas concentragdes de actcar
e etanol. A levedura que fermenta naturalmente a xilose, como a Pichia stipitis CBS
6054, fermenta a Xxilose em etanol com um rendimento e produtividade razoaveis,
entretanto esta espécie de levedura é inibida pelos compostos gerados durante o pré-

tratamento e a sacarificagdo (Hahn-Hé&gerdal et al., 2004). Logo, muitos esforgos tém
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sido feitos para obter cepas recombinantes de bactérias e leveduras que podem ser
usadas na fermentacdo industrial de materiais lignocelulésicos (Hahn-Hégerdal et al.,
2006).

O liquido resultante, apds consumo dos componentes do meio de fermentagéo, €
destilado com o intuito de concentrar o etanol até um nivel determinado ou até o limite
possivel, o azedtropo etanol-4gua (95,5% de etanol). Este aze6tropo é comumente
comercializado como etanol hidratado, sendo possivel sua utilizacéo direta nos motores
automotivos. No entanto, para ser misturado a gasolina o etanol necessita estar na sua
forma anidra, cuja obtencdo se da por meio de processos de desidratacdo como o arraste

com benzeno ou o uso de absorventes regeneraveis (Pereira Jr., 2005).

2.5.1.4 Principais Gargalos no Processo de Obtencéo de Etanol a Partir de

Material Lignocelulésico

As principais barreiras existentes para a maior utilizacdo das energias renovaveis
sdo de ordem econdmica, pois as tecnologias empregadas sdo novas, ainda em
desenvolvimento e por isso tém elevado custo de implantacdo. Para que esta barreira
possa ser superada é preciso suporte governamental e investimentos em tecnologia.

No processo de obtengdo de etanol a partir de material lignoceluldsico existem
dois principais gargalos da tecnologia: os métodos de pré-tratamento impostos a
biomassa (por vezes muito drasticos) e os altos custos de produgdo das celulases (que
poderiam ser menores com o0 uso de preparados com elevada atividade especifica).
Contudo, o aumento do volume produtivo das celulases, devido a sua aplicacdo em
diversos setores, também pode contribuir significativamente para a reducéo dos custos
de producéo dessas enzimas (Singhania et al., 2010).

As celulases sdo produzidas por uma gama de microrganismos, contudo a
maioria apresenta grandes restricdes que dificultam ou oneram o processo de produgé&o.
Para superar estas restricbes a biologia molecular é uma favoravel ferramenta
(Singhania et al., 2010). Diversas estratégicas estdo em desenvolvimento ou poderdo ser
conduzidas visando melhorias no processo fermentativo. Um exemplo seria se a
producdo das enzimas hidroliticas fosse realizada durante o prdprio processo de
fermentacdo, conduzida por um microrganismo capaz de produzir ndo apenas o etanol,

mas também todas as enzimas necessérias a hidrélise da celulose (McBride et al. 2005).
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Outra estratégica interessante seria adicionar nas leveduras uma rota metabdlica
adicional que as permitissem fermentar pentoses (Gray et al., 2006) ou quem sabe a
expressdo das celulases dentro da prdpria biomassa (Lynd et al., 2002). A reducéo dos
teores de lignina ou o aumento do teor de carboidratos da biomassa também podem ser
promissores. Nestes casos, deve ser analisado se estas modificagcbes ndo alterariam o
sistema de defesa da planta contra patégenos e insetos (Sticklen, 2006).

O principal objetivo ainda é a obtencdo de glicose a partir de celulose usando
métodos “limpos” e economicamente viaveis, nos quais altas temperaturas e pressao
sejam desnecessarias. Mas a crescente demanda e o espirito cientifico certamente
conduzirdo os pesquisadores da area a novas descobertas para que este processo seja
ndo s6 mais viavel economicamente como também esteja cada vez mais inserido no

contexto do desenvolvimento sustentavel.

2.5.2 Branqueamento de Polpa de Celulose

Uma das principais aplicagdes das xilanases é no pré-branqueamento da polpa de
celulose na industria de papéis. O uso de xilanases no branqueamento pode ser realizado
visando & diminuicdo dos custos e a obtengdo de fibras de melhor qualidade, além de
serem produzidos menos residuos toxicos no processo (Duarte, 2003).

Tradicionalmente séo necessérios dois processos para a obtencdo de uma polpa
de celulose pura: cozimento e branqueamento. O processo de cozimento mais
importante é o Kraft, que envolve o uso de sulfito, bissulfito e meio bésico para
degradar a lignina da madeira, deixando-a soltvel no licor de cozimento (Patel et al.,
1993). Sob alta temperatura e pressdo, 90 a 95% da lignina é modificada ou solubilizada
e o conteudo das fibras se separa. A xilana é dissolvida no licor de cozimento devido a
alta temperatura e pH. No entanto, a medida que o processo se desenvolve, a
alcalinidade diminui e a xilana degradada precipita-se de forma mais ou menos
cristalina sobre a celulose (Buchert et al., 1992). Na sequencia, sdo realizadas algumas
lavagens para a limpeza da polpa e retirada do licor remanescente, mas as fibras ainda
sd0 escuras, devido & presenca de lignina residual.

O branqueamento da polpa divide-se em dois estagios: o pré-branqueamento e o
branqueamento propriamente dito. O pré-branqueamento remove mais uma parte desta
lignina residual do cozimento e pode ser realizado por diversos processos, tais como,

hidrdlise enzimética, reacdes de substituicdo ou adicdo de oxigénio, dependendo da
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inddstria. O processo de branqueamento pode ser dividido em trés estagios: o primeiro
estagio é usado oz6nio (Os3) e dioxido de cloro (ClO,); no segundo estdgio, hidroxido
sodio (NaOH), oxigénio (O,) e peroxido de hidrogénio (H,O2) e no Gltimo é realizado
outro tratamento com dioxido de cloro. O uso de cloro resulta na producdo de
organoclorados que séo produtos da degradagdo da lignina, os quais sdo altamente
toxicos e mutagénicos, necessitando tratamento dos efluentes na planta da fabrica de
papel (Polizelli et al., 2005). A figura 8 é um esquema representativo das diversas
etapas do processo de producdo da polpa de celulose.

O uso de xilanases no branqueamento € um processo amplamente empregado
pelas industrias de papel e celulose do hemisfério norte e seu uso vém proporcionando

uma maior economia durante 0 processo.

- a
Cozimento ou Lavagem
Processo Kraft

Preparacao da
madeira

Descascamento Pressdo Bkgf.-'-:m2
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Classificacdo granulométrica Aditivo: antraguinona

N
Pré- Branqueamento Polpa de

branqueamento celulose

Aplicacdo de O° Estagio Z/D — ozdnio (O3) e didxido de cloro (ClO,)

em duas etapas Estagio Eop (extrac&o alcalina) (NaOH; Og; H203)

Estagio D — didxido de cloro (Cl103)

Figura 8. Esquema representativo de um processo de produgédo da polpa de celulose
(Rizzatti, 2004).

Diversas pesquisas relacionadas & industria de papel e celulose indicam a
participacdo de xilanases no refino da polpa, na melhora da qualidade, na modificagéo
das propriedades das fibras. Além de permitirem desaguamento, 0 que aumenta a
velocidade de fabricagdo do papel e tem a fungdo de colaborar no processo de
despigmentacdo da matriz celuldsica, favorecendo o aumento da drenagem da agua
presente na polpa de papel (Bhat, 2000).

Alguns estudos mostram o uso de xilanases no processo Kraft do branqueamento
de polpa, auxiliando no desligamento da lignina da fibra, o que faz com que o material
fiqgue mais suscetivel ao tratamento quimico e um menor uso de cloro seja necessario

(Duarte et al., 2003). J& foi provado que a utilizagdo de extratos contendo atividade de
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manase juntamente com a xilanase sdo mais eficientes para o biobranqueamento do
papel (Bhat, 2000).

Um estudo recente avaliou o impacto do processo de branqueamento no teor de
xilanas de polpas Kraft de Eucalyptus grandis e de Eucalyptus urograndis produzidas
por diferentes protocolos de cozimento e o efeito do teor de xilanas da polpa na sua
branqueabilidade. Observou-se que o contelldo de xilanas das polpas influenciou
negativamente a sua branqueabilidade, aumentando o consumo de reagentes quimicos
(Pedrazzi et al., 2011).

Entretanto, grande parte dos estudos concentram esfor¢cos na melhoria das
propriedades das xilanases ja caracterizadas e especialmente na detec¢do de novas
enzimas, sua purificagdo, caracterizagéo e aplicagdo em processos de branqueamento de
polpa. Um exemplo a citar seria a purificacdo e caracterizacdo de uma xilanase de
Aspergillus ficuum, AF-98, uma proteina monomérica de 35,0 kDa, que apresentou
temperatura e pH 6timos de 45 °C e 5,0 respectivamente, sendo portanto, promisora
para a utilizacdo na inddstria (Fengxia et al., 2008). Outro exemplo em escala industrial
foi a produgéo de uma xilanase livre de celulase, por Trichoderma reesei SAF3, isolado
a partir de solo. O crescimento méximo do fungo foi obtido apds 48h em condigBes
submersas em meio de cultura contendo xilana, enquanto a produc@o méxima de enzima
(4,75 U.mL™) ocorreu em 72 h. Durante o periodo de cultivo, ndo foi detectada
atividade celuldsica. A enzima parcialmente purificada hidrolizou xilana a xilose (Kar et
al.,2006).

Em processos industriais as xilanases podem proporcionar tanto a diminuicdo de
gastos com compostos quimicos de alto custo, quanto dos impactos ambientais causados
pelos tratamentos convencionais. Neste sentido, € justificada a realizacdo deste trabalho
que muito tem a contribuir para um objetivo maior de utilizacdo de métodos “limpos” e

economicamente viaveis.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos Gerais

Os objetivos deste trabalho foram produzir, caracterizar e aplicar uma xilanase
de Fusarium oxysporum em branqueamento de polpa Kraft e na sacarificagdo de bagaco
de cana. Posteriormente, clonar uma endoglicanase B de Aspergillus niger e realizar sua

caracterizacao in silico

4.2. Objetivos Especificos

e Purificar e caracterizar bioquimicamente uma xilanase de Fusarium oxysporum;

e Aplicar a xilanase de Fusarium oxysporum no processo de branqueamento de
polpa Kraft e na sacarificagdo de bagaco de cana como aditivo em coquetel
celulésico;

e Clonar uma endoglicanase B de Aspergillus niger e realizar sua caracterizagdo in

silico.

31



5. PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UMA XILANASE DE
FUSARIUM OXYSPORUM E APLICAGCAO NA SACARIFICACAO DE
BIOMASSA E NO BRANQUEAMENTO DE POLPA

S.R. Pires?, J. H. de QueiroZ®, T. R. Dutra®, V. M. Guimaraes®, S. T. de Rezende?, J. G.
Ferreira®

®Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, MG, 36570-000, Brasil.

5.1. RESUMO

A degradagdo da parede celular de plantas por fungos envolve a acdo combinada
de enzimas hidroliticas, incluindo xilanases. Neste trabalho, uma xilanase de Fusarium
oxysporum foi purificada utilizando procedimento de ultrafiltracdo, e cromatografia de
troca ionica e de exclusdo molecular. A xilanase exibiu massa molecular de
aproximadamente 21 kDa no SDS-PAGE e uma maior atividade a 60 °C e pH 6.0. A
enzima foi capaz de hidrolisar substratos especificos, incluindo xilana birchwood e
xilana oat spelts. O valor de Ky foi 0,85 mM e o valor de Vi foi 0,23 uM/min, no
substrato xilana birchwood. A atividade enzimatica foi drasticamente inibida por SDS,
Fe*?, Cu*?, AI", dentre outros. A xilanase foi ativada por Mg* e demonstrou uma alta
termoestabilidade a 50 °C, com ti; de 26,1 h. Em testes de aplicacdo, a adicdo da
xilanase de Fusarium oxysporum na hidrolise do bagaco de cana alcalinamente tratado
promoveu uma sacarificagdo significativamente superior quando comparada & hidrélise
realizada somente com o coquetel de celulose comercial. A agdo da xilanase de F.
oxysporum foi também avaliada em testes de branqueamento nos quais a adi¢do da

enzima ao licor de branqueamento promoveu um decréscimo do nimero Kappa.

Palavras-chave: Xilanase; Fusarium oxysporum; Aplica¢des Industriais.
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5.2. INTRODUCAO

O fungo patogénico Fusarium oxysporum é amplamente distribuido, e coloniza
o0s mais diversos hospedeiros como animais e diferentes espécies de plantas (Di Pietro et
al., 2001). Tem sido caracterizado como um bom produtor de diversas enzimas
hidroliticas, e como um importante microorganismo envolvido na penetracdo de plantas
por patdgenos (Di Pietro et al., 2001; Saha, 2002).

Celulose, hemicelulose e lignina sdo os maiores componentes da parede celular
de plantas (Ahmed et al., 2009). As hemicelulases sdo enzimas produzidas por muitas
espécies de bactérias, fungos e plantas e sdo responsaveis pela degradagdo da
hemicelulose na parede celular de plantas. As xilanases (E.C.3.2.1.8) sdo hemicelulases
que atuam na despolimerizacdo das fibras de celulose. Elas agem junto com outras
hemicelulases, tais como as p-xilosidases (E.C. 3.2.1.37), mananases (E.C. 3.2.1.78), a-
arabinofuranosidases (E.C. 3.2.1.55), dentre outras, sendo fundamentais no processo de
exibicdo das fibras de celulose, devido a habilidade de promover a degradacéo seletiva
das xilanas (Gottschalk et al., 2010; Falkoski et al., 2012). As xilanases catalisam a
hidrdlise da xilana produzindo xilooligossacarideos, que podem ser convertidos a
acucares. Devido a estas caracteristicas, as hemicelulases tém sido muito estudadas com
referéncia as suas propriedades e aplicacbes comerciais, tendo sido consideradas
enzimas com grande potencial nas industrias de biocombustivel, e de papel e celulose
(Ahmed et al., 2009).

Nesse sentido, estdo sendo realizadas pesquisas buscando técnicas para o uso de
bagagco de cana-de-aglicar como fonte alternativa na producdo de biocombustiveis
(Ogeda e Petri, 2010). A estrutura complexa do bagaco de cana apresenta em sua
constituigéo, celulose, hemicelulose e lignina, apresentando significativo potencial para
aumentar a producdo de biocombustivel a partir de matéria-prima renovével
(Bortolazzo, 2011). Celulose e hemicelulose podem ser hidrolisadas por produtos
quimicos (&cidos) ou enzimas (sacarificacdo) a agucares que podem ser fermentados a
diversos produtos, como o etanol (Costa, 2011; Santos et al., 2012).

Outra aplicacdo industrial destas enzimas é no branqueamento da polpa de
celulose, no qual as xilanases facilitam o processo de degradacdo da lignina. Estas
enzimas podem ser usadas durante o processo de branqueamento da polpa, auxiliando
na remoc&o de residuos de xilana que se precipitam sobre as fibras de celulose durante o

processo. A fracdo xilana precipitada sobre as fibras é geralmente associada a residuos
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de lignina, que sdo responsaveis pela cor escura da polpa de celulose. Alguns estudos
mencionam como as xilanas afetam o branqueamento da polpa, no entanto, podemos
encontrar trabalhos que confirmam que o contetdo de xilana das polpas influencia o
branqueamento negativamente, aumentando o consumo de reagentes quimicos (Pedrazzi
etal., 2011).

Este artigo descreve a purificagdo e caracterizagdo de uma xilanase de Fusarium
oxysporum e suas potenciais aplica¢des biotecnoldgicas. Descrevemos sua aplicagdo em
processo de sacarificagcdo de biomassa, usando um complexo de celulase comercial na
presenca e na auséncia de atividade da xilanase de Fusarium oxysporum e
estabelecemos comparacdes. Além disso, investigamos o efeito desta enzima no

branqueamento da polpa Kraft de eucalipto.
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5.3. MATERIAL E METODOS
5.3.1 Cultivo do Microrganismo e Producéo da Enzima

O fungo Fusarium oxysporum utilizado neste estudo, foi obtido da colecéo de
fungos do Laboratério de Patologia Florestal e Genética da Interacdo Planta-Patégeno
da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil. A cultura foi mantida em meio
BDA (Batata Dextrose Agar), incubada a 28 °C durante 7 dias e, em seguida,
armazenada a 4 °C. O volume da suspensdo de esporos para obter uma concentragéo
final de 10° esporos/mL foi transferido para o meio liquido contendo 1% (p/v) de farelo
de trigo como fonte de carbono e (em g/L): 1,5 KH,PO4, 0,5 MgSO..7H,0, 0,25
CuSOq, 1,0 NHsNOs e 2,0 de extrato de levedura. Além disso, o meio foi suplementado
com MnCl; (0,09mg), H3BO;3 (0,07mg), NaMoO, (0,02mg), FeCl; (1,0mg) e ZnSO,
(3,5mg) em p/v, como elementos traco. Apos incubacdo a 28 °C, por quatro dias, 0
micélio foi removido usando papel de filtro e o filtrado foi submetido a centrifugagéo
(21.350 x g, 30 min, 4 °C). O sobrenadante contendo xilanase foi armazenado a 4 °C e

utilizado nos ensaios enzimaticos e nas etapas de purificacéo.

5.3.2 Ensaio Enzimatico

A atividade de xilanase foi determinada utilizando 400 pL de xilana birchwood
(concentragdo final de 1,5% p/v) em 100 mM de tampdo acetato de sodio como
substrato, pH 5,0 e 100 pl de solucéo de enzima. A reagdo foi realizada por 10 min a 50
°C, paralisada com a adicdo de 500 pl de reagente &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), e
fervida por 5 minutos. Este ensaio foi denominado “ensaio padrédo de xilanase". Todos
os ensaios foram realizados com trés repeticdes, e os valores médios calculados.

Os valores de absorbancia a 540 nm foram determinados e convertidos em moles
de agUcar redutor produzido utilizando uma curva padrdo de xilose. Uma unidade de
xilanase foi definida como a quantidade de enzima necesséria para produzir 1 pmol de

xilose por minuto nas condi¢des de ensaio.
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5.3.3 Concentracéo Protéica

A concentracdo de proteina nas amostras enzimaticas foi determinada de acordo
com Bradford (1976). O meio de reagdo continha uma mistura de 0,2 ml do reagente de
Bradford, 0,5 a 0,8 ml da solugdo da amostra e 0.0-0,3 ml de agua destilada. Apds 15
minutos de incubagdo, a concentragdo de proteina foi determinada a 595 nm utilizando

albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

5.3.4 Purificacdo da Xilanase

O sobrenadante da cultura de F. oxysporum foi concentrado a 4 °C no sistema de
ultrafiltracdo Amicon, modelo 8400, utilizando uma membrana de tamanho de poro de
exclusdo de 30 kDa (Millipore co., Billerica, MA, EUA). A amostra foi entdo aplicada
em uma coluna de CM-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) (3 x 9 cm),
incubada em tampéao de acetato de sédio 0,025 M, pH 4,5. As proteinas adsorvidas
foram eluidas em um gradiente de sal (0-1 M NaCl) a uma vazédo de 60 mL/h (3 mL por
tubo). As fragdes eluidas que mostraram atividade de xilanase foram combinadas e
concentradas no sistema de ultrafiltragdo Amicon, usando uma membrana com um poro
de exclusdo de 3 kDa. Este processo foi realizado em uma centrifuga refrigerada, a
2.025 x g, por 1 h em 4 °C. A fragdo concentrada foi aplicada em uma coluna de
Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) (1.6 x 60 cm), em FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatography, Amersham Pharmacia), incubada em tampdo
fosfato de sédio 0,5 M, pH 6.0, com uma vazdo de 60 mL/h e fragdes de 3 mL foram
coletadas. Todas as fragbes com atividade de xilanase foram agrupadas e utilizadas em
estudos adicionais. As etapas de purificagdo da enzima foram realizadas & temperatura

ambiente.

5.3.5 SDS-PAGE

A massa molecular da enzima foi estimada por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) usando um gel de
poliacrilamida de 10% (p/v) (Laemmli, 1970). Os marcadores de peso molecular (S8445
Sigma MarkerTM) correspondiam a 200,0 kDa miosina, 116,0 kDa [-galactosidase,
97.0 kDa fosforilase b, 66,0 kDa albumina de soro bovino, 45,0 kDa ovalbumina, 36.0
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kDa gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 29,0 kDa anidrase carbdnica, 24,0 kDa
tripsinogénio, inibidor de tripsina 20,0 kDa, 14,2 kDa a-lactoalbumin e 6,5 kDa
aprotinina. O gel foi corado com prata (Heukeshoven e Dernick, 1988) ou com
Coomassie Brilhant Blue R-250 (Meyer e Lambert, 1965).

5.3.6 Zimograma

O SDS-PAGE foi carreado em um gel de poliacrilamida 10% (p/v) contendo
0,1% (p/v) xilana birchwood polimerizada na matriz do gel. SDS e B-mercaptoetanol
foram omitidos do gel e do tampéo, respectivamente, e as amostras ndo foram aquecidas
antes da analise. Apds a eletroforese, o gel foi lavado duas vezes com isopropanol 25%
(v/v) em tampéo acetato de sodio 0,1 M, pH 6.0, por 30 min. Em seguida, o gel foi
incubado em tampéo acetato de sodio 0,1 M, pH 6.0 a 50 °C por 15 min. Apds a
incubacéo, o gel foi corado com Vermelho Congo (5 mg/ml) por 1h e lavado com NaCl
1 M até que bandas claras fossem observadas contra um fundo vermelho, o que indicou

a hidrélise do substrato.

5.3.7 Efeitos do pH e da Temperatura na Atividade e na Estabilidade da Xilanase

O efeito do pH na atividade e estabilidade da xilanase foi medido dentro do
intervalo de pH de 3.0-8.0, usando tampédo Mcllvaine (fosfato de sédio/é&cido citrico),
para preparagéo das solucdes de xilana birchwood (Mcllvaine, 1921). O ensaio padrdo
de xilanase foi desenvolvido a 50 °C (como descrito acima). Da mesma forma, a
influéncia da temperatura na atividade e estabilidade da xilanase foi avaliada em
diferentes temperaturas de incubacdo (30-70 °C), também usando o ensaio padrdo de

xilanase.
5.3.8 Estabilidade Térmica e Tempo de Meia-vida da Xilanase

A estabilidade térmica da xilanase purificada foi determinada a 50, 55 e 60 °C
por periodos de 30, 7 e 1 h respectivamente. O extrato enzimético foi diluido em tamp&o

fosfato de sodio 0,1 M, pH 6.0. Durante o periodo de incubacédo, aliquotas foram

retiradas para determinagéo da atividade residual em conformidade com o ensaio padréo
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de xilanase. Em seguida, foi calculado o tempo de meia-vida, correspondente a perda de

metade da atividade enzimatica inicial.

5.3.9 Determinacao dos Parametros Cinéticos e Especificidade de Substratos

Os experimentos de cinética foram realizados usando xilana birchwood em
tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 6.0, como substratos, em diferentes concentragdes.
Os ensaios foram realizados a 50° C. A constante de Michaelis-Menten (Ky) e a
Velocidade Méaxima de Reacdo (Vmax) foram calculadas pelas curvas de Michaelis-
Menten e Lineweaver-Burk, usando o software Curve Expert verséo 1.4 para Windows
e o programa Sigma Plot ®, verséo 10.0.

A especificidade de substratos da xilanase foi avaliada através do ensaio
enzimético, utilizando os substratos naturais xilana birchwood (concentracdo final de
1,5% p/v) e xilana oat spelts (concentracéo final de 1,5% p/v) em tampé&o fosfato de
sodio 0,1 M, pH 6.0, de acordo com o ensaio padrdo de xilanase. Foi também avaliada a
especificidade de substrato com o substrato sintético p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo
(pNPBXil) na concentracdo final de 4,0 mM. Para este substrato a mistura de reacdo foi
composta por 275 pL de tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 6.0, 125 uL de 4,0 mM de
pNPBXil, diluido em agua destilada e 100 pL de xilanase purificada. A reacdo foi
incubada a 50 °C por 20 min e interrompida com a adi¢éo de 0,5 mL de Na,CO3 0,5 M,

sendo, em seguida, determinada a concentracdo de p-nitrofenil (pNP) a 410 nm.

5.3.10 Efeito de Tons, EDTA e SDS

Com o objetivo de se avaliar a agdo de efetores na atividade de xilanase, 100 puL
das amostras de enzima em tampdo de fosfato de sddio 0,1 M, pH 6.0, foram pré-
incubados com vérios efetores durante 15 minutos a temperatura ambiente. Foram
testados os fons Cu?*, Fe**, Al*®, Mg?*, K*, Zn?* e Ca®" nas concentragdes de 1 mM, o
inibidor EDTA (1 mM) e o detergente Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) na concentracéo
de 0,1% (v/v). Depois da pre-incubagdo, foram determinadas as alteracdes na atividade

enzimética devido & adi¢do dos efetores usando o ensaio padréo de xilanase.
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5.3.11 AplicagOes da Xilanase

Para os testes de aplicacdo da xilanase o extrato enzimético bruto contendo
atividade de xilanase (obtido como mencionado anteriormente) foi concentrado por
liofilizacdo (Lyophilizer LC1500 - Terroni) e usado nos ensaios seguintes. Os dados
foram analisados usando o programa Sigma Plot ®, versdo 11.0 e as médias calculadas

pelo teste-t.

5.3.11.1 Sacarificacao de Bagaco de Cana Pré-tratado

Bagaco de cana moido (menos de 1 mm de dimensdo das particulas), obtido
localmente, foi submetido ao pré-tratamento alcalino antes de iniciar o teste de
sacarificacdo. A biomassa foi seca em estufa a 70 °C até atingir uma massa constante.
Hidrdxido de sodio a uma concentracéo de 1% foi utilizado para preé-tratamento de 25 g
de amostras de bagaco de cana de aglicar moido contendo 3% (0,75g) de matéria seca
(p/v). O bagago de cana utilizado continha 79% de carboidratos totais (0,59g) antes
deste ser submetido ao pré-tratamento.

Os tratamentos foram realizados em duplicata em autoclave a 120 °C por 60
min. O material pré-tratado foi separado em fracéo sélida e liquida, usando um funil de
Buchner, equipado com papel de filtro. Apds o pré-tratamento, o s6lido foi lavado com
agua destilada e seco a 105 °C durante 6 h. As amostras secas foram dispostas em
recipiente hermético e armazenadas a 20 °C para o teste de hidrolise enzimatica.

Para determinar o efeito da enzima na conversdo da biomassa celuldsica, foram
aplicados, em experimento de sacarificagdo de biomassa, o extrato bruto enzimatico do
fungo Fusarium oxysporum contendo atividade de xilanase e o complexo de celulases
comerciais, Multifect ® CL, Genencor International Inc. (Rochester, NY, EUA). Como
parametro de comparagéo, foi usado como grupo controle o bagaco de cana hidrolisado
apenas com o complexo de celulases comerciais, Multifect ® CL. Ao mesmo tempo, a
hidrdlise da biomassa foi testada com o Multifect ® CL suplementado com 150 U ou
300 U de xilanase.

A sacarificacdo enzimdtica do bagaco de cana alcalinamente tratado foi
realizada em tubos de ensaio de 100 mL numa concentracdo de solidos inicial de 3% de
matéria seca (p/v) em 25 mL de tampé&o acetato de sddio 50 mM, pH 4,5. A enzima foi

utilizada na concentragédo de 15 unidades de FPU por grama de biomassa. Azida de
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sodio (10 mM) e tetraciclina (40 ng mL™") foram adicionadas & mistura de reacéo para
inibir a contaminagéo microbiana.

A reacgdo foi realizada em um shaker orbital a 50 °C por 72 h. Durante a
hidrdlise, aliquotas (0,5 mL) foram retiradas periodicamente da mistura reacional em
diferentes tempos (3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h), imediatamente aquecidas a 100 °C
por 15 min para desnaturar as enzimas, resfriadas e entdo centrifugadas por 5 min a
21.389 x g. O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo dos aglcares redutores
totais liberados durante a reagdo. A concentracéo de agUcar redutor foi quantificada pelo
método DNS (Miller, 1959). Os ensaios de hidrolise enziméatica foram realizados em
duplicata. O controle foi feito substituindo o extrato enzimético ativo do mesmo extrato
inativado apos ser fervido durante 10 minutos. A taxa de hidrolise de carboidratos totais
(celulose e hemicelulose) foi calculada atraves da equacdo abaixo, onde 0,9 é um fator

de desidratacdo usado para converter glicose em glicano:

Redimento de aclcar redutor (%) = Quantidade de acucar redutor liberado(g) X 0,9 X 100

Quantidade de carboidrato no bagago pré-tratado(g)

5.3.11.2 Branqueamento da Polpa de Celulose

Para os experimentos de branqueamento da polpa de celulose foi utilizado
extrato enzimatico bruto de F. oxysporum contendo atividade de xilanase e a xilanase
comercial NS22083, da Novozymes. Os resultados do branqueamento realizado com a
adicdo destas enzimas foram comparados com os resultados obtidos sem a adigdo das
enzimas (grupo controle). Para este grupo, utilizou-se um volume correspondente de
agua destilada em vez de enzima. Foram utilizadas neste experimento polpas Kraft de
Eucalipto urograndis com nimero Kappa 10,8, 52,3% ISO de alvura e viscosidade de
880 dm’kg. Apbés serem submetidas ao protocolo de cozimento, polpas pré-
branqueadas com O, foram branqueadas acima de 90-91% ISO de alvura utilizando as
seguintes sequéncias de branqueamento: (AX) - D1-(EP) - D - P (clareamento realizado
com incremento das enzimas) e um - D1-(EP) - D - P (clareamento realizado sem
incremento das enzimas), onde: (X) tratamento enzimético, (D1) deslignificagdo com
diéxido de cloro, extracdo alcalina com peroxido de hidrogénio (EP), (D) -
branqueamento com di6xido de cloro e (P) branqueamento com perdxido de hidrogénio.

Em todas as etapas de branqueamento as amostras de polpas foram condicionadas em
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sacos de polietileno na temperatura exigida e foram lavadas entre as etapas com 9 m® de
agua por tonelada de celulose. Todas as etapas foram realizadas em duplicata e as
analises de branqueamento foram executadas no Laboratério de Celulose e Papel da
Universidade Federal da Vigosa.

Nas polpas foram realizadas as analises de Numero Kappa, Viscosidade, Alvura
e Reversdo da Alvura. As andlises foram realizadas em conformidade com o0s

procedimentos e normas constantes na Tabela 3.

Tabela 3. Procedimentos analiticos para caracterizagdo fisico-quimica de polpas de
celulose branqueadas.

Parametros Referéncias

Numero Kappa TAPPI um 245

Viscosidade SCAN-CM 15:99

Alvura TAPPI T 525 om 86

Reversdo da Alvura TAPPI UM 200 4h, 105° C, 0% UR, apds aclimatacéo das

folhas por 4 horas em sala climatizada

Titulacéo de solucgdes e residuos dos Kraft, P., In: Pulp & Paper Manufacture, Vol. 1,

produtos quimicos do branqueamento McDonald, R.G. (editor), 2" ed., McGraw-Hill Book
Company, New York, 1967, p. 628-725

41



5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Purificacdo da Xilanase

A purificacdo da xilanase de F. oxysporum foi realizada em vérias etapas
seguidas. Apos o cultivo do fungo, o sobrenadante foi concentrado, e o extrato foi
submetido & cromatografia de troca anidnica, seguida de procedimentos de ultrafiltracdo
e cromatografia de exclusdo molecular. As fragOes adsorvidas na resina CM-Sepharose
que apresentaram atividade de xilanase (Fig. 9A) foram combinadas, concentradas por

ultrafiltracéo e submetidas a uma cromatografia de exclusdo molecular (Fig. 9B).
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Figura 9. Perfis de eluicdo da xilanase de F. oxysporum. (A) Cromatografia de Troca
Ibnica em CM-Sepharose. (B) Cromatografia de Exclusdo Molecular em coluna
Sephacryl S-200. Absorbancia a 280 nm (o); Atividade de xilanase (®); Gradiente linear
de NaCl (-); (*) Pico de xilanase.

Obteve-se um fator de purificacdo de 2,11 com rendimento de cerca de 10,83%

(tabela 4). O SDS-PAGE da fracdo isolada revelou uma banda simples com massa
molecular de cerca de 21 kDa (Fig. 10A).
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Tabela 4. Etapas para a purificacdo da xilanase de F. oxysporum.

Etapa de Purificacdo  Proteinas Atividade Atividade .
totais total especifica pE?i&?ga?;go Ren?;: )e nto
(mg) ) (U/mg)
Extrato Bruto 2,92 375,0 128,42 1,00 100,00
Troca ionica 0,69 90,16 130,66 1,02 24,04
Ultrafiltracéo 0,30 73,6 245,33 191 19,63
Filtragdo de gel 0,15 40,6 270,66 2,11 10,83

A andlise do zimograma indicou que o extrato bruto apresentou dois
polipeptideos com atividade de xilanase (Fig. 10B). Uma xilanase com massa molecular
similar, de 25 kDa, foi descrita na caracterizacao da xilanase acidofila de Penicillium SP
40 (Kimura, et al., 2000). Além disso, a caracterizacdo de uma xilanase de Fusarium
proliferatum e de uma xilanase do fungo Aspergillus terreus, com massas moleculares
de 22,4 kDa e 23.0 kDa foram, observadas por SDS-PAGE (Saha, 2002; Sorgatto et al.,
2012).

(A) (B)

Figura 10. SDS-PAGE (A) e Zimograma (B) da xilanase de F. oxysporum. Linha M:
marcador de peso molecular; Linha 1: xilanase de F. oxysporum; (B): atividade de
xilanase sobre o gel ndo desnaturado, examinado com Vermelho Congo. A seta X indica
a banda obtida no gel.
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5.4.2 Efeitos do pH e da Temperatura na Atividade e na Estabilidade da Xilanase

de F. oxysporum

A xilanase mostrou pH 6timo de 6,0 (Fig. 11A). O resultado foi comparavel ao
observado para outras xilanases de fungos, variando de 5.0 a 6.0 (Saha, 2002; Xiong et
al., 2004; Fengxia et al., 2008). Verificamos que a enzima também apresentou
comportamento semelhante em relacéo a estabilidade na mesma faixa de pH. A xilanase
apresentou estabilidade méxima em pH 6.0 (Fig. 11A), demonstrando ser ainda bastante
estavel na faixa de pH de 3.5-8.0.

Da mesma forma, em temperaturas de incubacdo variando de 30-70 °C, a
xilanase apresentou maior atividade a 60 °C (Fig. 11B), mantendo cerca de 55% da sua
atividade a 70 °C, como outras xilanases de fungos (Ruiz-Arribas et al., 1995; Fengxia
et al., 2008; Sorgatto et al., 2012).
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Figura 11. Efeitos do pH sobre a atividade (®) ¢ estabilidade (o) (A) e os efeitos da
temperatura na atividade da xilanase purificada de F. oxysporum (B).

A estabilidade térmica da xilanase purificada foi determinada em 50, 55 e 60 °
C. A xilanase manteve mais de 45% de sua atividade a 50 °C durante 30 h, com um ty.,
de 26,1 h. A 55 °C cerca de 40% da atividade foi mantida ap6s 7 h de incubagdo, com

ty» de 3,69 h. No entanto, a 60 °C a xilanase mostrou baixa estabilidade: mantendo
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menos de 40% de sua atividade ap6s 1 h, com ti, de 0,48 h. (Fig. 12). De forma
semelhante, outros trabalhos mostram perda de grande parte da atividade de xilanase
apds 1h de incubagdo em temperaturas acima de 55 a 60 °C (Ruiz-Arribas et al., 1995).
Essas propriedades tornam a xilanase atraente para possiveis aplicagbes industriais, tais
como sacarificagdo de biomassa e branqueamento da polpa de celulose (Polizeli et al.,
2005; Sorgatto et al., 2012).

(A) (B)

120 120

100 ¢ 100 4
80 - 80 4
60 - 60

40 4

Atividade Relativa (%)
Atividade Relativa (%)

20 4 20 +

Tempo (h) Tempo (h)

(©)

120

100

80 -

60

Atividade Relativa(%)

40 +

20 +

T T T T T
0,0 02 0,4 06 0,8 1,0 1,2
Tempo (h)

Figura 12. Efeitos de diferentes temperaturas sobre a estabilidade da xilanase de F.
oxysporum. Temperaturas: 50° C (A); 55 °C (B) e 60 °C (C).

5.4.3 Parametros Cinéticos e Especificidade de Substratos

Nos experimentos de cinética usando xilana birchwood, foram calculadas a

constante de Michaelis-Menten (Ku) e a velocidade maxima (Vmx) Obtendo-se 0s
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valores de 0,85 mM e 0,23 uM / min, respectivamente. Os valores encontrados de Ky e
Vmax foram relativamente menores do que os relatados na literatura para outras
xilanases, que variam de 0,09 a 40,9 mg/ml para Ky e de 0,106 a 6300 uM/min/mg para
Vmax (Sorgatto et al., 2012). O baixo valor de Ky, indica alta afinidade da xilanase para
xilana birchwood. Podemos citar trabalhos onde foram encontrados os seguintes valores
de Kmv e Vmax, respectivamente: Aspergillus ficuum (3,747 mg/mL, 11,1 M/min/mg de
xilana birchwood), (Fenxia et al., 2008) e Bacillus alkaliphilic (3,3 mg/mL e 1.10
umol/min/mg) (Nakamura et al., 1993).

Entre os substratos testados, a xilanase purificada exibiu especificidade para os
substratos naturais xilana birchwood e xilana oat spelts em tampéo fosfato de sédio 0,1
M, pH 6.0. Ao mesmo tempo, a enzima ndo promoveu a hidrolise do substrato sintético
p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPBXil) na concentragdo final de 4,0 mM (Tabela
5). A especificidade da enzima foi de 14,5% maior para xilana oat spelts (composta de
xilose e arabinose, alem de glicose e galactose) do que para xilana birchwood (composta

basicamente de xilose).

Tabela 5. Especificidade de substratos da xilanase de F. oxysporum purificada.

Substrato Atividade relativa (%)*
Xilana Birchwood 1,5% 100,0 + 4,51

Xilana Oat Spelts 1,5% 1145+ 2,17
p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo Nenhuma atividade detectada

 Valores de Média + SD de trés repeticBes. As atividades relativas sdo apresentadas como percentagens
da atividade especifica (100%) quando xilana birchwood foi utilizada como substrato.

Os resultados indicam que a xilanase promove eficientemente a hidrdlise dos
dois substratos naturais, sendo menor a taxa de hidrélise com o substrato soltivel xilana
birchwood. Esses resultados sdo contrarios a outros da literatura, nos quais a
especificidade enzimética foi maior para xilana birchwood do que para xilana oat spelts
(Lee et al., 2009; Sorgatto et al., 2012).

5.4.4 Efeito de fons, EDTA e SDS na Atividade da Xilanase

A acdo de efetores na atividade da xilanase foi investigada. Entre todos os

efetores testados apenas Mg?* estimulou a atividade da xilanase, indicando potencial
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como cofator em reacBes catalisadas por esta enzima. Todos os demais agentes (Cu®,
Fe?*, Al K*, Zn?*, Ca?*, EDTA e SDS) inibiram a atividade da enzima, com destaque
para o detergente SDS (atividade relativa de 45,3%) (Tabela 6). Muitos destes, como
Cu®, Fe?* e EDTA, ja foram confirmados como inibidores da atividade de xilanase em
outras pesquisas. O EDTA, devido a seu efeito quelante de ions metélicos, é conhecido
como inibidor de muitas enzimas que necessitam da agao de ions para que possam atuar,
entre elas, as xilanases (Sorgatto et al., 2012). O fon Mg?* é um ativador da atividade da
xilanase, diferente de algumas publicagbes, nas quais ele atuou como inibidor da
atividade de xilanases (Saha, 2002; Sorgatto et al., 2012). Segundo Fenxia et al. (2008)
a atividade da xilanase de Aspergillus ficuum AF-98 nao foi afetada pelos fons Ca** e
Zn**, diferente deste trabalho que mostrou uma inibicdo de 21,28% da atividade da
xilanase na presenca destes ions. O detergente anidnico SDS inibiu a atividade da
xilanase em 54,7%. Este efeito pode ser atribuido ao fato de que o SDS se liga & enzima
e induz a mudancas estruturais e desnaturacdo da mesma. A inibigdo da xilanase por
SDS jé foi relatada em outro trabalho, no qual o detergente usado em alta concentragéo

(5% (p/v)) inibiu completamente a atividade da xilanase (Do et al., 2012).

Tabela 6. Efeito de ions, EDTA e SDS sobre a atividade da xilanase de F. oxysporum.

Concentracéo
Efetor Atividade Relativa (%)%
(mM)
Controle - 100,00 £ 5,46
CuS0,.5H,0 1 51,6 £ 0,36
FeS0O,.7H,0 1 51,48 £ 0,42
AICl; 1 55,3+ 1,6
MgS0O,.7H,0 1 1149+11,71
KCI 1 91,5+ 10,87
ZnS0,4.7H,0 1 61,7 £ 2,57
CaCl,.2H,0 1 78,72 £ 0,44
EDTA 1 65,96 + 7,06
SDS - 45,3+0,99

 Valores de Média +SD de trés experimentos. Atividade residual da xilanase em porcentagem da reacdo
do controle.
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5.4.5 Sacarificacdo de Bagaco de Cana

Com o objetivo de determinar o efeito da xilanase na converséo de biomassa
celulésica, foi realizado um ensaio de sacarificagdo enzimatica (15 unidades FPU por
grama de biomassa) em bagaco de cana tratado alcalinamente com hidroxido de sédio a
1%. FPase foi usado como padrdo de comparacgdo por ser representativo da atividade
total de celulase presente no coquetel (Martins et al., 2008; Falkoski et al., 2012). Neste
teste, o efeito do coquetel de celulases comerciais, Multifect ® CL, foi comparado ao
resultado da hidrdlise usando 0 mesmo coquetel suplementado com 150 U ou 300 U de
xilanase de F. oxysporum (por grama de biomassa). Foi avaliada, pelo método DNS, a
porcentagem total de acUcar redutor liberado em relagdo a quantidade inicial de
carboidratos presentes no bagaco de cana antes deste ser submetido ao pré-tratamento,
em cada um dos trés experimentos de sacarificagdo enzimatica, durante 72 h de reacéo
(Fig. 13). Através da andlise do gréafico, observamos que, com 24 horas de hidrolise,
usando o Multifect ® CL suplementado com 150 U ou 300 U de xilanase cerca de 20%
de acucar redutor é liberado na reacdo, enquanto que com o Multifect ® CL ndo
suplementado esta taxa ndo chega a 15%. Esta diferenca continua acentuada até
aproximadamente 50 h de reacdo. Mesmo depois de 72 horas de ensaio, o Multifect ®
CL ndo suplementado libera aproximadamente 19% de agUcar redutor, a0 mesmo tempo
em que, com o uso do Multifect ® CL, suplementado com 300 U de xilanase cerca de

23% de acucar redutor é liberado.
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Figura 13. Liberacdo de agucares redutores durante a sacarificacdo enzimética de
bagaco de cana alcalinamente tratado usando o coquetel de celulases comerciais,
Multifect ® CL e Multifect ® CL suplementado com xilanase de F. oxysporum.
Multifect ® CL (e); Multifect ® CL + 150 U de xilanase de F. oxysporum (o);
Multifect ® CL + 300 U de xilanase de Fusarium oxysporum (V).

* Diferenga significativa pelo Teste-t.

A maior velocidade na liberacdo de agUcares redutores, quando Multifect ® CL
é suplementado com a xilanase pode representar uma grande economia de tempo e
maior faturamento na inddstria. O fato do coquetel suplementado com xilanase ser mais
eficiente na hidrdlise da biomassa pode ser explicado por alguns fatores. J& foi dito que
Multifect ® CL é um complexo celulolitico, rico em atividade de endoglicanase
(Falkoski et al., 2012). A presenca de enzimas acessorias (como as Xilanases) facilitam
0 acesso de celulases a biomassa, por remover polissacaridios ndo celuloliticos
depositados sobre as fibras de celulose (Mcintosh e Vancov, 2010; Falkoski et al.,
2012). Assim, com o uso do coquetel suplementado com xilanase, temos uma maior
taxa de sacarificagdo do bagaco de cana, visando o maior desempenho das enzimas na

hidrdlise da biomassa (MclIntosh e Vancov, 2010). Os resultados obtidos indicam que o
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uso de Multifect ® CL suplementado com xilanase promove uma maior taxa de
hidrdlise do bagaco de cana que o uso de Multifect ® CL ndo suplementado. No
entanto, novos estudos e novas variaveis devem ser analizadas de forma a obter uma

maior eficiéncia no processo de sacarificacao.
5.4.6 Branqueamento de Polpa Kraft

Os resultados do branqueamento de polpas que receberam tratamento enziméatico
(extrato enzimético bruto de F. oxysporum contendo atividade de xilanase ou a xilanase

comercial NS22083, da Novozymes) foram comparados com os resultados obtidos no

branqueamento de polpas sem o uso de enzimas (grupo controle) (tabela 7).
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Tabela 7. Efeitos da utilizagdo de xilanases no branqueamento de polpas Kraft de E.
urograndis.

Amostras
Polpas ndo tratadas  Polpas tratadas com Polpas tratadas
com Xilanase xilanase de F. com Xilanase
(controle) oxysporum comercial NS22083

Condigdes e Resultados
NUmero Kappa ap6s Estagio O 10,8 10,8 10,8
ClO,, kg/tas 10,7 10,6 10,6
H,0,, kg/tas 7,0 7,0 7,0
NaOH, kg/tas 13,5 13,0 13,7
H,S0O,, kg/tas 2,7 3,1 3,1
Xilanase, U/t 0 900000 900000
Cloro Ativo Total (CAT), kg/

ke 42,8 42,5 425
tas
Branqueabilidade * * * 0,2 0,2 0,2
Alvura, 1SO % 90,2+0,2 91,0+0,2 91,1+0,2
Reversdo da Alvura, % 1SO 1,5+0,1 1,8+0,3 2,0+0,2
NUumero Kappa 0,8+0,0 0,6 £0,0* 0,7+0,1
Viscosidade Final, kg/dm3 717 £8,5 674 +9,9* 660,5 + 9,2*

* Diferenca significativa pelo t-teste
** CAT (%) = (CIO, (kg/tas) * 2,63 + H,0O,(kg/tas)*2.09)
*** ud kappa/CAT

Verificou-se que polpas Kraft tratadas com xilanase de F. oxysporum exibiram
propriedades que interferiram positivamente no branqueamento, e para alguns
parametros, os resultados obtidos foram ainda mais pronunciados do que os resultados
quando foi utilizada a xilanase comercial. Neste aspecto, o incremento da xilanase de F.
oxysporum promoveu uma redu¢do de 0,27 unidades do Numero Kappa, em relagdo as
polpas do grupo controle, sem incremento de enzima. Em relagdo ao Nimero Kappa
inicial, a reducédo foi de 9,95 unidades (94,63% de reducéo) ao final dos estagios de
branqueamento, o que confirma a eficicia da enzima. A reducéo do NUmero Kappa pela

acéo de xilanases tem sido frequentemente relatada na literatura (redugdes significativas
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de 26-30%) (Polizeli et al., 2005; Bae et al., 2008). O Numero Kappa representa uma
medida do contetudo de lignina da polpa de celulose. A reducdo do NUmero Kappa
promovida pelo tratamento com a xilanase pode ser relacionada com a remocdo de
xilanas depositadas na lignina das fibras ou a acéo de xilanases na clivagem de ligagdes
entre xilana e lignina, o que ird promover um maior acesso dos reagentes quimicos
usados no branqueamento & estrutura da polpa de celulose (Polizeli et al., 2005). J& as
polpas tratadas com a xilanase comercial, tiveram uma reducéo n&o significativa do
NUmero Kappa, em relagdo ao grupo controle. Em relacdo a viscosidade final das
polpas, os resultados obtidos ndo foram promissores, uma vez que 0 uso de xilanases
promoveu uma reducdo da viscosidade final. Polpas com viscosidade inicial de 880,0
dm®/kg atingiram ap6s o processo de branqueamento, um valor de 674,0 dm®kg para
polpas tratadas com xilanase de F. oxysporum e 660,5 dm®/kg para polpas tratadas com
xilanase comercial, uma redugdo em comparagao ao valor de 717,0 dm®Kkg obtidos para
polpas branqueadas sem o uso das enzimas. Tanto em relacdo a Alvura, como em
relagdo a Reversdo da Alvura, os resultados obtidos com uso de xilanases ndo diferiram
significativamente dos resultados obtidos pelo grupo controle. Outros estudos relatam
que a administragdo de xilanase a polpa promoveu aumento de Alvura em 15 % (Bae et
al., 2008). A branqueabilidade das polpas ndo foi afetada significativamente com a

adicéo de xilanases no processo.
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5.5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a xilanase de Fusarium
oxysporum possui caracteristicas importantes para aplicacdo industrial. A enzima
apresentou alta estabilidade térmica a 50° C e demonstrou efeitos promissores tanto na
hidrdlise do bagago de cana alcalinamente tratado como no branqueamento da polpa de
celulose. Sua adicdo a um coquetel de celulases comerciais promoveu um aumento
significativo do agUcar redutor liberado no processo de sacarificacdo e a acdo da

xilanase foi comparada a a¢o da xilanase comercial nos testes de branqueamento.
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6. PRODUCAO, CLONAGEM E CARACTERIZAGCAO IN SILICO DE UMA
ENDOGLICANASE B DE ASPERGILLUS NIGER.

6.1 RESUMO

A biomasssa lignocelulésica é composta por um material extremamente
complexo, formado por celulose, hemicelulose e lignina. Para aproveita-la como
matéria prima é necessario desestabilizar sua estrutura recalcitrante e transforméa-la em
acUcares passiveis de serem fermentados. Enzimas microbianas sdo capazes de atuar na
biomassa realizando sua completa hidrélise. Neste contexto, o presente trabalho realizou
0 estudo de uma endoglicanase B produzida pelo fungo filamentoso Aspergillus niger.
Seu cultivo foi realizado em meio de cultivo indutor da atividade de endoglicanase.
Através de estudos na literatura, foi proposta uma estratégia de clonagem. A clonagem
foi confirmada e o fragmento sequenciado. A partir da sequencia obtida, foi realizada a
caracterizagdo in silico da endoglicanase. Foram realizados ainda, alinhamentos
multiplos de sequencia com outras celulases, com o intuito de caracterizar a proteina
clonada. A partir desta construcdo o trabalho tem como perspectiva a expressdo da
endoglicanase B em Pichia pastoris, e posteriormente, serem realizados experimentos

de caracterizagdo bioquimica e aplicagdes industriais da proteina expressa.
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6.2. INTRODUCAO

A parede celular de plantas é um complexo estrutural composto de
polissacaridios, e representa uma abundante fonte de biomassa a ser utilizada como
fonte de energia renovavel. A completa hidrolise da biomassa requer a acdo combinada
de muitas endo e exoenzimas, atuando sobre os polissacaridios formadores da celulose,
hemicelulose e lignina. Desta forma, os monossacarideos liberados poderdo ser
utilizados, como substrato de baixo custo, para geracdo de biocombustivel.

A celulose é o principal constituinte da biomassa. E formada de polimeros de D-
glicose unidos por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4, formando uma estrutura
cristalina, compacta e muito resistente ao ataque enzimatico. Celulases sdo enzimas que
atuam em sinergia para degradar a rigida estrutura do complexo lignoceluldsico. Os trés
maiores grupos de celulases s&o: endo-1,4-B-D-glicanases (EC 3.2.1.4), que catalisam a
hidrdlise aleatoria de ligagdes glicosidicas B-1,4 no interior da cadeia de celulose; exo-
1,4-B-D-glicanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91 e EC 3.2.1.176) que atuam
processivamente nos terminais da cadeia de celulose removendo dimeros (celobiose) e
as 1,4-B-D-glicosidases (EC 3.2.1.21), enzimas que catalisam a formac&o de residuos de
D-glicose a partir dos celobioligossacaridios (Sun e Cheng, 2002).

Embora as celulases sejam produzidas por uma gama de microrganismos, a
maioria apresenta grandes restricbes que dificultam ou oneram 0 seu uso para as
indUstrias. Para superar estas restricdes a biologia molecular é uma poderosa ferramenta
na producdo enzimtica, capaz de tornar o processo mais viavel e potencialmente
aplicavel a nivel industrial.

Neste sentido, o fungo Aspergillus niger, tem sido amplamente pesquisado e se
constitue numa das maiores fontes para a produgéo industrial de celulases. As endo-f-
1,4-glicanases sdo os maiores componentes das celulases de A. niger e pertencem a
familia 12 da superfamilia das glicosil-hidrolases (composta por 131 familias),
conforme classificagdo do Cazy (Carbohydrate Active Enzymes) (Khademi, et al., 2002;
Cantarel et al., 2009). Neste tdpico, foi realizado um estudo com a endoglicanase B de
A. niger. Em A. niger o gene XInR codifica um ativador transcricional que regula a
transcricdo de genes que codificam para as endoglicanases A e endoglicanases B e que
sdo requeridos para a hidrolise de polissacaridios em plantas (Van Peji et al., 1998a;
Quay et al., 2011). As endoglicanases B possuem uma sequencia consenso na regiao

upstream, 5’-GGCTAA-3’, na qual se liga o ativador transcricional XInR. J& as
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endoglicanases A possuem duas copias desta sequencia em sua regido promotora (Van
Peji et al., 1998b; Lockington et al., 2002).

A literatura relata a clonagem de uma endoglicanase A de A. niger no vetor
pGEM- T Easy de forma semelhante & realizada neste trabalho. Neste estudo com a
endoglicanase A de A. niger foi realizada a sua expressdo em Pichia pastoris, seguida
da purificacdo e a caracterizagdo bioquimica da proteina obtida (Quay et al., 2011).

O presente trabalho teve como objetivos a produgdo de uma endoglicanase B do
fungo filamentoso Aspergillus niger, sua clonagem e caracterizagdo in silico, visando

futuras aplicagdes industriais.
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6.3. MATERIAL E METODOS

6.3.1. Microrganismo e Manutencéo da Cultura

O fungo Aspergillus niger, utilizado nestes experimentos foi isolado a partir de
bagaco de cana em decomposi¢do e cedido pelo Laboratério de Tecnologia Bioguimica-
UFV. As culturas foram mantidas e multiplicadas em placas de Petri contendo meio
solido BDA (batata-dextrose-agar), o qual foi autoclavado por 20 min a 121 °C. Os
fungos foram incubados, a 28 °C, em estufa B.O.D., por dez dias. Apds cultivo, foram

mantidos sob refrigeracdo a 4 °C.

6.3.2. Condigdes de Cultivo

Para inoculacdo em cultura submersa, o fungo foi ativado em meio sélido, em
placas de Petri. Para crescimento em meio liquido, o fungo foi cultivado em meio
mineral contendo 0,2% de extrato de levedura, 0,3% NaNO;, 0,05% KCI, 0,05%
MgSQO,4.7H,0, 0,01% FeSO4.7H.0, 0,1% K;HPO. e 1,5% da fonte de carbono
carboximetilcelulose (CMC), todas em p/v. O pH do meio mineral foi ajustado para 6,0.

O fungo foi cultivado em erlenmeyers de 250 mL por 9 dias sob agitacéo
constante de 180 rpm em shaker a 28 °C. Ap6s o cultivo, o meio foi filtrado em filtro de
poliéster e posteriormente centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos. O sobrenadante,
constituido pelo extrato bruto, foi recolhido e armazenado em freezer a -20 °C para

analise de atividade enzimaética.

6.3.3. Ensaio de Atividade de Endoglicanase

A atividade de endoglicanase foi determinada quantificando-se o agUcar redutor
liberado durante o ensaio utilizando-se o reagente &cido dinitrosalicilico (DNS) (Miller,
1956). A Unidade Endoglicanasica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 pumol de equivalente redutor em 1 minuto de reacdo, nas
condicBes de ensaio. O meio de reacdo foi constituido por 400 pL de solugdo de
carboximetilcelulose (CMC) 0,63% preparada em tampéo acetato de sodio, 100 mM,
pH 5 e 100 pL de solugdo enzimatica diluida. A reacéo foi conduzida a 50 °C durante 30

minutos sendo interrompida pela adicdo de 500 pL do reativo de DNS. Ap0s 0s testes
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terem sido fervidos por 5 min, foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm e 0s
valores convertidos em U de atividade enzimatica utilizando-se uma curva padréo de
glicose, anteriormente preparada.

6.3.4. Clonagem do Gene da Endoglicanase de A. niger

6.3.4.1 Busca em Banco de Dados e Desenho de Primers Especificos para

Amplificagéo

Foram realizadas buscas nos bancos de dados da National Center for Biotechnology

Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) de sequencias de genes que pudessem ser
utilizadas como modelo para o desenho de oligonucleotidios para a amplificagdo dos
genes de uma endoglicanase de A. niger, via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).
Assim, foi selecionada a sequencia da endoglicanase B de A. niger (Nimero de acesso:
AJ224452), com 2441 bp, a partir da qual foram desenhados o0s seguintes
oligonucleotidios especificos para a amplificagéo: F: 5
TGGCTCCGGACATAAGAAGA 3’ e R: 5° CCCGTGTAAGCAGTTCCATC 3’. O
desenho dos primers foi realizado com o auxilio do programa Primer3 (www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3).

6.3.4.2. Extracdo de RNA Total

O RNA total foi extraido de acordo com o procedimento proposto por Specht et
al. (1982). As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, até a obten¢do de um
pé fino. Em seguida, foram transferidas aproximadamente 3g do p6 obtido para
microtubos contendo 1 mL de Trizol e 150 pL de PVP-40 20% (p/v). As amostras
foram homogeneizadas em vortex por 15 segundos e incubadas a temperatura ambiente
por 5 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 20 min, a
temperatura de 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, livre de RNAse.
O RNA foi precipitado com 0,5 mL de isopropanol a temperatura ambiente por 10 min e
centrifugado a 12.000 g por 10 min. Apés precipitagdo, 0 RNA foi lavado com etanol

75% (v/v), preparado com &gua DEPC (&gua deionizada tratada com dietil
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pirocarbonato), e centrifugado a 7.500 x g por 10 min. Posteriormente, 0 RNA foi
deixado a temperatura ambiente por aproximadamente 5 min para secagem. O RNA
seco foi ressuspendido em 20 pL de &gua livre de RNAse e estocado a temperatura de -
80 °C.

As amostras de RNA total foram quantificadas em espectrofotdometro a 260 nm
sendo a concentragdo do RNA expressa em pg.uL™". A sua integridade foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampédo de corrida TBE 1X, contendo 0,1
ng.mL™ de brometo de etideo. O padrdo de bandas do RNA foi visualizado sob luz
ultravioleta e fotografado com o sistema de fotodocumentagdo Eagle Eye Il
(STRATAGENE).

6.3.4.3. Sintese da Primeira Fita de cDNA

As amostras de RNA quantificadas foram tratadas com RQIl DNase RNase-free
(PROMEGA), conforme as recomendagdes do fabricante. Em seguida, foram incubadas
em tampdo de reagdo (Tris-HCI 40 mM, pH 8.0; MgSO, 10 mM e CaCl, 1 mM), a 37
°C, por 45 min, e extraidas com igual volume de fenol e de cloroférmio: alcool
isoamilico apds centrifugacdo a 11.000 x g, a 4 °C, por 2 min. Apds transferéncia da
fase aquosa para um novo tubo, foi realizada nova lavagem com cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1). A fase aquosa foi submetida a precipitacdo com acetato de sodio 3M e
etanol 96%, a -20 °C, por 1 hora, e depois centrifugada a 12.000 g por 15 min, na
mesma temperatura. O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em
dgua DEPC. As amostras de RNA foram devidamente quantificadas no
espectrofotometro a 260 nm.

Para sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o Kit SuperScript™ First-
Strand Synthesis System (INVITROGEN) segundo as recomendagdes do fabricante. O
RNA total (2 ng), usado como molde, foi incubado por 20 min, a 70 °C com 1 pL de
oligonucleotidios Oligo(dT) 12-18. Para a reagdo foram adicionados tampdo de PCR
(Tris-HCI 20 mM, pH 8.4 e KCI 50 mM), MgCl, mM, dNTP’s 0,5 mM e DTT 5mM.
Esta reacédo foi aquecida e mantida a 65 °C por 5 min. Em seguida foi transferida para o
gelo e foram adicionadas 200U da enzima transcriptase reversa e as amostras foram
incubadas a 37 °C por 50 min e a 70 °C por 15 min para sintese da primeira fita de
cDNA. Posteriormente, 0 RNA foi degradado pala adicdo de 1U de RNAse H sob

incubagdo a 37 °C por 20 min e armazenado a —20 °C até o momento de uso. Como
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controle negativo foram realizadas reagdes que continham todos os reagentes, exceto a

enzima transcriptase reversa.

6.3.4.4. Amplificacdo do Gene da Endoglicanase Via Reagédo de PCR

O cDNA correspondente ao gene que codifica para a endoglicanase foi utilizado
como molde para a amplificagho por PCR com oligonucleotidios iniciadores
especificos.

Para cada reagéo de PCR foi utilizada uma mistura contendo 5,0 uL de DNA
gendmico, 2,5 mL de tampéo Thermophilic DNA 10X (100 mM de Tris, 500 mM de
KCI e 1% de Triton X - 100), 2,4 uL de MgCl, 25 mM, 1,0 pL de cada primer (5 uM),
2,0 uL de solucdo 2,5 mM de dNTP e 1,0 uL da enzima Taq polimerase (I U.uL™),
sendo 0 volume completado para 25,0 uL. com agua deionizada autoclavada.

Essa reacdo de PCR foi desenvolvida em termociclador, onde inicialmente foi
incubada a 94 °C por 3 min, seguida pela realizacdo de 37 ciclos de amplificagdo. Cada
ciclo foi constituido nas etapas de separacéo das fitas a 94 °C por 1 min, anelamento dos
primers a 59 °C por 1 min e alongamento da fita a 72 °C por 2 min. Ao final, foi
realizado um ciclo a 72 °C por 7 min. Os produtos do PCR foram visualizados em gel de
agarose 1,2% com brometo de etideo (10 ug.mL™).

Para a otimizagdo das condicOes de realizacdo do PCR, foram realizados vérios

testes variando a temperatura de anelamento dos primers.

6.3.4.5. Purificagdo dos Produtos de Amplificacdo da Reagéo de PCR

Os produtos da reacdo de PCR foram purificados pelo QIAquick PCR
Purification Kit, segundo o protocolo descrito pelo fabricante. Ao final do processo de

purificagdo, o DNA foi eluido da coluna, adicionando 30 pL do tampé&o de eluigéo.

6.3.4.6. Clonagem do Fragmento de PCR

A reagéo de ligagdo do fragmento de DNA que codifica para a endoglicanase B
de A. niger ao vetor foi realizada utilizando o Kit pGEM®- T Easy Vector System | da
Promega, e foi conduzida conforme procedimento descrito pelo fabricante. Para preparo

da reacdo foram utilizados 5,0 pL do tamp&o 2X Rapid Ligation Buffer, T, DNA Ligase
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(60 mM Tris HCI pH 7,8, 20 mM MgClz, 20 mM DTT, 1 mM ATP, 10% PEG), 1,0 pL
do pGEM®- T Easy \ector, 3,0 uL do produto de PCR purificado a partir do gel de
agarose (aproximadamente 50 ng), 1,0 pL de T, DNA Ligase (10 mM Tris HCI pH 7,4,
50 mM KCI, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% de glicerol), totalizando um volume de
10,0 uL. Ap6s o preparo, a reacdo foi incubada a 4 °C, por um periodo de 12 h.

6.3.4.7. Transformacao de E. coli e Diagnostico Molecular dos Transformantes

Com o plasmidio obtido foi realizada a transformacdo de células
ultracompetentes de E. coli DH5a, por choque térmico de acordo com Sambrook et al.
(1989). A transformagdo foi realizada segundo o protocolo: 5 pL do fragmento
fusionado ao vetor foram adicionados a 100puL de células ultracompetentes e esta
mistura foi incubada no gelo por 30 min. Ap6s choque térmico, a 42 °C por 50 s, as
células permaneceram no gelo por mais 2 min, para incorporar o plasmidio. Em seguida,
foram adicionados 800 pL de meio LB (triptona 10 g.L™; extrato de levedura 5 g.L™";
NaCl 10 g.L™"). Apés incubacéo por 1 h a temperatura de 37 °C a 150 rpm, as células
foram concentradas por centrifugagdo a 1.500 x g por 10 min, ressuspensas em meio
LB, e plaqueados em meio LB com ampicilina 50 ug.uL™, 1 mg de X-Gal e 10 mM de
IPTG. As placas foram incubadas por 12 h a 37 °C, para crescimento e multiplicagéo
celular.

Apds incubacdo das placas contendo as células transformadas foi realizada a
selecdo de 10 coldnias brancas por placa, das quais foram feitas uma réplica de cada.
Para selecionar as colonias transformantes e recombinantes, ou seja, que apresentam 0
plasmidio contendo o fragmento de DNA de interesse inserido na célula bacteriana estas
foram testadas quanto & incorporacdo. Assim, foi utilizada uma mistura contendo o
material genético de uma coldnia transformada, 2,5 pL de tampdo Thermophilic DNA
10X (100 mM de Tris, 500 mM de KCI e 1% de Triton X - 100), 2,4 uL de MgCl, 25
mM, 1,0 pL de cada primer, 2,0 uL de solu¢éo 2,5 mM de dNTP e 1,0 uL da enzima
Taq polimerase (1 U.uL™Y), sendo o volume completado para 25,0 pL com agua
deionizada autoclavada. Essa reagdo de PCR foi realizada no termociclador nas mesmas
condigdes descritas no item 6.3.4.4.

Os produtos do PCR de coldnia foram visualizados em gel de agarose 1%, em

TBE, com brometo de etideo 0,1 pg.mL™ para analise dos fragmentos amplificados.
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Apbs eletroforese, a integridade dos fragmentos amplificados foi determinada sob luz

ultravioleta e o gel fotografado com o sistema de fotodocumentagéo.

6.3.4.8. Extracdo do DNA Plasmidial e Sequenciamento

Cada colonia recombinante contendo o fragmento de interesse, foi transferida
para tubos com meio LB e ampicilina 50 pg.mL™ e incubada a 37 °C e agitagdo de 180
rpm por 12 h. O clone foi estocado, posteriormente, a -80 °C, em glicerol 25%.

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando o Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System da Promega, conforme procedimento indicado pelo
fabricante. Ao final, o DNA foi eluido em 50 uL de Nuclease-Free Water e sua
concentragdo verificada em gel de agarose. A clonagem foi confirmada através de
reacOes de PCR, realizadas como anteriormente descrito.

O DNA foi sequenciado pela empresa Macrogen (Seoul, Coréia do Sul) e as
sequencias obtidas foram analisadas pelo programa computacional Sequencher versao
4.1.4, sendo o alinhamento com outras sequencias disponiveis no Genbank realizado

através do programa ClustalW (Thompson et al., 1994).

6.3.5. Caracterizacéo in silico do Gene da Endoglicanase B de A. niger

Foram realizados estudos in silico da endoglicanase B de A. niger clonada em
pGEM- T Easy e sequenciada. Através da sequencia codificante (CDS) foi realizada a
predicdo da sequencia de aminoécidos. Sequencias protéicas foram alinhadas no
programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) (Thompson et al.,
1994).

A pesquisa de peptidios sinal foi realizada usando o software SignalP.

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). J& o estudo de Modificagbes Pos-traducionais

foi realizado usando 0 InterProscan (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cqi-

bin/npsa_automat.p1?page=/NPSA/npsa_proscan.html), realizando predi¢cdes de sitios

de glicosilagéo, fosforilagéo, meristoilagéo, entre outros.
Alinhamentos multiplos de sequencias e construcdo de arvore filogenética da
proteina foi realizada usando o programa MEGA versdo 4 (Tamura et al., 2007) e o

método Neighbour-Joing (NJ) (Saitou e Nei, 1987) com testes para até 1000 repeticdes.
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Foi realizada também a classificacdo da proteina na superfamilia glicosil
hidrolases (GH) baseado no Carbohydrate-Active Enzyme database (Cazy;
http://www.cazy.org/).
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6.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.4.1 Clonagem do Gene da Endoglicanase B de A. niger

Apos a realizacdo da clonagem, as coldnias transformantes foram confirmadas
por PCR (Fig. 14). No gel, podemos observar a presenca de dois transformantes (bandas
1 e 4), com uma banda de aproximadamente 904 pb. A visualizagdo desta banda
confirmou a clonagem do fragmento que codifica para a endoglicanase B de A. niger, a

qual passamos a designar de AncEGLB (endoglicanase B de A. niger clonada).

1 2 3 4 5 6 M

Figura 14. Gel de agarose para visualizagcdo do diagnostico dos transformantes por
PCR. (M) marcador de peso molecular de 100 pb (FERMENTAS); 1-6: sequencia da
AncEGLB  amplificada com oligonucleotidios especificos para a proteina. Em
vermelho, destacadas as bandas 1 e 4, nas quais o fragmento de DNA foi inserido ao
vetor.

O DNA plasmidial foi extraido destes tubos e os transformantes foram
novamente selecionados por PCR com os primers especificos para o gene AncEGLB. O
fragmento de 904 pb amplificado foi sequenciado e analisado (Fig. 15). A partir da
sequencia do fragmento obtido, foi predita a sequencia deduzida de aminoacidos da
endoglicanase B de A. niger clonada (Fig. 16). Estudos anteriores comprovam a grande
similaridade de sequencia entre os membros desta familia (familia 12 das glicosil-

hidrolases) e a presenga de residuos conservados, conforme destacado na figura 16
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(Khademi, et al., 2002). Foi realizado ainda um alinhamento multiplo de sequencias
deduzidas de aminoécidos entre membros da familia 12 das glicosil-hidrolases, no qual

estdo destacados estes residuos conservados (Anexo 1. Fig. 1A).

ATGAAGTTTCAGAGCACTTTGCTTCTTGCCGCCGCGGCTGGTTCCGCGTTGGCTGTGCCTCATGGCTCCG
GACATAAGAAGAGGGCGTCTGTGTTTGAATGGTTCGGATCGAACGAGTCTGGTGCTGAATTTGGGACCAA
TATCCCAGGCGTCTGGGGAACCGACTACATCTTCCCCGACCCCTCGACCATCTCTACGTTGATTGGCAAG
GGAATGAACTTCTTCCGCGTCCAGTTCATGATGGAGAGGTTGCTTCCTGACTCGATGACTGGTTCATACG
ACGAGGAGTATCTGGCCAACTTGACGACTGTGGTGAAAGCGGTCACGGATGGAGGCGCGCATGCGCTCAT
CGACCCTCATAACTATGGCAGATACAACGGGGAGATCATCTCCAGTACATCGGATTTCCAGACTTTCTGG
CAGAATCTGGCGGGCCAGTACAAAGATAACGACTTGGTCATGTTTGATACCAACAACGAATACTACGACA
TGGACCAGGATCTCGTGCTGAATCTCAACCAAGCAGCCATTAACGGCATCCGCGCTGCAGGTGCAAGCCA
GTACATTTTCGTCGAAGGCAACTCCTGGACCGGAGCTTGGACATGGGTCGATGTCAACGATAATATGAAG
AATTTGACCGACCCAGAAGACAAGATCGTCTATGAAATGCACCAGTACCTAGACTCCGACGGTTCCGGCA
CTTCGGAGACCTGTGTCTCCGGGACAATCGGAAAGGAGCGGATCACTGATGCTACACAGTGGCTCAAGGA
CAATAAGAAGGTCGGCTTCATCGGCGAATATGCCGGGGGGTCCAATGATGTGTGTCGGAGTGCCGTGTCC
GGGATGCTAGAGTACATGGCGAACAACACCGACGTATGGAAGGGTGCGTCGTGGTGGGCAGCCGGGCCAT
GGTGGGGAGACTACATTTTCAGCCTGGAGCCCCCAGATGGAACTGCTTACACGGGTATGCTGGATATCCT
GGAGACGTATCTCTGA

Figura 15. Sequencia nucleotidica (CDS) da endoglicanase B de A. niger (NUmero de
acesso: AJ224452). Destacada, em vermelho, a CDS da endoglicanase B de A. niger
clonada. As preditas regides de anelamento dos primers foram sublinhadas.

MKFQSTLLLAAAAGSALAVPHGSGHKKRASVFEWFGSNESGAEFGTNIPGVWGTDY IFPDPSTISTLIGK
GMNFFRVQFMMERLLPDSMTGSYDEEYLANLTTVVKAVTDGGAHAL IDPHNYGRYNGE 1 1 SSTSDFQTFW
QNLAGQYKDNDLVMFDTNNEYYDMDQDLVLNLNQAAINGIRAAGASQY IFVEGNSWTGAWTWVDVNDNMK
NLTDPEDKIVYEMHQYLDSDGSGTSETCVSGT I GKERITDATQWLKDNKKVGF I GEYAGGSNDVCRSAVS
GMLEYMANNTDVWKGASWWAAGPWWGDY IFSLEPPDGTAYTGMLDILETYL

Figura 16. Sequencia deduzida de aminoéacidos do cDNA da endoglicanase B de A.
niger (Numero de acesso: CAA11965). A sequencia deduzida de aminoécidos da
endoglicanase B de A. niger clonada foi sublinhada. Em vermelho, residuos
conservados na sequencia de alguns membros desta familia.
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6.4.2 Caracterizacao in silico do Gene da Endoglicanase B de A. niger

6.4.2.1 Predigdo de Peptidio Sinal

Foi realizada a pesquisa de peptidio sinal presente na sequencia com uso do
software SignalP, identificando que o peptideo sinal ndo foi clonado. Assim, a
endoglicanase B de A. niger foi clonada sem o peptideo sinal que a direcionaria para
uma regido especifica da célula, quando a proteina fosse excretada. Este foi 0 motivo de
ndo termos clonado a proteina inteira, assim, a proteina clonada provavelmente ficaria
intracelular quando fosse expressa, j& que ndo possui peptideo sinal. A literatura relata,
com frequéncia, a predicdo de peptidio sinal usando programas computacionais, como o
utilizado neste estudo (Chulkin et al., 2009; Hartl et al., 2011).

6.4.2.2 Estudo de Provaveis ModificagBes Pds-traducionais

Foi realizado estudo de Modificagdes Pos-traducionais no programa
InterProscan. Inserida a sequencia de aminodcidos da endoglicanase B de A. niger,
foram realizadas predicbes de sitios provaveis de glicosilacdo, fosforilacéo,
meristoilacdo, entre outros. Como nao foi clonada a proteina inteira, somente
modificacbes pds-traducionais a partir do aminoacido 66 poderdo ser preditas para a
endoglicanase B de A. niger clonada (AncEGLB). O que faz com que tenhamos trés
sitios de N-glicosilacdo, cinco sitios de fosforilagdo caseina kinase, um sitio de
fosforilagdo tirosina quinase e seis sitios de N-meristoilacdo para a AncEGLB (Fig. 17).
A presenga de possiveis Modificagdes Pos-traducionais, como as preditas para a
endoglicanase B de A. niger faz com que esta proteina seja um possivel alvo de
regulagdo quando for expressa. Porém, na literatura, temos relatos de que modificaces
pés-traducionais podem ndo influenciar a atividade da proteina produzida. Um exemplo
é a hiperglicosilacdo de uma proteina recombinante produzida em P. pastoris, que

mostrou ndo influenciar a atividade enzimética da proteina (Gastebois et al., 2010).
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GSGTSE. Identity.
GTSETC. Identity.

GTAYTG. Identity.

Figura 17. Predicdo de Modificagdes pos-traducionais no programa InterProscan para a
endoglicanase B de A. niger.

6.4.2.3 Alinhamentos Multiplos de Sequencias

O alinhamento da sequencia de aminoacidos da proteina clonada (AncEGLB)

com a sequencia de aminoécidos da endoglicanase B de A. niger, depositada no banco
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de dados da NCBI (AnEGLB) (Numero de acesso: CAA11965) permitiu a confirmagéo
de que a clonagem foi realizada com sucesso. Foi obtida 100% de identidade entre as
duas sequencias ammoacidicas, indicando que a sequencia clonada é idéntica &
sequencia depositada no banco de dados.

Foi realizado também o alinhamento mdltiplo da sequencia nucleotidica da
proteina clonada (AncEGLB) com as sequencias nucleotidicas de celulases depositadas
no banco de dados da NCBI (Anexo 1. Fig. 2A). Foram alinhadas as seguintes
sequencias nucleotidicas: AnEGLB, endoglicanase B de Aspergillus niger (AJ224452);
AKEGLB, endoglicanase B de Aspergillus kawachii (AB055432); AndEGLB, endo-f-
1,4-glicanase B de Aspergillus nidullans (AF420021); AnEGLA, endoglicanase A de
Aspergillus niger (XM-001400865); SrEGL, endoglicanase de Streptomyces rochei
(X73953); RmCELA, celulase A de Rhodothermus marinus (U72637); e AOEGLA,
celulase A de Aspergillus oryzae (D83731). A partir deste alinhamento, foi construido
um dendrograma, no qual as endoglicanases B foram agrupadas em ramos separadas das

demais celulases, indicando dominios conservados presentes (Fig. 18).

—— ANEGLE
1 |

AKEGLB
AndEGLE

, ANEGLA
. AOEGLA

SrEGL
RmCEIA

Figura 18. Dendrograma construido a partir do alinhamento mdltiplo da sequencia
nucleotidica de AncEGLB com as sequencias nucleotidicas de celulases depositadas no
banco de dados da NCBI. Foram alinhadas as seguintes sequencias nucleotidicas:
AnEGLB, endoglicanase B de A. niger (AJ224452); AKEGLB, endoglicanase B de A.
kawachii (AB055432); AndEGLB, endo-$-1,4-glicanase B de A. nidullans (AF420021);
AnEGLA, endoglicanase A de A. niger (XM-001400865); STEGL, endoglicanase de S.
rochei (X73953); RmCELA, celulase A de R. marinus (U72637); e AOEGLA, celulase A
de A. oryzae (D83731). No retangulo azul estdo agrupadas as endoglicanases B. No
retangulo vermelho foi destacada a endoglicanase B clonada.
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6.5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o estudo de uma endoglicanase B produzida pelo
fungo filamentoso Aspergillus niger. Apds sua clonagem ter sido confirmada, o
fragmento foi sequenciado e realizada sua caracterizagdo in silico. Os alinhamentos
multiplos de sequencia com outras celulases indicaram dominios conservados presentes
na sequencia clonada e serdo essenciais para posteriores estudos tanto de expresséo,

quanto de caracterizagdo bioquimica da proteina.
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6.6. PERSPECTIVAS

Este trabalho visa o desenvolvimento de estudos futuros, uma vez que, o
fragmento clonado pode ser expresso em microrganismos, como Pichia pastoris, e
posteriormente, serem realizados experimentos de caracterizacdo bioquimica e
aplicacbes industriais da proteina expressa. Estes estudos poderdo contribuir para o
estabelecimento de um processo para a conversdao de biomassa lignocelulésica em
acUcares fermenticiveis ou serem aplicados em outros setores da industria, nos quais as

celulases tem se mostrado essenciais.
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CONCLUSAO GERAL

Estamos vivenciando o avanco e inovacdo de técnicas no ramo das pesquisas e
dos estudos de enzimas com potencial biotecnoldgico. Estes estudos tém se destacado
especialmente na area industrial, com o intuito de entender melhor os mecanismos de
atuacdo enzimatica visando assim, diminuir os custos de produgdo de enzimas.

Neste contexto, os resultados obtidos neste trabalho vém complementar e
ampliar o conhecimento sobre enzimas celuloliticas que atuam no branqueamento de
polpa Kraft e na sacarificagdo de biomassa lignocelulésica. Com o auxilio de novas
tecnologias aplicadas aos processos de producdo de celulases, tem-se obtido preparados
enziméaticos com proporcoes ideais entre as diversas enzimas do complexo celulolitico,
como o coquetel de celulases utilizado neste estudo. A xilanase de Fusarium oxysporum
purificada e caracterizada neste trabalho se mostrou promissora para futuras aplicages
industriais. Pode-se destacar sua alta estabilidade térmica a 50° C e sua atuagéo tanto na
hidrdlise do bagaco de cana (promovendo um aumento significativo do aglcar redutor
liberado) como no branqueamento da polpa de celulose.

Estudos que visam & caracterizagdo bioquimica e aplica¢des industriais de
enzimas celuloliticas sdo essenciais na compreensdo dos processos de conversdo de
biomassa lignocelulésica em aglcares fermenticiveis. Assim, a clonagem e
caracterizacdo in silico de uma endoglicanase B produzida pelo fungo Aspergillus niger
realizada neste trabalho, podera contribuir para o desenvolvimento de estudos futuros,
de forma a se obter maiores informagdes a respeito dos mecanismos de atuagéo destas
enzimas.

Pelos resultados ja obtidos e perspectivas futuras dos estudos ainda em
desenvolvimento, percebe-se que novas ferramentas e estratégicas serdo desenvolvidas
visando ndo sé aumento de produgdo de enzimas por microorganismos, mas como sua

aplicacdo nos processos de hidrélise de materiais de origem lignoceluldsica.
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Figura 1A. Alinhamento multiplo da sequencia de aminoécidos da proteina (AncCEGLB)
com outros membros da familia 12 das glicosil-hidrolases depositadas no banco de
dados da NCBI. Residuos conservados estdo destacados com estrela. Foram alinhadas
as seguintes sequencias aminoacidicas: AnEGLB, endoglicanase B de A. niger
(CAA11965); SrEGL, endoglicanase de S. rochei (CAA52139); RmCELA, celulase A

ANEXO |

MKFQSTLLLAAAAGSALAVPHGSGHKKRASVFEWFGSNESGAEFGTNIPGVWGTDY I FPD

PSTISTL IGKGMNFFRVQFMMERLLPDSMTGSYDEEYLANLTTVVKAVTDGGAHAL IDPH
—————— L IGKGMNFFRVQFMMERLLPDSMTGSYDEEYLANLTTVVKAVTDGGAHAL IDPH
—————————————— MKLSLALATLVATAFSQELCAQYDS-ASSPPYSVNNNLWGQDSGTG
——————————— MPRLRHHPRTLRAVSAALLTALAALAALLTATAPAQADTTICEEFGSTV

——————————— MNVMRAVLVLSLLLLFGCDWLFPDGDNGKEPEPEPEPTVELCGRWDARD
NYG-RYNG---—=————-- E1ISSTSDFQTFWQNLAGQYKDNDLVMFDTNNEYYDMDQDL
NYG-RYNG---———————- E1ISSTSDFQTFWQNLAGQYKDNDLVMFDTNNEYYDMDQDL
SQC-VYVD-——====———= NLSSSGAAWHTTWT ——--- WNGGEGSVKSYSNSAVTFDKKL

1QG-RYVVQNNRWGTSATQCVTATDSGFRVTQADGSVPTNGAPKSYPSVFNGCHYTNCSP
VAGGRYRV INNVWGAETAQC IEVGLETGNFT I TRADHDNGNNVAAYPA I YFGCHWAPARA

VLNLNQAAINGIRAAGASQY IFVEGNSWTGAWT -WVDVNDNMKNLTD--PEDKIVYEMHQ

VLNLNQAAINGIRAAGASQY IFVEGNSWTGAWT -WVDVNDNMKNLTD--PEDKIVYEMHQ

VSDVQSIPTDVEWSQDNTN---VNADVAYDLFT-AADQN-HVTYSGD--YELMIWLARYG

GTALPARISGISSAPSS1SYGFVDNAVYNASYD IWLDPTPRTDGVNR--TEIMIWFNRVG

IRDCAARAGAVRR-AHELDVTP I TTGRWNAAYD IWFSPVTNSGNGYSGGAELM IWLNWNG
- - *

*

YLDSDGSGTSETCVSGT I GKER == === === —m - mmmm e
YLDSDGSGTSETCYSGT I GKER—— === === —m - m oo
TIQPIGTQIDTATVEGHTWELW— === = —— o mmmmm e
QIQPI1GSQVGTASVAGRTWEVWSGGNG TNDVLSFVAPSAMSSWSFDVMDFVRATVARGLA
GVMPGGSRVATVELAGATWEVW— === ==~ o mmmmm e

-—-—-ITDATQWLKD--NKKVGF I GEYAGGSNDVCRSAVSGMLEYMANNTDVWKGASWWAA
--—-ITDATQWLKD--NKKVGF I GEYAGGSNDVCRSAVSGMLEYMANNTDVWKGASWWAA

————YGTTIQAGAE--QKTYSFVSATP--—- INTFGGD IKKFFDY I TS-KHSFPASAQYLI
GNDWYLTS 1QAGFEPWQNGAGLAVNSFSSTVNTGGSQNPGDPNGPGDPGTPAACTVSYAT
------- YADWDWN-—----—-YIAYRRTTPTTSVSELDLKAFIDDAVARGY IRP--EWYLH
GPWWG———————————— DY IFSLEPPDGTAYTGMLDILETYL——————mo—mo—mmmm
GPWWG———————————— DY IFSLEPPDGTAYTG=————— = —mm——m oo
NMQFG———————————— TEPFTGGPVTFTVPNWTASYN————— = —— oo
NVWPGGFTANVTVTNNGSAPVDGWRLAFTLPSGQSVVHAWNASVSPSSGAVTATGPAESA
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de R. marinus (AAB65594); e AGEGLA, celulase A de A. oryzae (BAA22588).
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N AAGACTAC-—————————————— CACCTACAG
N AACGTCA=——————m—mmmmmmmmm
N 0 ACGGTTACGGCA-——————~— CCACCCCCGCAC
B T B CTCC-———————- GGACATAA-————————— o GAAGAG
CATGG-——————————— CTCC-———————- GGACATAA-————————— - GAAGAG
—ATGA-————————- AGCTCCCC-————- GTGTCAC-———————————mmmmmo TTGC
~ATGA-————————- AGCTCTCA-————- TTGGCAC-———————————m—mmmo = TTGC
—ATGGCTCTGTTACTATCTCTCAGCCTTCTTGCCACAACAATCTCAGCCCAACAGATTGG
TTTGCTCGCT--CTGGCA--GCGGC————————————————— TTCCAAGCTGGCCTCCGC
—-TGCGTGC-—-—- GGTA=-CTGG-————————————m = TCCTGAGC-—————————
CCTGCGCGCC--GTGTCG--GCGGCGC-—————————————— TCCTCA-———————————
GGCGTCTG-———- TGTTTGAATGGT——————————————— = TCGGAT-————————-
GGCGTCTG--——- TGTTTGAATGGT——————————————— = TCGGAT—————————-
TATGCTTG---—- CGGCC--ACCGC———————————m—— oo CATGGGC-—————————
TACGCTCG---—- TGGCC--ACAGC—————————————— - ATTCAGT—————————-
GACGCCAGAAATCCGGCC--ACGTCTTACTACCTACCACTGTACTTCCGC-—————————
CCACACCACCGTCCAGGCC———————————————————— GT-CTGGATCAACGGCGAGGA
-------- CTGTTATTGCT———————————————— == GT=TTGGAT - === ————————
-------- CCGCCCTCECC————————————————=—=—GC-CC-—-TC-——————————
-------- CGAACGA-GTC——————————————————TGGTGCTGAAT - === ——————
-------- CGAACGA-GTC-—————————————————TGGTGCTGAAT - == ————————
-------- CAGACGATGT————————————————————_GCTCTCAAT————————————
-------- CAAGAGCTGT————————————————————_GTGCACAGT - ———————————
-------- CAACGGCTGTACAGAGCAGAATACTTATGTGGTGCTCGATGC----CGCCAC
CCAGGGTCTCGGTAA-——————————— CACCGACGATGGCTACA-—————————————— T
----------- GCGA-—————————==Cm——— === —TGGCT- === ————————m— - ——
----------- GCGG-———————==-—CGCTGC---TGACCGCG-——————————————-A
--------- TTGGGA--—————--—-CCAATATCCCAGGCGTCT----—--—--GGGGAA
--------- TTGGGA--—————-——-CCAATATCCCAGGCGTCT-------—--GGGGAA
----------- ATGA-———————————CAGTGCCTCGAGCCCC-————————————————
----------- ACGA-———————————CAGTGCCTCGAGCCCT—————————————————
GCACCCCATCCACGATGCATCCAACCCCAGTGTTTCGTGCACCACCTCAAATGGGCTAAA

CCG----CTCTCCCCCTAGC--AACAGCCCCGTCACCGACGTCACCTCCACCGACATGAC
------- CTTTCCCGATGGC-—~GACA-—————————————————————_ACGGAAAGGAA
CCG----CCCCCGCACAGGCC-GACA-—————————m oo CCACGAT
CCGACTACATCTTCCCCGACCCCTCG-————m————mm—mm oo ACC--AT
CCGACTACATCTTCCCCGACCCCTCG-————m————mm—mmmmm oo ACC--AT
CCG-————- TATTCAGTG=———AACC————————————m oo AG--AAC
[C/olc — TACTCAGTG————AACA-———————————m oo AC--AAC
[Coc — TGCTCTATGCCCAGACA- ———————————— oo AGCAGAC
CTGCAACGTCAACGGT—————————————— GACCAG-——————————————— GCTG-CTT
CCGGAGCCTGAGC-—————————————————— CCGA-—————mmmmmmmm o GCCGACCG
CTGCGAAGAGTTCGG-———————————————— CTCG-———mmmmmmmmm o ACCGTCAT
CTCTACGTTGATT————————m—mmmmm GGCAAG-———————————=— GGAATGAACTT
CTCTACGTTGATT————————mmmmmmm GGCAAG-———————————=— GGAATGAACTT
CTCTGGGGCGAGT —————————————m———— ACCAA-———————————— GGCACCGGCAG
CTCTGGGGACAGG—————————————————— ACTCG-———————————— GGAACCGGCTC
TTGCGCAGACAATTGCGTCATCGACGGCATAACTGACTATGCTGCGCACGGAGTCGAAAC
CCAAGACCCTCTCCGTCAAGGCCGGTGACGTTGTCACCTTCGA-GTGGCACCACAGCGAC
TCGAG-—-—- CTGTGCGGACGCTGG-GACG-————~— CGCGCGATGTGGC----CGGGGGG
CCAGGGCCG-TTACGTCG--TCCAG-AACA-——————— ACCGCTGGGGC-————- ACCAG
CTTC——————- CGCGTCCA-GTTCATGATGGAGA-GGTTGCTTCCTGACTCGATGACTGG
CTTC——————- CGCGTCCA-GTTCATGATGGAGA-GGTTGCTTCCTGACTCGATGACTGG
CCAG--————- TGTGTATATGTCGACAAA-—————————— CTCTCCAGC-—-——- AGTGG
TCAG--————- TGCGTCTACGTTGACAAC-—————————-— CTCTCCAGC-—-——- TCAGG
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CCA-——————- TGGGTCGCGGTTGACACT ———=——————- CACTC-AAT-—---- ACCGA
CGCTCCGACTCCGACGACATCATCGCCTCCTCCCACAAGGGTCCCGTCCAGGTCTACATG
CGCTAC----CGGGTGA--TCA-—=—====———- ACAA-————- CGTATGGG---GCGCG
CGCCAC----CCAGTG-CGTCACCGCGACCGACTCCGG------ CTTCCGGGTC-ACGCA
TTCATACGACGAGGAG--=-TAT-——==———— - —— CTGGCCA----ACTTG
TTCATACGACGAGGAG----TAT-——=————— == ———— CTGGCCA----ACTTG
TGC----ATCCTGGCA----CAC-———————— === ———— CGAATGG----ACCTG
CGC----TGCGTGGCA----CAC-——=————————————————— TACTTGG----ACCTG
TACGTG-AACGGGGCG----CTC-——====—— == m——————— TCCTCTGTTTCACCGA
GCCCC---GACGGCCAAGGGCTCCAACGGCAACAACTGGGTCAAGATCGCTGAGGATGGA
GA-————- GACCGCCCAGTGC-—=======———- ATTGAGGTCGGA---CTGGAAACGGG
GGCC----GACGGCTCGGTGC-=-—======—= CGACCAA---CGGCGCGCCGAAGTCG--
ACGA-——-—-- CTGT--GGTGA-——=—=—————- AAGCGGTCACGGA----TGGAGGCGCG
ACGA-——--- CTGT--GGTGA-—-———==————- AAGCGGTCACGGA----TGGAGGCGCG
GAG------- CGGT--GGTGA-————==————- G---GG-AACAG----- TGAAAAG---
GAA-—————- CGGT--GGAGA-————=—————- A---GG-CAGTG----- TGAAAAG---
GGGTCTATCTCGTT--GATGA--———==—=——- GTCCGA-CCCTGA----TGAGCAGGAG
TACCACAA-—————- GAGCTCCGATGAGTGGGCCACCG-ACATCCTGATCGCC-------
CA-—————— - ACTTC-ACGA----- TCAC---ACGGGCCGATCAC-—------
TACCCGTC--——--- GGTCTTCAACGGCTG--TCACTACACGAACTGTTCGCCG------
CAT-——————————- GCGCTCATCGACCCTCATAACTATGGCAGATAC----—-———-—-
CAT-——————————- GCGCTCATCGACCCTCATAACTATGGCAGATAC----—-=——-—-
——————————————— CTACTC-------———-TAACTCTGGCGTT-ACATTT—==———--—
——————————————— CTATTC-----------CAACTCTGCAGTC-ACCTTC-==—=---
TATCGAGCCTTGTCCCTGCTCGCCCAAGAATTTACCTTCACTGTCTACGTCTCCGCGCTC
———————— AACAAGG----------GCAAGCACAACATCACCGTTCCCGACGTTCCCGCC
———————— GACAACG----------GCAA---CAACGTGGCCG---CCTA---TCCGGCC
———————— GGCACCGCGCTCCCCGCGCGGAT-CAGCGGCATCT---CCTCCGCGCCCAGC
———————— AACGGGG-------------AGATCATCTC---------CAGTACATC----
———————— AACGGGG-------------AGATCATCTC---------CAGTACATC----
———————— AACAAGA-------------AGCTCGTGA---------GTGATGTATC----
———————— GACAAAA-----——-—-——-AGCTCGTGA---------GCGATGTCCA----
CCATGCGGGATGAAC-————————————- GGCGCGCTATATCTCTCCGAAATGTCTCCCTC
—————————————————————————————— GGTAACT----------ACCTCTTCCGC--
————————————————————————————————— ATCT----------ACTTCGGGTGC--
—————————————————————————————— AGCATCTCGTAC----GGCTTCGTCGACAA
————————————————————————————— GGATTTCC---------AGACTTTCTGGCAG
————————————————————————————— GGATTTCC---------AGACTTTCTGGCAG
————————————————————————————— AAGCATCC-----------CCACCTCGGTGG
————————————————————————————— GAGTATCC-----------CCACCGACGTGG
CGGCGGGCGCAGCGCGCTCAACCCCGCCGGAGCCTCCTATGGCACAGGCTACTGCGATGC
-C-CTGAGATCATCGCCC-——=—--- TCCACGAGGGCAACCG-————===———- CGAGGG
-CACTGGG----- CGCC-—=——=———- TGCACGA--GCAATT————————————- CGGGAT
-CGCCGTGTACAACGCCT———=—--- CGTACGA---CATCTGG--------—- CTGGACC
--AATCTG--GCGGGCC-———=——-— AGTACAAAGATAACGACTTGGTCATGTTTGATAC
--AATCTG--GCGGGCC-———=———— AGTACAAAGATAACGACTTGGTCATGTTTGATAC
--AATG------ GAAGC----—=—=—=————- AGGACAACA-——————————- CCAACGT
--AGTG------ GAGTC---—=—=—=—=————- AGGATAACA-——————————- CTAATGT
CCAATGTTATGTGAATCCCTGGATCAACGGCGAGGGAAACA-——————————— TCAACGG

TC-—————— = CGCGGCGCGTG———=—-~ CAGGAGC-TG-TCCGACGT--GCG
CGACGC---CCCGCACC-GACGGGGTGAA-CCGGACCGAGATCATGATCTGGTTC--AAC

CAACAA---CGAATACT--ACGACATGGACCAGGATCTCGTGCTGAATCTCAACCAAGCA
CAACAA-—--CGAATACT--ACGACATGGACCAGGATCTCGTGCTGAATCTCAACCAAGCA
CAACG----CCGATGTC--GCGT-ATG-—————- ATCTT-———————- TTCAC-C—-——-
CAACG----CCGATGTG--GCGT-ACG-—————~— ACCTG-———————- TTTAC-C—-——-

CGGGTGGGGCAGATCCAGCCGATCGGC----TCGCAGGTCGGCA--CGGCCTCCGTGGCC
GCCATTAACGGCATCC--GCGCTGCAGGTGCAAGCCAGTACATTTTCGTCGAAGGCAACT
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GCCATTAACGGCATCC--GCGCTGCAGGTGCAAGCCAGTACATTTTCGTCGAAGGCAACT
GCGGCGAATGTGGACC--ATGCC-————————-— ACTTCT-—————- AGC----GGCGACT
GCTGCGGACCAGAACC--ACGTC-————————-— ACCTAT-—————- AGC----GGCGATT
GCGGAGTACGGGGTTC--ACGCCTCAT-————-— GCTTGTTTATATGAGCCGGAGGAAACT
------------------ GACC----CT-----GGTA--TCCTCTTCGACATCTACAA--
------------------ GGCCG-——CT=-———GGAA--TGC-—————————————————
------------------ GGGCGCACCT-----GGGAGGTGTGGTCCGGCGGGAACGG-—
--------------- CCTGGA-—-—---CC-----GGAGCTTGGAC-ATGGGTCG-ATG-—-
--------------- CCTGGA-—-—---CC-----GGAGCTTGGAC-ATGGGTCG-ATG-—-
---------------- ATGAA-———-CT-—-—-GATGATT----—-TGGCTTGCCCG-—-
---------------- ATGAA-———-CT---—-GATGATT------TGGCTCGCACG-—-
GAGGGAAGAGGGGTATACGAATGCGCCTCCGAAGATGAGTGCG - ~ATAGCGCGGGCGAGA
------- CTCCTTCGACA-GCTAC---—-—---—-CCCATCC-CCGG----CCCGG--ATGT
------- CGCCTACGACA-TCTGG----——-—-TTCAGTC-CCGT----CACGA--ATTC
------- CACCAACGACGTGCTG—-----—-——-TCGTTCGTCGC----TCCGT--CCGC
--------- TCAACGATA-A-TATGAA-—-GAATTTGACC--GAC-----CCAG--AAGA
--------- TCAACGATA-A-TATGAA-—-GAATTTGACC--GAC-----CCAG--AAGA
---------- CTACGGCA-A-CA-————————-TCCAGCC--CAT------TGG--CAAG
---------- CTACGGTA-C-TA——-———————TTCAGCC--CAT------CGG--AACC
ATGACGGCATCTGCGATA-AGTGGGGATGCGGCTTTAACC--CGTATGCTCTGGGAAATA
CTGGGATGGCTCCA----GCTCTGGCTCCTCCAGCTCCGGATCCTCTTCCGCTGCTG-TC
CGGCAACGGCTACA----GC-—-GGC-————— GGCGCCGA-————————— GCTGATGATC
GATGAGCAGCTGGA----GCTTCGACGTGATGGACTTCGT---CCGGGCGACCGTCG--C
CAAGATCGTCTATGAAATGCACCAGTAC-CTAGACTCCGA-——————— CGGTTCCGGCAC
CAAGATCGTCTATGAAATGCACCAGTAC-CTAGACTCCGA-——————— CGGTTCCGGCAC
CAA-ATTG-CCACG----GCCACAG-—————————-— S Cc]cI—— AGG---CAAGTC
CAA-ATCG-ATACC----GCTACAG-—————————- TTGA-——————- AGG---CCATAC
CAG-AGTA-CTACG----GCCGTGGC---CAAGGGTTTGA-——————— AGT---CGACAC
TCCTCGGCTGCTG-———- CTGCTGCTACC--ACCTCTGCCGTCGCTGCCACCACCCCCGE
T-———GGCTG-———————- AACTGGAACG--GC----GGCGT-GATGCCG-—————————
CCGCGGGCTGGCGGGCAACGACTGGTACCTGACG—-~AGCATCCAGGCCGGTTTCGAGCC
TTCGGAGACCT—————————— GTGTCTCC-————————mmmm o GGGAC-——————- AAT
TTCGGAGACCT—————————— GTGTCTCC-————————mmmme GGGAC-——————- AAT
CTGGGAGGT———————————-— GTGGTATG-—————————————— GCAGC-———————-— AC
CTGGGAACT———————————— GTGGTACG-—————————————— GCACC-———————-— AC
TAAAGAGCCCTTCACGG--TCGTGACACA-—————————————— GTTCCTGACGGATGAC
CACTCAG--—-—- GCTGCTGTTGAGGTC---TCTTCCTCTGCTGCTGCTGCTAC-—————
------ G------GCGGCAGCCG——————————————————————CGTGGCCAC-————-
CTGGCAGAACGGTGCGGGTCTCGCGGTCAACTCCTTCTCGTCGACCGTGAACACGGGCGG
CGGAAAGGA————GCGBATC———————————m oo ACTGATGCTAC-————-
CGGAAAGGA————GCGBATC———————————m oo ACTGATGCTAC-————-
CACCCAGG---—-- CCBGTGCEG-—————————————————— AGCAGAGGACAT-————-—
CATCCAGG---—-- CAGGCGCCG-———————————mmm = AGCAGAAAACGT—————-—
GGAACAAGT——-—ACAGGTGCTTT———————————m o AACCGATATTAG-—-——-—
——CACCGAAGC-TGCCGCTCCCGTCGTCAGCTCTGCTGCCCCC-————— GTCCAGCAGGC
~—CGT-GGAAC-TG=——————————————— GCCGGGGCC—————— ACCTGGGAAG-
CTCGCAGAACCCTGGTGACCCGAACG---GCCCGGGTGATCCG-————-— GGCACGCCGGC
———ACAGTGGCTCAAGGAC-—————————————— AATAAGAA-—————————— GGTCGGC
———ACAGTGGCTCAAGGAC-—————————————— AATAAGAA-—————————— GGTCGGC
———ACAG---CTTCGTGTC-—————————————— AGAAAGCC-————————— CTATCAAC
———ACAG---CTTCGTCTC-—————————————— GGCAACCC-————————- CAATCAAC
———ACGG---CTATATATCCAAAACG-——————— GGCAGGTCATCGAGAACGCAGTTGTC
CACCTCCGCTGTGAC-———- CAGC---—- CAGGCCCAGGCCGCCC——————- CCACCACC
————TCTGGTATG-C--——- CGAC--——- TGGGACTGGA-—————————————— ATTAC-
CGCCTGCACGGTGTCGTACGCGACGAACGTGTGGCCGGGCGECTT-—————— C-ACCGCG
T-TCATCGGCGAA-——————-— TAT-———————— GCCGGGGGETC-——————— CAATGAT-
T-TCATCGGCGAA-——————-— TAT- oo GCCGGGGGETC-——————— CAATGAT-
T-CATACAGTGGG-—-————- GAC-———————- ATCAATGCATTTT-———- TCAGCTAT-
A-CCTTCGGCGGG-——————— GAC-———————- ATTAAAAAGTTTT-———-— TCGACTAT-
T-CGTCTGGTGCA-——————- GACTCGC---TGACCGATTCCCTCTGGGCCTCTACCGC-
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RMCENA mmmmmmme ATCGCCTACCGGCGCACGAC—————————~— 614

SrEGL AACGTCACCGTCACCAACAAC-—————— GGTTCGGCT-CCCGTGGACGGCTGGCG————— 932
ANCEGLB ~  mmmmmmmmm GT-GT--GTCGGAGTGC-———————————— 771
ANEGLB  mmmmmm GT-GT--GTCGGAGTGC-———————————— 833
ANEGLA e CTCAC--TCAGAACCAAG-——————————— 610
AOEGLA mmmmmmm ATCAC--ATCTAAGCACA-——————————— 610
ANdEGLB ~ mmmmmmmmm GTCATGGTTCGACTCATACGGAGGAATGGA 1076
AKEGLB ~  —mmmmmmm GTCCAACTCCCAG-—-—- GTCGCTGCTGCTACCTCCAGTGTCGT- 1040
eI 1 N —— GCCCA-—--CCAC-—-—- GTCGGTG-—————————— AGCGA-GC- 637
] £ =0C] TR —— GCTCG-CCTTCAC---—- CCTGCCCT--CCGGGCAGAGCGTCGTG 969
ANCEGLB ~ —mmmmmmmm CGTG---TCCGG--——- GATGCTAG-————————— AGTA-———- 792
N e S — CGTG---TCCGG-———- GATGCTAG-————————— AGTA-———- 854
ANEGLA  —mmmmmmm GCTTT---CCCGC-—--CAGCTCTC-—————————- AGTA-———- 632
AOEGLA —mmmmmmm GTTTC---CCTGC-—--TTCTGCCC-—————————- AGTA-———- 632
ANdEGLB AGGGATGGGAAGGGCGCTTG---GCCGTGGGATGGTCCTCGC-———— CATGAGTA-———- 1123
AKEGLB TGCCCCCGCTGCTACTTCTAGCGTCGTCCCCGTTGTGAGTGCCAGCGCTAGCGCTTCCG- 1099
RMCEIA TGGACCTGAAG--GCCTTCATCGACGACGCGGTCG-————- CCCGCG————- GCTACAT- 683
SrEGL CACGCCTGGAAC-GCGTCCGTC-TCCCCCTCCTCGGGCGCGGTCACG-———— GCCACCGG 1022
ANCEGLB ————CATG-—————————— GCGAACAACACCGACGTATGGAAGGGTGC-——————————-— 825
ANEGLB ————CATG-—————————— GCGAACAACACCGACGTATGGAAGGGTGC———————————-— 887
ANEGLA = ——CTTG=—mmmmmmm—— ATCA-—————————— ATCTGCA-—-GT———————————— 649
AOEGLA = ——CTTG=—mmmmmmm—— ATCA-—————————— ATATGCA-—-GT———————————— 649
ANdEGLB ————TCTGGA-———————— ATGATGCGGGTGGCTACATGCA-—-GTGG-——————————— 1155
AKEGLB ~CCGGCGGTGTTGCTAAG-—————————— CAGTACGAG-CGCTGC-GGTGGTATCAACCA 1145
RMCEIA ~CCGGBC-—————- CGGAG-—————————- TGGTATCTG-CA-TGC-GGTGG-——————— A 713
SrEGL ACCGGC-—————— CGAGA-—————————-— GCGCACGGATCGCCGCCGGCGGCAGCCAGAG 1064
ANCEGLB GTCG-TG-————- [CRfclc]cIm—— CAGCCGG----GCCATGGTGGGGA-—————-— 856
ANEGLB GTCG-TG-————- (CRfcic c I ——— CAGCCGG----GCCATGGTGGGGA-—————-— 918
ANEGLA ~TTGGAA-————- CTGAG-—————————- [clocy pRm— TCACCGGGGGC-——————- 675
AOEGLA ~TCGGAA-————- CTGAG-—————————- (CIoc) —— TTACCGGTGGC-——————- 675
ANdEGLB CTCGACG--—-—- GTGGGGATGCAGGACCCTGTAAT-—--GCCACCGAGGGCG-—————~— 1198
AKEGLB CACTGG---—- CCCT---ACTACCTGCGAGAGC----GGCTCTG-—————— TCTGCAAGA 1186
RMCEIA GACGGG--——- CTTC---GAACTCTGGGAGGGC----GGGGCCGG—————— TCTGCGAAC 755
SrEGL CTTCGG--——- CTTCCAGGGCGCCTACAGCGGC--—-AGCTTCG-———————~— CGCAGCC 1106
ANCEGLB GACTAC---—- ATT-——————— TTCAGCCTGG--——- AGCCCCC-——————————— AGAT 886
ANEGLB GACTAC---—- ATT-——————— TTCAGCCTGG--——- AGCCCCC-——————————— AGAT 948
ANEGLA --CCGG---CAACC-——————- TTCAC-————————— GGTTGAC———————————— AACT 700
AOEGLA ——CCTG-—-TTACT-——————- TTCAC-————————- AGTTCCC-——————————— AACT 700
ANdEGLB CACCGGAATTTATTGAGGAGCATACGCCGTGGACAAGGGTTGTCTTTGAAGATTTGAAGT 1258
AKEGLB AGTGGAACCCTTACTACT-ACCA-GTGCGTTGCGTCCCA-———GTAA=—————————— 1227
RMCEIA GGCCGA--TTTTTCCG-T-AACG-GTGC-————————— A-———GTAG-—————————-— 783
SrEGL GGCCG---CCTTCCAGCTGAACG-GCACCGCCTGCAGCACCGTGTGA- —————————— 1149
ANCEGLB GGA-———————— ACTGCT-TACACGGGT === ————————m oo 904
ANEGLB clcy W— ACTGCT-TACACGGGTATGCTGGATATCCTGGAGACGTATCTCTGA 996
ANEGLA [clcI—— ACCGC-—---CA-GTGTCAACTAG=——————————————— o 720
AOEGLA [clcR—— ACTGC----CA-GTGTCAACTAA-————————— oo 720
ANdEGLB GGGGTGA--—-TATTGG----CA-GTACTTTCCAGGCGTCTTAA-————————————— 1293

Figura 2A. Alinhamento multiplo da sequencia nucleotidica da proteina (AncEGLB)
com as sequencias nucleotidicas de celulases depositadas no banco de dados da NCBI.
Residuos conservados estdo marcados com estrela. Foram alinhadas as seguintes
sequencias nucleotidicas: AnEGLB, endoglicanase B de A. niger (AJ224452); AKEGLB,
endoglicanase B de A. kawachii (AB055432); AndEGLB, endo-$-1,4-glicanase B de A.
nidullans (AF420021); AnEGLA, endoglicanase A de A. niger (XM-001400865);
SrEGL, endoglicanase de S. rochei (X73953); RmCELA, celulase A de R. marinus
(U72637); e AOEGLA, celulase A de A. oryzae (D83731).
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