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RESUMO 

 

PELLEGRINI, V.O.A. Clonagem molecular, expressão, purificação e caracterização 

estrutural da endoglucanase de Trichoderma harzianum visando o desenvolvimento de 

coquetéis enzimáticos para a produção de etanol lignocelulósico. 2016. 160 p. Tese 

(Doutorado em Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São 

Carlos, 2016. 

 

O aumento na demanda mundial por energia, a perspectiva de encolhimento dos recursos 

energéticos e a preocupação global com a questão ambiental, despertaram o interesse por fontes 

alternativas de energia. A biomassa lignocelulósica é abundante e de baixo custo, com potencial 

para complementar a produção em larga escala de combustíveis. A degradação das moléculas 

constituintes da parede celular à açúcares fermentescíveis e então à etanol, ocorre através da 

hidrólise enzimática da biomassa. Contudo, a utilização de enzimas para esse fim encontra-se em 

estágio exploratório e representa um gargalo na implementação de tecnologias de etanol 2G em 

escala industrial, desencadeando a busca de celulases bioquimicamente mais ativas, estáveis e 

economicamente viáveis. O presente trabalho visou a caracterização da endoglucanase I do fungo 

Trichoderma harzianum, e para isso foi realizada expressão, ensaios bioquímicos e biofísicos do 

domínio catalítico (ThCel7B-CCD) e da proteína inteira (ThCel7B-full). A enzima exibiu um 

perfil acidofílico, com atividade ótima em pH 3,0 a 55°C. A proteína também se mostrou capaz 

de hidrolisar uma variedade de substratos, sendo a maior atividade hidrolítica em β-glucano (75 

U mg
-1

). Ao analisar a estabilidade térmica medida a 55°C em pH 5, a atividade residual 

manteve-se intacta por mais de 2 meses. Outra característica relevante foi o elevado grau de 

sinergismo entre ThCel7B e ThCel7A. Análises de microscopia eletrônica de flocos de aveia 

submetidas à hidrólise com ThCel7B evidenciaram os efeitos de degradação do substrato em 

relação às amostras controle. O conjunto desses resultados, além de importante para a 

compreensão do mecanismo molecular de ThCel7B e de outras endoglucanases da família GH7, 

também revelou uma enzima de interesse biotecnológicos uma vez que o comportamento ácido e 

sua estabilidade térmica são características relevantes para aplicações industriais sob condições 

extremamente ácidas. 

 

Palavras-chave: Celulase. Endoglucanase. Hidrólise de biomassa. Etanol lignocelulósico 



 

  



 
 

ABSTRACT 

PELLEGRINI, V.O.A. Molecular cloning, expression, purification and structural 

characterization of endoglucanase from Trichoderma harzianum aiming the development of 

enzymatic blends for production of lignocellulosic ethanol 2016. 160 p. Tese (Doutorado em 

Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2016. 

 

The increase in global energy demand, shrinkage perspective of energy resources and global 

concern about environmental issues, aroused interest in finding alternative sources of energy. 

Lignocellulosic biomass is plentiful and inexpensive, and has the potential to complement the 

large-scale production of fuel. The degradation of molecules that constitute the cell wall to 

fermentable sugars and then to ethanol, occurs via the enzymatic hydrolysis of biomass. 

However, the use of enzymes for this purpose is in exploratory stage and represents a bottleneck 

in the implementation of 2G ethanol technologies in industrial scale, supporting studies about 

biochemically most active, stable and economically viable cellulases. This work aimed the 

characterization of endoglucanase I from fungus Trichoderma harzianum and for that, was 

performed expression and biochemical and biophysical assays of the catalytic domain (ThCel7B-

CCD) and full protein (ThCel7B-full). The enzyme exhibited a acidophilic profile, with optimal 

activity at pH 3.0 at 55°C. The protein was also able to hydrolyze a variety of substrates, with 

higher hydrolytic activity in β-glucano (75 U mg-1). Analyzing the thermal stability as pH 5, 

residual activity remained intact for over 2 months. Another important feature was the high 

degree of synergy between ThCel7B and ThCel7A (DS 3). Electron microscopy analysis of oat 

samples subjected to hydrolysis with ThCel7B show the substrate degradation effects in relation 

to the control samples. All these results, as well as important for understanding the molecular 

mechanism of ThCel7B and other endoglucanases of GH7 family, also disclose an enzyme of 

biotechnological interest because the acid behavior and thermal stability are promises of 

industrial applications under extremely acidic conditions 
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“Qual é a utilidade de um bebê recém-nascido? (Respondeu quando lhe perguntaram qual 

era a utilidade de uma nova invenção).” 

― Benjamin Franklin 

 

http://kdfrases.com/frase/94027
http://kdfrases.com/frase/94027
http://kdfrases.com/autor/benjamin-franklin
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1 Introdução 

 

O suprimento de energia é o alicerce operacional da sociedade humana em diversos 

aspectos, passando pelo bem estar individual, até o desempenho econômico. Assim, a Revolução 

Industrial deu início a uma contínua e extensa exploração da reserva de combustível fóssil que 

atualmente ainda é crescente e com dimensões preocupantes. 

Em um cenário onde houve o aumento da demanda industrial mundial por energia, o 

advento da tecnologia flex fuel para automóveis, a crise do petróleo dos anos 1970 gerando 

instabilidade nos preços dos barris e a perspectiva de encolhimento dos recursos energéticos em 

geral, fez com que a preocupação com a questão ambiental e socioeconômica se expandisse, 

emoldurando e impulsionando a ciência e a tecnologia a desenvolverem maneiras de solucionar 

os problemas relacionados com a necessidade do aumento de geração de energia, maior produção 

de alimentos e a redução da poluição do meio ambiente.
1-2

 

A produção de etanol lignocelulósico emerge como uma alternativa promissora, 

utilizando a biomassa para geração de biocombustíveis. No entanto, para tornar possível esta 

tecnologia, é necessário a hidrólise dos polissacarídeos presentes no bagaço, gerando mono e 

dissacarídeos e posteriormente a fermentação destes açúcares em etanol.
3
  

O mais antigo processo de hidrólise é o que utiliza um ácido concentrado, o qual foi 

muito estudado, mas que apresenta desvantagens limitantes para o uso desse processo em escala 

industrial, como a alta formação de inibidores da fermentação, enorme gasto energético e alto 

consumo de ácido e de hidróxido de cálcio para neutralização.
4
 Assim, diante dessas 

desvantagens, a hidrólise enzimática é considerada o processo mais promissor e conta com ação 

de enzimas celulolíticas (celulases).
5
 Um dos desafios relacionados com a hidrólise enzimática, é 

a produção de enzimas mais eficientes, com atividade elevada e que possuam estabilidade e 

especificidade, além de torná-las economicamente viáveis, diminuindo os custos de produção das 

mesmas, já que este é consideravelmente alto.
6
 

No presente trabalho, nosso foco é voltado para o processo biotecnológico da produção de 

etanol de segunda geração, através da hidrólise enzimática da biomassa. Nossa contribuição se 

deu através do estudo de uma endoglucanase I (Cel7A) que compõe o complexo celulolítico do 

fungo Trichoderma harzianum, descrito como eficiente produtor de celulases e hemicelulases. Os 

dados aqui mostrados incluem a caracterização bioquímica, biofísica e estrutural dessa enzima, e 
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nos possibilita assim, obter uma melhor compreensão do mecanismo de ação dessa enzima bem 

como de outras celulases relacionadas. 

1.1 Etanol de primeira geração 

 

O aumento da frota automotiva brasileira, alterou o quadro de demanda de combustíveis. 

Concomitantemente, a crise do petróleo na década de 70 elevou o preço do barril desta matéria 

prima, aquecendo a discussão sobre alternativas reais ao uso de petróleo. Assim, a preocupação 

com a diminuição e até mesmo com o esgotamento de reservas petrolíferas, aliada ao efeito 

inflacionário que a importação de combustíveis fósseis provocam na balança comercial e a 

crescente preocupação com a questão acerca da poluição ambiental, vislumbrou-se a utilização de 

um combustível alternativo. 

Historicamente, desde 1931, o etanol fabricado a partir da cana de açúcar está inserido no 

cenário nacional como combustível. Através de jogadas políticas com o intuito de atender ao 

interesse dos produtores do setor sucroalcooleiro, tornou-se obrigatória a mistura de etanol à 

gasolina.
7
 Um pouco mais tarde, em 1975, foi lançado então o Programa Nacional do Álcool 

(PRÓALCOOL) com a finalidade de expandir a produção e o uso do etanol, tanto na indústria 

química quanto como combustível. Em 2003, com o advento da tecnologia flex-fuel, a alta 

demanda por etanol hidratado se tornou uma realidade consolidada. 

Como segundo maior produtor de etanol do mundo atualmente, atrás apenas dos EUA, o 

Brasil visa aumentar a produção deste biocombustível. No momento, a produção de etanol no 

país é feita em sua grande parte, por meio de tecnologias de primeira geração baseadas na 

utilização do conteúdo de sacarose presente no suco da cana. 

A Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), promove desde 2005 estatísticas a 

respeito da safra brasileira de cana de açúcar. No último boletim gerado em dezembro de 2015 

sobre as estatísticas da safra de 2016, estima-se que o Brasil produza 658,7 milhões de toneladas 

de cana de açúcar em cerca de 9 milhões de hectares. Essa produção representa um aumento de, 

aproximadamente 4% em relação à safra de 2015, sendo que esse incremento só não é maior 

devido a um decréscimo na área plantada de aproximadamente 0,1% o que corresponde a pouco 

mais de 85 mil hectares. Os quase 660 milhões de toneladas de cana originarão cerca de 35 

bilhões de toneladas de açúcar e 29 bilhões de litros de etanol, sendo que o etanol hidratado, 
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utilizado nos veículos flex fuel, terá um aumento na produção, de quase 7,5%, quando comparado 

com a produção da safra anterior.
8
 

Apesar do incremento na produção da safra atual, dados relacionados ao Plano Decenal de 

Expansão da Energia 2024 (PDE 2024) divulgados pela Empresa de Pesquisa energética (EPE), 

prevê um aumento de aproximadamente 4,5% ao ano na demanda brasileira por etanol até 2024, 

ou seja, a produção deste combustível teria que ser da ordem de 40 bilhões de litros.
9
 

Tal cenário demonstra o descompasso entre o crescimento da demanda potencial e da 

oferta, aliado a temporadas de preços favoráveis ao açúcar onde observamos a queda da produção 

de etanol. Fica claro que a produção atual de etanol será insuficiente para atender à necessidade 

por combustível e, por consequência, o déficit de produção será inevitável. 

1.2 Etanol de segunda geração 

 

Atualmente, os esforços para atender o aumento da demanda por álcool combustível tanto 

no Brasil quanto em outros países são baseados, principalmente, na construção de novas usinas e, 

consequentemente, no aumento da área plantada para o cultivo de cana de açúcar.
10

 Porém, 

causas como a concorrência limitada com a produção de alimentos e o aumento do desmatamento 

dificultam a expansão do cultivo desta monocultura, e como já descrito pela Conab, o aumento da 

área plantada tem sido mínimo ou nulo, tornando necessário o desenvolvimento de novas 

tecnologias e melhorias em processos já em vigor para obtenção de mais etanol por tonelada de 

cana.  

Neste cenário, aproveitar a área de plantio existente, bem como as plataformas de 

produção já estabelecidas, utilizando os resíduos de uma primeira geração de etanol (bagaço da 

cana), além de outras fontes da biomassa, para uma segunda geração de biocombustíveis é 

economicamente e potencialmente viável. Surge assim, o conceito de etanol lignocelulósico ou 

etanol de segunda geração (2G), que vem ganhando destaque nas pesquisas científicas atuais a 

nível de interesse mundial. 
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1.3 Biomassa como fonte de energia  

 

As fontes de energia podem ser não renováveis ou renováveis (Figura 1). As fontes de 

energia fósseis ocorrem quando a sua formação se dá por meio de processos naturais, os quais 

ocorreram há milhares de anos atrás e são portanto, não renováveis. O principal recurso de 

energia fóssil utilizado no âmbito de combustível é o petróleo. As fontes de energia renováveis 

são aquelas em que os recursos naturais utilizados são capazes de se regenerar, ou seja, são 

consideradas inesgotáveis e limpas. Os exemplos de fontes de energias renováveis são o sol, 

vento, chuva, marés, calor e biomassa. 

 

Figura 1- Representação esquemática dos ciclos de fontes de energia não renovável e renovável. 

Fonte: Adaptada de CLASH. 
11 

 

A biomassa pode ser definida como todo recurso renovável, oriundo de matéria orgânica 

de origem animal ou vegetal, a qual pode ser transformada em energia. As tecnologias de 

conversão de biomassa para formas utilizáveis comercialmente variam em termos de escala, 

qualidade do combustível e custo. O uso da biomassa para a produção de energia diminuiu 

gradualmente ao longo da história da humanidade, devido à utilização maciça de combustíveis 

fósseis. Porém, atualmente é uma das fontes para produção de energia com maior potencial de 

crescimento e considerada o único recurso natural renovável à base de carbono, e com potencial 

para substituir os combustíveis fósseis.
12

 

A biomassa vegetal é formada através de fotossíntese que produzem fibras vegetais, 

formando os polímeros naturais, incluindo hemicelulose, celulose e lignina. Também conhecida 
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como biomassa lignocelulósica, é fonte potencial de bioenergia e identificada como uma matéria 

prima importante para a produção de biocombustíveis.  

Há um grande número de tecnologias de conversão energética da biomassa e que podem 

ser implementadas tanto em pequena, quanto em larga escala. Dentre essas tecnologias, podemos 

citar a geração de biocombustíveis. Nos últimos anos, a participação de energias renováveis na 

matriz energética brasileira manteve-se entre as mais elevadas do mundo, com 39,4%, conforme 

podemos observar na Figura 2. 

 

 
Figura 2 - Matriz energética brasileira em 2014. As fontes renováveis de energia correspondem a 39,4%. 

Fonte: Adaptada de BRASIL.
9
 

 

Dos 39,4% de energia renovável referente à 2014, aproximadamente 16% advém da 

biomassa da cana de açúcar.
9
 Entender a estrutura e a composição da biomassa lignocelulósica é 

fundamental para compreender a bioconversão da celulose, em açúcares fermentáveis para 

produção de biocombustível.  

1.3.1 Composição da biomassa – bagaço de cana de açúcar 

 

O bagaço de cana é o principal subproduto da indústria sucroalcooleira. Depois de moída 

a cana para extração do caldo, o bagaço é obtido como um resíduo que corresponde a cerca de 

25% do peso total e contém de 60% a 80% de carboidratos. A fermentação desses hidratos de 

carbono podem aumentar significativamente a produtividade de bioetanol.
13

  

A cana de açúcar (Saccharum sp.) é uma angiosperma, pertencente à classe Liliopsida 

(monocotiledônea), subclasse Commelinidae, ordem Poales (Cyperales) e família Poaceae 
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(Gramineae). Dependendo das proporções de celulose, hemicelulose e pectina, as paredes 

celulares são classificadas em tipo I, II ou III. As monocotiledôneas comelinóides (cana de 

açúcar), possuem parede celular do tipo II, onde as hemiceluloses formam uma rede juntamente 

com a celulose e, desta forma, a lignina se mantém associada através de ligações cruzadas, 

tornando esta estrutura mais rígida e hidrofóbica.  

A lignina corresponde de 10 a 25% da massa seca da biomassa,
14

 é um polímero amorfo, 

formado por unidades de fenilpropano. Ela preenche os espaços na parede celular e encontra-se 

covalentemente ligada à celulose e hemicelulose, sendo sua função primária promover o suporte 

estrutural da planta. A lignina também promove à parede celular alta resistência à degradação 

enzimática e seu conteúdo, bem como sua distribuição são reconhecidos como fatores 

importantes que determinam a recalcitrância da parece celular para a hidrólise.
15-16

 

As pectinas também fazem parte da composição da parede celular, são um grupo 

complexo, heterogêneo e bastante diverso de oligos e polissacarídeos formadas, primariamente, 

de ácido galacturônico unidos por ligações glicosídicas do tipo α-1,4. A pectina encontra-se 

associada a outros componentes na parede celular vegetal e sua principal função é efetuar a 

ligação das paredes celulares de células adjacentes.
17

 

Os açúcares covalentemente ligados, constituintes da celulose e hemicelulose, 

representam uma vasta matéria-prima renovável para a produção de combustíveis. Devido a sua 

prevalência nas plantas, a celulose consiste no mais abundante e renovável polímero da Terra.
18

 

Ela possui função estrutural e é sintetizada por uma complexa maquinaria enzimática durante a 

síntese da parede celular.
19

 A celulose é um polímero de moléculas de glicose unidas por forte 

ligações glicosídicas do tipo β-1,4 (Figura 3) e seu comprimento pode variar de 10 a 15 mil 

resíduos, de acordo com a sua origem, grau de maturação da parede celular, o tempo de 

envelhecimento e o processamento no qual as fibras foram submetidas.
20
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Figura 3 - Representação da fibra de celulose, formada por macro fibrilas originadas de micro fibrilas a partir de 

monômeros de glicose unidos por ligações glicosídicas do tipo β-1,4. 

Fonte: Adaptada de FLORESTA.
21

 

 

Há duas propriedades importantes relacionadas com a celulose que influenciam na taxa de 

hidrólise enzimática, que são o grau de polimerização e o índice de cristalinidade. O grau de 

polimerização (GP), diz respeito ao comprimento médio das moléculas de celulose e determina o 

número médio de unidades de glicose para cada cadeia de celulose, ou seja, refere-se à frequência 

de ligações glicosídicas disponíveis para a ação das celulases.
22

 O índice de cristalinidade está 

relacionado com a reatividade do substrato e indica a quantidade de celulose que se encontra em 

estado cristalino, sendo um fator importante para determinar as propriedades mecânicas dos 

materiais lignocelulósicos.
23

 

Dependendo das ligações de hidrogênio inter e intramoleculares, as fibrilas de celulose 

possuem algumas áreas ordenadas e outras desordenadas, denominadas cristalinas e amorfas, 

respectivamente (Figura 4). A região cristalina da celulose possui uma forte rede de interações de 

hidrogênio inter-cadeias e, devido à sua estrutura, é altamente resistente à hidrólise química e 

enzimática. Já a porção amorfa da celulose, possui regiões distorcidas ao longo das fibras 

cristalinas, o que contribui para tornar essa porção mais fácil de ser hidrolisada. A diferença entre 

as ligações de hidrogênio também influenciará no grau de polimerização da celulose, com 

diferentes estruturas cristalinas, micro cristalinas e amorfa.
24
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Figura 4 - Representação de região cristalina intercalada por regiões amorfas da fibra de celulose.  

Fonte: Adaptado de COTTON...
25

. 
 

Um segundo tipo de polissacarídeo importante e abundante da parede celular, com 

composição variando de 15 a 35%,
26

 é a hemicelulose. No caso específico do bagaço de cana de 

açúcar, esta composição é de aproximadamente 24%.
27

 Também conhecida como poliose, a 

hemicelulose é responsável pela flexibilidade nas plantas, é um polímero ramificado e de baixa 

massa molar. Pode se extraída com tratamento alcalino e é composta por unidades aleatórias de 

monossacarídeos contendo, principalmente, pentoses (D-xilose, L-arabinose e L-ramnose) mas 

também hexoses (D-glucose, D-manose e D-galactose) e ácidos urônicos (ácido 4-Ο-

metilglucurônico e ácido galacturônico), dependendo do tipo da planta.
28

 As pentoses, hexoses e 

ácidos urônicos são unidos por ligações β (1 → 4) e, conforme o estágio de desenvolvimento e 

tipo de tecidos, várias subclasses de hemiceluloses são encontradas. Xiloglucano, xilano, 

glucomanano e arabinoxilano são os principais componentes da hemicelulose presentes em 

plantas.
29

 

O xiloglucano é um polissacarídeo de reserva, composto por uma cadeia principal de 

glicoses e ramificações de xiloses, as quais também podem estar associadas a resíduos de 

galactose e fucose. O xilano é abundante nas plantas com parede celular secundária e constitui o 

principal componente da hemicelulose
30

. Sua cadeia principal é formada por xilose, e as 

ramificações podem ser L-arabinose, D-galactose e ácido glucurônico. As cadeias laterais, além 

de determinar a solubilidade, conformação física e a reatividade da molécula de xilano com 

outros componentes hemicelulósicos, apresentam grande influência no modo e na extensão da 

clivagem enzimática.
31

 

O manano é um importante componente da hemicelulose, podendo ser linear ou hétero-

manano (glucomanano e galactomanano). O glucomanano é composto pela cadeia principal de 

manoses intercaladas com glicose, enquanto que no galactomanano, a manose é intercalada com a 

galactose. A relação entre os diferentes resíduos de açúcar, altera as propriedades do manano e é 

característica de cada espécie de planta.
32

 O arabinoxilano é um polissacarídeo composto por 
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cadeia principal linear de xilose e ramificações de arabinoses, e que representa de 25 a 33% da 

parede celular da cana de açúcar.
33

 

Em monocotiledôneas comelinóides, o xiloglucano não representa a hemicelulose mais 

abundante na parede celular,
34

 sendo o arabinoxilano e o β-glucano os polissacarídeos 

encontrados em maiores proporções.
35

 Outra característica da hemicelulose, é a de possuir um 

grau de polimerização menor em relação à celulose, além de não ser cristalina, o que facilita a 

digestão enzimática.
20

 

1.3.2 Pré - tratamento do bagaço de cana de açúcar 

 

Em uma biorrefinaria lignocelulósica, a matéria prima pode ser convertida em 

biomateriais ou energias úteis, maximizando o valor econômico da biomassa. No entanto, a 

composição química dos materiais lignocelulósicos é um fator crucial que afeta diretamente a 

produção de biocombustíveis durante o processo de conversão dos açúcares. Para obtenção de 

etanol a partir de materiais lignocelulósicos são necessárias basicamente três etapas: pré-

tratamento, hidrólise enzimática e fermentação. 

Como os materiais lignocelulósicos apresentam uma estrutura complexa e compacta, 

primeiramente, a biomassa deve ser submetida à pré-tratamentos para remoção de lignina, 

redução da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do material, expondo a celulose e 

a hemicelulose à hidrólise enzimática.
36

 

Os métodos de pré-tratamento se referem à solubilização e a separação de um ou mais 

componentes da biomassa, e representa uma etapa imprescindível na rota de produção. O pré-

tratamento pode ser químico, físico ou biológico.
37

 Os tratamentos químicos são os mais 

utilizados, já que são os mais eficientes no aumento da degradação da biomassa. 

O pré-tratamento químico pode utilizar bases ou solventes orgânicos, porém geralmente 

consiste na utilização de ácidos (sulfúrico, clorídrico e fosfórico) com o objetivo de romper a 

estrutura lignocelulósica por meio da solubilização da hemicelulose. O tratamento ácido pode ser 

conduzido com ácidos em diferentes concentrações, porém, devido à formação de compostos 

inibidores e de corrosão de equipamentos, ácidos concentrados têm sido evitados.
38

 Além da 

concentração, no tratamento ácido a temperatura é um fator importante no controle da degradação 

de açúcares e na formação de produtos tóxicos. Em altas temperaturas, os açúcares da 
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hemicelulose são rapidamente degradados, produzindo ácido acético e furfurais, inibidores da 

fermentação.
3
 

Já o tratamento químico alcalino, utiliza-se de bases (hidróxido de sódio e cálcio, amônia 

e ureia), é bastante popular, porém degradam menos a celulose.
39

 Este tipo de pré-tratamento é 

baseado na quebra das ligações glicosídicas e dos ésteres da xilana, presentes na hemicelulose, o 

que resulta na alteração estrutural da lignina e inchaço da celulose, aumentando a porosidade e 

acarretando a descristalização do material lignocelulósico.
40

 A utilização de bases tem menor 

impacto inibitório ao processo de fermentação em relação ao tratamento ácido, e também é 

menos corrosivo. No entanto, utiliza uma quantidade muito grande de água, além de ser difícil de 

recuperar o álcali.
3
 

Um tipo de pré tratamento químico muito conhecido, é o organossolve, que utiliza 

solventes orgânicos, (etanol, metanol, propanol e acetona), e promove a deslignificação do 

material lignocelulósico, através do rompimento das ligações de hidrogênio entre as microfibrilas 

de celulose e solubilização da lignina e de parte da hemicelulose.
41

 Uma grande desvantagem 

desse método, é que ele requer grandes quantidades do solvente, um reagente de custo elevado.
42

 

Outros tipos de pré tratamento são o físico e o biológico. O físico utiliza o estresse 

mecânico para triturar a matéria prima em partículas menores, aumentando assim, a área 

superficial e diminuindo o grau de polimerização, contribuindo para melhorar a atividade 

enzimática.
43

 Exemplos de pré tratamento físico são: moagem e trituração (bola, energia 

vibratória, rolo duplo, pressão, martelo); radiação (raios de elétrons, raios γ, micro-ondas); altas 

temperaturas (pirólise, explosão a vapor). Dentre esses, a explosão a vapor para o pré-tratamento 

da biomassa é o mais promissor para a viabilização de uma rota de produção de etanol de 

segunda geração. Este método separa a celulose, hemicelulose e lignina, e aumenta a 

susceptibilidade à bioconversão.
44

 Porém, apesar de promissora, ajustes são necessários para 

aplicação desta técnica em escala industrial, principalmente relacionado à viabilidade econômica 

do processo  

O pré tratamento biológico envolve a utilização de microrganismos, sendo que os 

degradadores de lignina mais eficientes estudados, são os conhecidos como fungos da podridão 

branca, como o Phanerochaete chrysosporium.
45

 Estes microrganismos secretam enzimas 

capazes de remover a lignina enzimaticamente, além da redução do grau de polimerização da 
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celulose e hemicelulose. Embora a hidrólise enzimática desses carboidratos seja eficaz,estes 

organismos consomem também a celulose, reduzindo o rendimento da hidrólise.
46

 

Um pré-tratamento eficiente deve diminuir o grau de polimerização das moléculas de 

celulose, disponibilizar açúcares fermentáveis em alta quantidade e tornar acessível a hidrólise 

enzimática. Além disso, o pré-tratamento deve evitar formação de subprodutos inibidores dos 

processos de hidrólise e ser economicamente viável. Apesar de amplo o estudo e experimentação 

ao longo dos últimos anos, ainda é necessário o desenvolvimento de alternativas tecnológicas 

eficientes em termos de custo global e competitividade econômica relacionado com os pré-

tratamentos atuais. 

1.4 Sacarificação da biomassa 

 

Atualmente, grande parte do bagaço gerado na usina é consumido para produção de 

energia por meio da co geração, tornando a usina auto sustentável energeticamente. No entanto, 

iniciativas políticas e econômicas dedicadas ao etanol 2G têm aberto a possibilidade para a 

produção de biocombustíveis. Para a obtenção de açúcares fermentescíveis provenientes de 

materiais lignocelulósicos, existem basicamente duas técnicas: a hidrólise ácida, a qual utiliza de 

ácido concentrado e/ou diluído e a hidrólise enzimática. 

Na hidrólise ácida, a hemicelulose e celulose presentes na biomassa são quebradas, 

utilizando-se de ácidos fortes como o ácido sulfúrico e o clorídrico, em concentrações variáveis 

de 30 a 70%. Na hidrólise com ácido concentrado, a recuperação de açúcar pode chegar em até 

90%, e é realizada a baixas temperaturas, o que torna o processo mais vantajoso se comparado 

com o processo com ácido diluído. Um problema é o fato da fração de hemicelulose ser 

hidrolisada mais rapidamente que a fração de celulose, expondo os açúcares no meio reacional 

por um tempo grande, levando à degradação e perda desses monossacarídeos. Além disso, esse 

método requer equipamentos de alto custo, os quais devem ser capazes de resistir à corrosão; 

além de também grande gasto energético para recuperação dos ácidos, assim como necessidade 

de neutralização devido a problemas ambientais.
47-48

 

A hidrólise com ácidos diluídos é mais comumente usada, uma vez que parte da 

hemicelulose e da celulose são hidrolisadas separadamente. Deste modo, a hemicelulose que é 

hidrolisada pode ser removida após o primeiro passo da hidrólise e as condições otimizadas. O 
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problema relacionado com esta técnica, é a utilização de temperaturas elevadas (cerca 200 °C), o 

que leva a uma quantidade considerável de açúcares e lignina solúvel degradados e, 

consequentemente, a formação de produtos inibidores da fermentação. Com isso, o rendimento 

de glicose cai para cerca de 50 a 70%.
49

 

Frente às desvantagens apresentadas pela hidrólise ácida, as rotas enzimáticas aparecem 

como opções promissoras, em virtude da possibilidade de atingir altos rendimentos glicosídicos e 

das técnicas modernas de biotecnologia que visam a otimização desta etapa, crucial no 

desenvolvimento da tecnologia de etanol de segunda geração. 

1.4.1 Hidrólise enzimática 

 

O objetivo final do processo é a conversão de resíduos lignocelulósicos em combustíveis, 

na tentativa de aumentar a produção de etanol, tanto de forma isolada, ou combinada com pré-

tratamentos da biomassa.
50

Assim, após o pré-tratamento nas condições adequadas, o material 

lignocelulósico pode ser submetido à hidrolise enzimática, a qual é realizada por enzimas 

produzidas por microrganismos. No entanto, devido à grande quantidade de enzimas necessárias 

e ao alto custo da produção dessas enzimas no mercado, a hidrólise enzimática da celulose 

apresenta-se ainda como um processo oneroso, sendo considerada o grande gargalo na produção 

de bioetanol e isso devido o elevado custo de produção das enzimas.
51

 

Nesse sentido, significativos esforços têm sido despendidos por diversas universidade e 

empresas com o objetivo de reduzir custos. Tais esforços estão focados na engenharia genética de 

proteínas conhecidas, na identificação de novas enzimas e no sinergismo dessas enzimas 

selecionadas.  

Há várias vantagens da hidrólise enzimática em relação à hidrólise ácida, como por 

exemplo, ser realizada em condições mais amenas, geralmente em pH igual a 4,8 e temperatura 

entre 45-50 °C. A hidrólise enzimática também é vantajosa pelo fato de não apresentar problemas 

relacionados com corrosão.
52

 Outra grande vantagem é a especificidade das enzimas, o que evita 

a degradação do produto final de interesse, a glicose.
53 

Além da utilização para produção de biocombustível, o mercado de produção e utilização 

de enzimas é bastante diversificado e altamente rentável, sendo que os maiores consumidores são 
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as indústrias de detergentes, alimentos, rações, papel, química fina e fármacos, além da indústria 

têxtil e de manufatura de couros.
54

 

Na natureza, muitos microrganismos evoluíram para uma maquinaria enzimática 

adequada para converter a celulose em fonte de alimento e energia. Dentre esses, os fungos 

filamentosos desempenham um papel essencial, uma vez que produzem uma vasta gama de 

enzimas celulolíticas e são responsáveis pela degradação da biomassa.
55

 Considerando a 

complexidade da parede celular de plantas, observa-se nesses organismos, uma vasta maquinaria 

enzimática para sintetizar e modificar os carboidratos, ou seja, um complexo de enzimas com 

função sinérgica para quebrar os polissacarídeos.
56

 

Em 1950, Reese e colaboradores relataram que, embora houvesse muitos fungos capazes 

de hidrolisar derivados de celuloses, apenas alguns tinham a capacidade de crescer em celulose 

cristalina, como algodão.
57

 Desde então, T. reesei se tornou o microrganismo mais utilizado para 

estudar as enzimas capazes de hidrolisar celulose. 

Dentre as diferentes classes de enzima, destacam-se: glicosiltransferases (GTs); 

carboidrato esterases (CEs); polissacarídeo-liases (PLs); proteínas com atividades auxiliares 

(AAs); módulos de ligação a carboidratos (CBMs) e hidrolases de glicosídeos (GHs). 

1.4.2 Celulases 

  

As enzimas do complexo celulolítico são hidrolases que clivam ligações glicosídicas e são 

classificadas pela Enzyme Comission (EC) de acordo com o seu local de atuação no substrato 

celulósico, com a codificação 3.2.1.x, onde x varia com o tipo de celulose avaliada. 

As pesquisas envolvendo as celulases, tiveram início no começo dos anos 50, devido ao 

seu enorme potencial de converter a celulose, a mais abundante e renovável fonte de energia na 

Terra, em glicose e açúcares solúveis.
58-59

 

O modo de ação mais conhecido das celulases é o modelo "C1-Cx", proposto por Mandels 

e Reese
57

, no qual descreveram o papel das enzimas C1 como as necessárias para o ataque sobre 

a celulose cristalina, e as enzimas Cx, necessárias para a hidrólise de derivados de celulose em 

açúcares solúveis. As enzimas Cx foram identificadas como: endo-(1-4)-β-glucanases, exo-(1-4)-

β-glucanases, e β-glucosidases. Já durante os anos 60, foi considerado que C1 e Cx trabalhavam 

de maneira sinérgica para hidrolisar a celulose cristalina, embora não houvessem evidencias 
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moleculares. Durante esse período, uma nova proposta sugeria que C1 seria uma proteína capaz 

de diminuir a cristalinidade da celulose, através do deslocamento de ligações de hidrogênio das 

microfibrilas, deixando a estrutura mais disponível para ação das Cx. 

Outras propostas foram lançadas ao longo do tempo envolvendo C1 e Cx.
60

 Em 1973, um 

trabalho mostrou que uma exoglucanase de Trichoderma viride, era altamente ativa em celulose 

cristalina e forte candidata de ser a C1.
61

 Esta enzima foi então classificada como 1,4-β 

celobiohidrolase ou CBHI. No final da década de 1990, um novo modelo, descrevia que as 

endoglucanases atacavam as regiões superficiais da celulose amorfa de microfibrilas, revelando 

novos locais de clivagem para as exoglucanases, as quais então, atacavam as extremidades livres 

de celulose disponíveis. Ao final do processo, as β-glicosidades convertiam a celobiose em 

glicose. 

Atualmente, sabe-se que os mecanismos de ação das celulases ainda são relacionados com 

conceito original Cx/C1 de Reese, mas com algumas modificações da visão clássica, tais como a 

descoberta de novas enzimas, as quais serão abordadas a seguir. 

1.4.3 Hidrolases de glicosídeos (GHs) 

 

Desde a sua criação em 1998, o Banco de Dados que relaciona as Enzimas Ativas em 

Carboidratos (www.CAZy.org) tornou-se um recurso inestimável em enzimologia, com uma lista 

de diferentes classes de enzimas conhecidas por atuarem em carboidratos.
62

 Uma dessas classes 

de proteínas com mais de 100 famílias caracterizadas,
28

 é a das hidrolases de glicosídeos (GHs – 

Glycosil Hydrolases), enzimas responsáveis pela clivagem das ligações β-1,4 que unem 

monômeros de glicose na celulose. 

Inicialmente componentes do sistema celulolítico foram classificados com base no modo 

de ação catalítica, mas atualmente são classificados considerando suas propriedades estruturais.
63-

64
 As hidrolases de glicosídeos agrupam as chamadas celulases endoglucanases (EC 3.2.1.4), 

exoglucanases (EC 3.2.1.74) e também as β -glucosidases (EC 3.2.1.21). As celulases são 

distinguidas de outras hidrolases de glicosídeos por sua habilidade em hidrolisar ligações β-1,4 

entre os resíduos glicosil.
65

 

Em geral, as hidrolases de glicosídeos possuem como resíduos catalíticos no sítio ativo 

dois principais aminoácidos: aspartato e glutamato, cujas cadeias laterais estão envolvidas na 
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assistência ácido/base, a qual é responsável pelo rompimento enzimático das ligações β-1,4 

glicosídicas da celulose. Os produtos da hidrólise podem resultar da inversão ou retenção da 

configuração do carbono anomérico, dependendo da natureza do nucleófilo. Se o nucleófilo é um 

grupo carboxilato da enzima, então ocorre um mecanismo de duplo deslocamento e a reação é de 

retenção.
66

 Na primeira reação, há a glicosilação, onde o grupo carboxila promove uma reação 

ácido catalisada, simultaneamente ao ataque nucleofílico do outro grupamento carboxila, 

formando então, o intermediário glicosil-enzima. Na segunda etapa, ocorre a deglicosilação e o 

primeiro resíduo funciona como uma base ativando o novo agente nucleofílico, hidrolisando o 

intermediário glicosil-enzima, liberando assim o produto.
65-67

 O mecanismo de retenção também 

é conhecido como o mecanismo clássico e, até o momento, a maioria das enzimas caracterizadas 

tende a adotá-lo. 

O outro mecanismo, de inversão, ocorre uma única reação, de substituição nucleofílica, o 

que ocasiona a mudança na configuração β-glicosídica para a forma α-glicosídica. Neste 

mecanismo, ocorre a protonação do oxigênio glicosídico pelo ácido geral e a liberação do grupo 

de partida é concomitante com o ataque nucleofílico de uma molécula de água que foi 

desprotonada pela base geral.  

Ambos os mecanismos, inversão ou retenção, ocorrem de forma concertada e sendo 

assim, a distância entre os resíduos catalíticos é o que define que tipo deve ocorrer. O mecanismo 

de inversão ocorre somente quando há espaço para uma molécula de água penetrar a região entre 

o resíduo básico e o sítio de ataque nucleofílico no substrato. Sabe-se que a distância média entre 

os dois resíduos é de aproximadamente 5,5 Å para as enzimas com o método de retenção e 10 Å 

para as enzimas de inversão. 

Estruturalmente, a maioria das GHs têm uma organização estrutural bi-modular, sendo o 

C-terminal um módulo de ligação à celulose (CBM), e o N-terminal, um domínio catalítico 

(CCD), e estes domínios são ligados por um linker flexível e O-glicosilado, rico em prolinas, 

serinas e treoninas.
68-69

 Há estudos que demonstram que o linker está relacionado com a atividade 

enzimática, uma vez que quando deletado e/ou reduzido há alteração da hidrólise, sugerindo que 

seu comprimento é importante para garantir a flexibilidade e ação independente desses dois 

domínios.
70

 O CCD é responsável pela quebra enzimática dos substratos,
71

 enquanto que a função 

do CBM seria a de aumentar a concentração de enzimas no substrato insolúvel, facilitando o 

processo de adsorção da enzima à fibra.
72
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1.4.3.1 Endoglucanases 

 

As endoglucanases (EGs) também conhecidas como endo β-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4), 

são as enzimas do complexo celulolítico responsáveis por iniciar a hidrólise e desempenham um 

papel importante na conversão de biomassa através da clivagem de ligações glicosídicas internas 

β -1,4 da celulose. Elas também são capazes de hidrolisar ligações β-1,4 em D-glucanas que 

contenham as ligações β-1,3.
73

 As EGs atacam, aleatoriamente, os múltiplos sítios internos das 

regiões amorfas da fibra de celulose, liberando oligossacarídeos de diferentes graus de 

polimerização (GP) e, consequentemente, novos terminais, tanto redutor (quando a glicose possui 

uma hidroxila heterosídica livre) quanto não redutor (quando a hidroxila heterosídica da molécula 

da extremidade participa da ligação com a glicose adjacente). Deste modo, as EGs disponibilizam 

sítios para o ataque subsequente das celobiohidrolases.
73

 

A ação da endoglucanase ao longo da cadeia de celulose reduzindo o grau de 

polimerização é possível devido ao fato do seu sítio ativo possuir a forma de fenda. Uma vez que, 

regiões de menor organização estrutural possuem cadeias que não estão envolvidas em interações 

de hidrogênio intermoleculares tão fortes quanto as que ocorrem nas regiões cristalinas, ocorre 

uma maior exposição das ligações glicosídicas mais internas dessas regiões, tornando-as mais 

facilmente atacadas.
68

 O modo de ação das endoglucanases é responsável pela rápida 

solubilização do polímero celulósico por meio de sua fragmentação em oligossacarídeos. Isso faz 

com que as EGs sejam extremamente importantes no processo de hidrólise da biomassa.
74

 Em 

fungos aeróbicos as principais famílias de endoglucanases encontradas são GH5, GH6, GH7, 

GH9, GH12 e GH45.
75

 

1.4.3.2 Exoglucanases 

 

O grupo das exoglucanases é constituído, majoritariamente, pelas enzimas celodextrinases 

(EC 3.2.1.74), e pelas celobiohidrolases (EC 3.2.1.91). As celodextrinases são pouco reportadas 

embora sejam de extrema importância uma vez que são capazes de liberar glicose diretamente do 

polímero. Já o grupo das celobiohidrolases (CBH) é bastante reportado na literatura, sendo a 

CBH, a enzima mais estudada na atualidade.
73

  

As celobiohidrolases atuam processivamente nas extremidades redutoras e não redutoras 

da cadeia de celulose geradas pela ação das endoglucanases e, liberando, majoritariamente, 
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celobiose.
76

 Essas enzimas também podem atuar descascando as cadeias de celulose da estrutura 

microcristalina.
69

 

As enzimas do tipo I (CBH I) são responsáveis por atuar nas extremidades redutoras, e as 

do tipo II (CBH II) hidrolisam os terminais não redutores. As celobiohidrolases possuem uma 

alta especificidade para a celulose insolúvel, como a celulose microcristalina e atuam com menor 

eficiência sobre celulose solúvel devido impedimento estereoquímico causado pelos grupos 

substituintes, carboximetílico (CMC) ou hidroxietílico (HEC). Além disso, ordinariamente, as 

CBHs sofrem inibição pelo seu produto de hidrólise (celobiose). 

Estruturalmente, as celobiohidrolases apresentam uma região na forma de “gancho”, com 

função de captar a fibra celulósica, facilitando o seu acesso ao sítio catalítico. O sítio ativo possui 

a forma de um túnel por onde a cadeia de celulose penetra e sofre a hidrólise de suas ligações 

glicosídicas.
76-77

 

A CBHI é a proteína, predominantemente, secretada pela maioria dos microrganismos 

produtores de celulases. O gênero Trichoderma sp. é um exemplo, uma vez, que quando 

cultivados para a produção de celulases, secretam uma porcentagem de celobiohidrolase de até 

60% do total de proteínas.
78

 Deste modo, as CBHs são consideradas as enzimas chaves no 

processo de hidrólise enzimática e muito importante para as indústrias que atuam na conversão de 

celulose.
79

 

1.4.3.3 β-glicosidases 
 

As β -glicosidases (EC 3.2.1.21), também conhecidas como celobiases, são enzimas 

capazes de hidrolisar as moléculas de celobiose e pequenos oligossacarídeos, liberadas no meio 

reacional pela ação das celobiohidrolases, à moléculas de glicose.
73

 Uma vez que as 

celobiohidrolases são inibidas pelo produto celobiose, e as β-glicosidases degradam esse produto, 

há uma diminuição do efeito de inibição das celobiohidrolases, garantindo um processo de 

degradação eficiente.
80

 Deste modo, as β-glicosidases são enzimas essenciais na hidrólise da 

biomassa podendo ser consideradas como limitantes para o processo de hidrólise.
81

 Estas enzimas 

apresentam uma ampla especificidade por β-D-glicosídeos e, assim como as celobiohidrolases, as 

β-glicosidases também sofrem inibição por seu produto de hidrólise.
82
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Poucos microrganismos produzem o conjunto completo de celulases necessárias para 

degradar eficientemente a celulose. Mesmo espécies amplamente utilizadas em processos 

industriais são deficientes em β-glicosidases, fator que diminui a eficiência do processo, 

tornando-se necessária a suplementação com estas enzimas, com o intuito de aumentar a taxa de 

conversão de celulose em glicose.
83

 

As β-glicosidases, atualmente, são classificadas com base na similaridade de sequência de 

aminoácidos e semelhanças estruturais Elas possuem membros nas famílias GH1, GH3, GH5, 

GH9, GH16 e GH30,
63

 sendo que dentre estas, a GH1 é a que possui o maior número de 

componentes. 

1.4.3.4 Enzimas auxiliares 

 

Um grande obstáculo enfrentado pelas enzimas do complexo celulolítico é o acesso 

limitado à parte do substrato o qual se encontra no interior das microfibrilas de celulose, que são 

altamente ordenadas e empacotadas. Para ocorrer o rompimento e afrouxamento destas regiões 

inacessíveis, há a participação de proteínas não hidrolíticas, aumentando assim a área de 

superfície da celulose, tornando-a mais acessível para o complexo celulolítico. 

Esta fase de afrouxamento, que ocorre no início da sacarificação enzimática da celulose, é 

chamada de amorfogênese e é realizada por enzimas sem atividades hidrolíticas. Fazem parte 

deste grupo de proteínas: CBMs, expansinas, swoleninas e as monooxigenases líticas de 

polissacarídeos (LPMOs).
84-85

 Atualmente, sabe-se que o esquema clássico endo/exoglucanase é 

um modelo simplificado da degradação da celulose, sendo a participação das enzimas acessórias 

essencial nesse processo. 

O domínio de ligação a carboidrato (CBM), é definido como uma sequência contínua de 

30 a 200 aminoácidos, presente em proteínas que reconhecem polissacarídeos como celulose, 

quitina, β-glucanos, amido, glicogênio, xilano, e outros açúcares diferentes.
86

 É o CBM que 

determina qual o componente da parece celular que será o alvo de uma determinada enzima e 

então, a hidrólise enzimática é iniciada somente após a interação do CBM com o substrato.
56

 Os 

CBMs também são responsáveis pela variação da afinidade enzimática pelas diversas formas de 

celulose.
87

 O impacto do CBM na adsorção e hidrólise da hemicelulose também tem sido 

reportado, uma vez que, enzimas que possuem o CBM exibem maior eficiência de hidrólise da 

hemicelulose.
88
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Outro grupo de enzimas acessórias é o das expansinas, as quais são secretadas por células 

vegetais durante o crescimento. Estas enzimas são capazes de desassociar a rede de 

polissacarídeos da parede celular permitindo a extensão da célula. Isto se dá através do 

deslocamento do local de adesão entre as microfibrilas de celulose e os demais polissacarídeos da 

parede, permitindo o relaxamento ou a tensão desses glicanos, o que aumenta as distâncias entre 

as microfibrilas. Este mecanismo é realizado pela dissociação das ligações de hidrogênio 

existentes entre a celulose ou entre a celulose e outros polissacarídeos da parede celular, porém 

sem hidrolisa-los.
89

 Embora as expansinas não apresentem atividade hidrolítica, estudos 

sinalizam que estas enzimas aumentam a taxa de hidrólise enzimática da celulose cristalina por 

celulases. Baker et al., demonstrou que a adição de uma pequena quantidade de expansinas às 

celulases de Hypocrea jecorina resultou em um aumento na conversão de celulose de até 13% 

quando comparado com o mesmo complexo celulásico sem este aditivo.
90

 

Além das expansinas, novos tipos de proteínas têm sido descritos como auxiliares das 

celulases, uma das quais é a swolenina. Esta foi identificada pela primeira vez após ser isolada do 

fungo T. reesei em 1992. Elas possuem similaridade de aminoácidos com as expansinas vegetais, 

e sua atividade está relacionada com o fato de efetuar um dano parcial na fibra de celulose, 

fazendo com que ocorra perda de estrutura.
91

 Acredita-se que essa proteína seja produzida, 

principalmente, por fungos e, do mesmo modo que as expansinas, as swoleninas não são capazes 

de liberar açúcar redutor, porém ao tornar as fibras de celulose mais acessíveis para a atuação de 

celulases, também aumentam a taxa de conversão da celulose.
92

 

Recentemente, as enzimas oxidativas, monooxigenases líticas de polissacarídeos 

(LPMOs), acrescentam mais um elemento de ação na hidrólise da celulose. Originalmente, as 

LPMOs foram classificadas nas famílias GH61 e CBM33 e, atualmente, foram reclassificadas 

para famílias AA9 e AA10, com base na sequência e característica de enzimas com atividade 

auxiliar.
93-94

 As LPMOs têm despendido esforço da comunidade científica e diversos trabalhos 

têm sido reportados, tal como as novas famílias de LPMO a AA11
95 

e AA13.
96 As LPMOs 

possuem uma estrutura conservada, composta de uma face plana na qual se encontra um átomo 

de Cu
+2

, coordenado por átomos de nitrogênio em dois resíduos de histidina.
97 As LPMOs são 

biocatalisadores dependentes de cobre, que utilizam o oxigênio molecular e um doador de 

elétrons para oxidar diretamente a celulose no C1 ou C4 e quebrar ligações glicosídicas. O 

mecanismo de reação das LPMOs é chamado de combustão enzimática e envolve a geração de 
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radicais reativos que clivam as ligações C-C, deixando o carbono oxidado. Este mecanismo torna 

a biomassa mais suscetível à quebra, impulsionando a hidrólise realizada pelas enzimas 

clássicas
98

 e é devido ao potencial de uso em coquetéis enzimáticos comerciais e do sinergismo 

com preparados enzimáticos de GH tradicionais, que as LPMOs têm atraído tanta atenção. 

1.5 Sinergismo 
 

Os componentes do sistema celulolítico atuam de forma sinérgica para degradar a 

celulose e o sucesso da hidrólise enzimática se deve a esse sinergismo entre as enzimas. A 

definição mais simples de sinergismo é a combinação de dois ou mais componentes, criando um 

efeito maior do que a soma de ambos separadamente. Em termos enzimáticos, é definido como a 

cooperação entre diferentes tipos de celulases que atuam em conjunto, e a atividade da mistura é 

superior à atividade dos monocomponentes.
99

 

Para uma descrição mais quantitativa, o grau de sinergismo (DS) é definido e calculado 

como a razão entre a atividade das enzimas combinadas, dividia pela soma das atividades dos 

componentes individuais. Por conseguinte, um grau de sinergismo igual a 1, é indicativo de 

ausência de sinergismo; quando o valor de DS é menor que 1, temos inibição de atividade; 

enquanto que valores de DS superiores a 1 indicam a ocorrência de uma ação sinérgica.
100

 

Há várias teorias relatadas na literatura sobre o sinergismo. O modelo clássico refere-se 

ao sinergismo endo/exo, onde as endoglucanases atacam as frações amorfas de celulose, 

produzindo terminais redutores e não redutores para a atuação da CBH I e CBH II, 

respectivamente.
101

 Além do sinergismo clássico, são conhecidos exo/exo sinergismo, onde CBH 

I e CBH II atuam simultaneamente na hidrólise dos terminais redutores e não redutores das 

cadeias de celulose; sinergismo exo ou endo com as β-glicosidases para a remoção de celobiose e 

oligossacarídeos produtos de hidrólise, e por último, o sinergismo intramolecular entre os 

domínios catalíticos e módulos de ligação aos carboidratos.
36, 73,102-103

  

Levando em consideração estudos recentes, o esquema clássico permanece o mais 

estudado e também o mais coerente porém se mostra simplificado demais. Detalhes dos 

mecanismos moleculares do sinergismo ainda não estão totalmente esclarecidos e, atualmente, as 

enzimas oxidativas representam um novo paradigma na degradação de polissacarídeos 

recalcitrantes. A Figura 5 representa um modelo de hidrólise enzimática, demonstrando o 

sinergismo entre os principais tipos de enzimas atuantes na degradação da celulose. 



49 
 

A interação entre as celulases e enzimas acessórias é investigada como uma tentativa de 

contribuir para o desenvolvimento de modelos mais completos de sinergismo nos diferentes 

substratos. 

 

Figura 5 - Esquema da hidrólise completa da celulose. EGs agem em regiões amorfas da celulose, atuando nas 

ligações internas e liberando oligossacarídeos com extremidades redutoras e não-redutoras, para a 

atuação das CBHs, que agem produzindo celobiose, substrato para as BGs que disponibiliza a glicose 

como produto. Há também as enzimas acessórias que contribuem para o aumento da liberação de 

açúcares.  

Fonte: Adaptada de SILVEIRA.
104

 

1.6 A família GH7  

 

Dada a importância na conversão da biomassa industrial, as enzimas da família GH7 têm 

sido o foco de muitos estudos com a finalidade de caracterização bioquímica e elucidação do 

mecanismo catalítico. Esta foi uma das primeiras famílias de hidrolases de glicosídeo a ser 

classificada pela análise de agrupamento hidrofóbico, sendo que, anteriormente, era conhecida 

como a "celulase da família C".
105

  

Atualmente, o banco de dados CAZy lista cerca de 5000 sequências de GH7 
62,75

 as quais 

agrupam a endoglucanase I e celobiohidrolase I. Estas, possuem estruturas muito semelhantes: 

são proteínas bimodulares, com um módulo de ligação ao carboidrato da família 1 (CBM), 

conectada ao domínio catalítico por um polipeptídeo glicosilado. A maioria das GH7 clivam as 

ligações β 1,4-glicosídicas da celulose, embora vários membros também apresentam atividade em 

glicose celobiose terminal não redutor terminal redutor terminal oxidativo 



50 
 

xilana. São enzimas com o mecanismo hidrolítico de retenção e os resíduos catalíticos estão 

posicionados perto uns dos outros em sequência no motif X-Glu-Asp-Glu-XX, onde o primeiro 

Glu atua como nucleófilo catalítico e o outro Glu como ácido/base geral.
77

 Grande parte das GH7 

têm uma forma molecular de girino com o domínio catalítico na posição N-terminal ocupando a 

cabeça do girino e o CBM na posição C-terminal, posicionado na sua cauda. 

Nosso foco de trabalho foi uma endoglucanase I, embora em diversos experimentos de 

sinergismo utilizamos também uma celobiohidrolase I. As endoglucanases da família GH7 são 

enzimas celulolíticas altamente prevalentes que degradam biomassa, em T. reesei por exemplo, 

correspondendo de 10 a 15% das proteínas secretadas.
106

 

O substrato natural das endoglucanases é a celulose e xiloglucano, mas apresentam 

também especificidade sobre a carboximetilcelulose (CMC), β-glucano, liquenano, lamiranina e 

xilana. Essa ampla especificidade de substrato permite que endoglucanases GH7 tenham 

potencial em várias aplicações industriais.
107

 Além do uso focado para a produção de 

biocombustíveis, as endoglucanases possuem uma ampla faixa de aplicações, tendo seu uso 

intensificado nos primeiros anos da década de 80, primeiramente, na indústria de ração animal e, 

posteriormente, na indústria alimentícia,
108

 papel e celulose,
109

 além de têxtil e lavanderia.  

1.7 Fungos produtores de celulases 

 

Os fungos são os mais importantes microrganismos utilizados pela indústria na produção 

de enzimas. Na natureza, os fungos filamentosos celulolíticos são capazes de penetrar nos 

substratos celulósicos por meio das extensões das hifas, expondo então seus sistemas celulolíticos 

em cavidades nas partículas de celulose, realizando a degradação da biomassa. 

Entretanto, poucos são os microrganismos que produzem altos níveis de celulases 

extracelular capazes de solubilizar a celulose cristalina, extensivamente. Os fungos filamentosos 

são conhecidos por serem produtores de enzimas capazes de degradar celulose e hemicelulose e, 

seu uso biotecnológico é crescente e com promissoras aplicações no campo da bioenergia
110

. A 

habilidade de degradar a lignocelulose de maneira eficiente, está, aparentemente associada ao 

hábito de crescimento micelial do fungo, que permite o transporte de nutrientes essenciais como 

o nitrogênio e ferro no substrato lignocelulósico pobre em nutrientes, que é a sua fonte de 

carbono.
111

 



51 
 

Há por parte da comunidade científica e industrial, interesse por microrganismos que, 

além de apresentarem altos índices de produção de enzimas, apresentem também um equilíbrio 

entre os grupos de enzimas do complexo celulolítico. 

1.7.1 Trichoderma harzianum 

 

Dentre os fungos filamentosos, destaca-se o gênero Trichoderma (anamorfo 

Hypocrea)
112

, amplamente distribuído na natureza e encontrado em diferentes ecossistemas 

devido sua capacidade metabólica diversificada.
113

 Na atualidade, o Trichoderma reesei (T. 

reesei) é o fungo celulolítico mais estudado, com estruturas cristalográficas resolvidas da maioria 

das enzimas lignocelulósicas, tornando essas enzimas largamente utilizadas na indústria. Além 

disso, este fungo possui grandes vantagens para produção de celulases e de proteínas em geral 

(homólogas e heterólogas). 

Mais recentemente, as formas teleomórficas (forma capaz de se reproduzir sexuadamente 

do ciclo de vida de um fungo) Hypocrea lixi de Trichoderma harzianum foram identificadas 

através da análise do DNA.
114-115

 Este fungo vem ganhando destaque e é largamente utilizado 

como um agente de biocontrole na agricultura.
116

 O T. harzianum ainda é pouco estudado quando 

comparado ao T. reesei, porem é um fungo filamentoso celulolítico com grande potencial 

biotecnológico. Na área industrial, isolados de T. harzianum têm tido destaque na produção de 

celulases, sendo um produtor muito eficiente de enzimas para a hidrólise completa de substratos à 

açúcar fermentável.
117

 

Neste sentido, após o Prof. Dr. Nei Pereira Jr. (EQ/UFRJ), com o qual temos colaboração 

ativa, ter estudado a cepa IOC 3844 do fungo filamentoso do gênero T. harzianum e identificado 

este organismo como um forte e rápido produtor de endoglucanases, atingindo 6358 UI.L
-1 

de 

atividade em apenas 72 horas, nosso grupo passou a desprender esforços no sentido de 

caracterizar as enzimas que fazem parte do complexo celulolítico deste fungo. 

A abordagem de T. harzianum se mostra muito interessante uma vez que além deste 

fungo secretar um sistema enzimático eficiente e bem equilibrado de enzimas capazes de 

hidrolisar substratos celulósicos à glicose, também é capaz de produzir um complexo celulolítico 

com maior atividade de β-glicosidase quando comparado à T. reesei. Essa característica representa 

uma grande vantagem pois o extrato enzimático de T. reesei exibe um baixo nível de atividade de 
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β-glicosidase, o que dificulta um processo de completa hidrólise e a fermentação da celulose em 

etanol. Somada à essas vantagens, destaca-se a produção de endoglucanases alcançados por T. 

harzianum IOC 3844, uma vez que, chega a ser cerca de 60 vezes maior em relação a cepas 

tradicionais de T. reesei.
79

 

1.8 Expressão heteróloga em diferentes sistemas de expressão  
 

Apesar de ser um sistema eficaz, fácil de manipular e relativamente rápido, a expressão de 

proteínas na maquinaria celular bacteriana encontra um ambiente mais simples, que pode refletir 

em enovelamento errado, degradação e baixa solubilidade, além das deficiências de etapas pós-

traducionais e formação de corpos de inclusão.
118

  

Na tentativa de driblar os resultados negativos, recorre-se à expressão em sistemas 

fúngicos. A levedura metilotrófica, Pichia pastoris, apresenta uma maquinaria mais robusta, com 

capacidade de fazer modificações pós traducionais tipicamente associadas a organismos 

eucariotos.
119

 Contudo, muitas vezes observa-se a secreção ineficiente da proteína para o meio 

extracelular, bem como comprometimento da estabilidade das proteínas, podendo tornar esse 

mecanismo de expressão ineficaz.  

Com recorrência é observado que uma gama de diferentes tipos de proteínas 

recombinantes têm sido expressa com sucesso em fungos filamentosos, os quais são capazes de 

converter uma variedade de fontes abundantes de carbono e nitrogênio em proteínas secretadas 

para o ambiente extracelular. Estes organismos possuem uma incomparável capacidade de 

secreção de metabólitos, ácidos orgânicos e enzimas em relação a outros sistemas de expressão 

eucarióticos como leveduras, algas ou células de insetos. Eles possuem toda a maquinaria celular 

para as modificações pós-traducionais como células de mamífero, ausente nas bactérias, enquanto 

dividem com os procariotos a qualidade de serem facilmente cultivados . Além disso, a expressão 

heteróloga de proteínas pode alcançar níveis de g/L.
120

 

1.8.1 Expressão heteróloga em fungo filamentoso Aspergillus niger 

 

Os gêneros Aspergillus e Trichoderma são as principais linhagens fúngicas utilizadas para 

a produção de proteínas em larga escala.
121
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O gênero Aspergillus caracteriza-se pela produção de esporos assexuais que se dá em uma 

estrutura chamada aspergillum a qual é especializada e característica do gênero. Eles também 

possuem uma estrutura denominada conidióforo que é constituído pelo aspergillum e pelo estipe. 

Os fungos do gênero Aspergillus são considerados ascomicetos degradantes primário da celulose 

e lignina,
122

 possuem grande flexibilidade nutricional e metabólica e são capazes de habitar 

diferentes ambientes onde pH, temperatura e osmolaridade podem variar consideravelmente. São 

encontrados em solo, ambientes internos, material em decomposição ou, ainda podem viver como 

parasitos de outros organismos. Os Aspergillus são classificados como “Geralmente Reconhecido 

como Seguro” (GRAS), devido ao seu uso seguro a longo prazo na indústria alimentícia, mais 

uma característica que reforça sua vantagem e utilização na indústria biotecnológica.
123

 

Outra vantagem apresentada por fungos do gênero Aspergillus na produção de proteínas 

recombinantes, consiste na sua capacidade de glicosilar proteínas de forma eficiente sem 

apresentar o problema da hiperglicosilação observado em outros sistemas fúngicos de 

expressão.
123-124

 

Atualmente,as proteínas heterólogas são utilizadas em grande parte das aplicações 

industriais, e cepas de Aspergillus e alguns procariotos são os maiores organismos produtores. 

Deste modo, o estudo de celulases expressas de maneira heteróloga em fungos filamentosos é 

interessante do ponto de vista do tratamento da biomassa para a obtenção de bioetanol. 
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Justificativa 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando vejo uma criança, ela inspira-me dois sentimentos: ternura, pelo que é, e respeito 

pelo que pode vir a ser. 

Louis Pasteur 
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2 Justificativa 

 

A qualidade de vida das gerações atuais e futuras, depende da nossa presente habilidade 

em nos desenvolvermos social e economicamente, além da nossa capacidade de suprir as 

crescentes necessidades humanas sem comprometer no entanto, o meio-ambiente. Em outras 

palavras, é preciso ampliar a distribuição de energia mundialmente e, ao mesmo tempo, diminuir 

a emissão de gases poluentes, além de não aumentar a área de plantio para não comprometer a 

produção de alimentos. 

Assim, a crescente demanda de energia mundial, especialmente em relação aos 

combustíveis de transporte, aliado às preocupações com mudanças climáticas e uso contínuo dos 

recursos fósseis, têm incentivado a busca por matrizes energéticas renováveis, sustentáveis e 

economicamente competitivas, a chamada energia verde. Um dos grandes pontos positivos da 

energia limpa é o fato de não atingir áreas agriculturáveis, não comprometendo assim o plantio de 

culturas que servem de alimento. 

Nesse sentido, destaca-se o uso do etanol como combustível eficaz, economicamente 

viável e renovável. Porém, a quantidade de álcool necessária para suprir a demanda atual é cada 

vez maior, fato que desperta a necessidade de buscar novas matérias-primas alternativas às fontes 

sacaríneas e amiláceas. A biomassa lignocelulósica surge então com grande potencial para suprir 

a demanda energética de forma sustentável, uma vez que é, atualmente, a fonte mais abundante 

de energia renovável.
125-126

 

O Brasil é juntamente com os Estados Unidos, líder mundial na produção de etanol, e 

apresenta grande potencial na obtenção desse combustível a partir do bagaço de cana-de-açúcar, 

resíduo abundante gerado pela indústria canavieira. Os açúcares presentes na celulose e 

hemicelulose da biomassa representam uma vasta e renovável matéria-prima para produção de 

combustíveis após a sua hidrólise e fermentação. A implantação da tecnologia de etanol 

lignocelulósico é favorável, uma vez que, o processo de produção pode ser feito anexo às 

unidades produtoras existentes, diminuindo o investimento.  

Apesar do país ter avançado consideravelmente junto ao desenvolvimento de tecnologias 

para a produção de etanol de segunda geração, a sustentabilidade deste processo é dependente da 

redução dos custos de produção. Há portanto, a necessidade de transpor o principal gargalo 

tecnológico identificado que é a hidrólise enzimática.
127
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O entendimento e melhoramento das celulases, enzimas com o potencial de degradar as 

moléculas constituintes da parede celular vegetal como a lignina, a celulose e a hemicelulose, tem 

assumido um papel essencial nas pesquisas relacionadas aos biocombustíveis. 

O fungo T. harzianum faz parte de um grupo de fungos capazes de degradar a celulose e a 

hemicelulose da parede vegetal de maneira eficiente. Fazem parte do complexo celulolítico desse 

fungo, inúmeras enzimas celulolíticas, com diferentes atividades. A identificação, a produção e a 

caracterização estrutural dessas enzimas é de extrema importância, para compreendermos os 

mecanismos moleculares da a atuação enzimática frente à biomassa. 
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Objetivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Mas na profissão, além de amar tem de saber. E o saber leva tempo pra crescer." 

Rubem Alves 
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3 Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral do trabalho consiste no estudo bioquímico e molecular da endoglucanase 

I do fungo Trichoderma harzianum (ThCel7B), cepa IOC 3844, a fim de melhor compreender os 

processos envolvidos na hidrólise enzimática do bagaço da cana de açúcar, substrato promissor 

para produção de etanol 2G. Para isso, seguem os objetivos específicos. 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Clonagem do gene Cel7B de T. harzianum, a partir do DNA complementar (cDNA) 

do fungo; 

 Produção heteróloga da enzima na linhagem py11 de A. niger; 

 Purificação da enzima à partir do extrato enzimático; 

 Caracterização bioquímica, incluindo a determinação da massa molecular, a 

especificidade por substratos, e as condições ótimas de atividade; 

 Investigar a estabilidade da proteína por Thermofluor e ensaios de atividade residual; 

 Determinação dos parâmetros cinéticos;  

 Análise por microscopia eletrônica de varredura do efeito da hidrólise de substratos 

naturais pela enzima, como papel de filtro, flocos de aveia e celulose bacteriana; 

 Testes de hidrólise em bagaço pré tratado; 

 Estudos de sinergismo entre endoglucanase (ThCel7B) e celobiohidrolase (ThCel7A) 

sobre substratos com diferentes cristalinidades; 

 Estudos de reversibilidade e efeitos da centrifugação sobre a ligação improdutiva da 

enzima; 

 Estudar o produto hidrolisado por espectrometria de massas MALDITOF MS e 

eletroforese capilar; 

 Caracterização biofísica por meio de técnicas como dicroísmo circular 

(CD),espalhamento de luz dinâmico (DLS); 

 Cristalização e estudos de difração de raios-X; 



62 
 

 Determinação da estrutura cristalográfica da enzima e estudo da relação estrutura e 

função da mesma. 
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Materiais e métodos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Nada em Biologia faz sentido, senão à luz da evolução.” 

Theodosius Dobzhansky 

  



64 
 

  



65 
 

4 Materiais e Métodos 

4.1 Produção das proteínas ThCel7B-full e ThCel7B-CCD em Aspergillus niger 

4.1.1 Clonagem do gene ThCel7B  
 

Para expressão no sistema de expressão escolhido foi necessário efetuar a clonagem do 

gene. Esta etapa foi realizada pela então aluna de doutorado do mesmo grupo de pesquisa, 

Viviane Isabel Serpa, durante seu estágio sanduíche em colaboração com o Prof. Dr. Adrian 

Tsang, do Centro para Genômica Estrutural e Funcional (CSFG) da Universidade de Concórdia, 

em Montreal, Canadá. 

Para a amplificação do gene, foram desenhados oligonucleotídeos específicos de acordo 

com a sequência gênica da proteína de interesse, previamente estabelecida e obtida a partir do 

banco de dados JGI
128

 do genoma de T. harzianum identificado como ID 20062. As duas 

construções feitas para a proteína foram: o gene inteiro (ThCel7B-full), que codifica a sequencia 

de nucleotídeos 1-1416, e o domínio catalítico separado (ThCel7B-CCD), nucleotídeos 1-1185. O 

intuito de realizar a clonagem das duas construções era de comparar em termos de atividade o 

comportamento da enzima com e sem CBM e deste modo, conseguir relacionar a importância do 

CBM junto à ThCel7B. 

Na tentativa de facilitar o processo posterior de purificação das proteínas, foi adicionada 

uma sequência extra de bases que codificavam 6 histidinas, na porção 3' de cada gene. Para 

remoção dessa cauda fez-se a inserção de uma sequência de bases sítio específica para o 

reconhecimento e clivagem pela proteína trombina. Mais uma sequência gênica, codificadora de 

uma sequência sinal, foi inserida na porção 5' do gene para assegurar as modificações pós 

traducionais e a secreção da proteína expressa.
129

 

Como o comprimento do primer desenhado após adição das caudas tornou-se muito 

longo, optou-se por realizar a reação de amplificação no termociclador em duas etapas, com dois 

pares de oligonucleotídeos diferentes. O método de clonagem utilizado foi a plataforma 

Gateway®, e para as duas etapas de amplificação, fez-se o uso de dois oligonucleotídeos reversos 

diferentes e um anverso.
130

 O fragmento de gene foi amplificado a partir de uma biblioteca de 

DNA complementar (cDNA) de T. harzianum IOC-3844, obtido a partir da coleção de culturas 

de fungos filamentosos (CCFF) do Instituto Osvaldo Cruz (CCFF; http://ccff.fiocruz.br/) em 
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colaboração com o professor Dr. Flávio Henrique Silva, do departamento de genética da 

Universidade Federal de São Carlos. 

Os parâmetros utilizados para a amplificação dos genes são descritos por Serpa, 2008
129

 e 

as duas reações de amplificação foram feitas utilizando a enzima Phusion® DNA polimerase. 

Como já citado acima, foram realizadas duas etapas reacionais, com a primeira servindo de DNA 

molde para a segunda. A Tabela 1 apresenta os oligonucleotídeos das duas reações de 

amplificação desenhados para cada construção. Os genes amplificados após as duas reações 

foram confirmados em gel de agarose 1%, e então preparados para ligação ao vetor de expressão 

de acordo com a técnica Gateway®. 

 

Tabela 1 - Oligonucleotídeos desenhados para a amplificação dos genes na clonagem.  

ThCel7B-full_ Fw1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGCTCTCTCTGGTCC 

ThCel7B-full Rv1 ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCTATAGGCATTGCGAGTAGTAATC 

ThCel7B-full Rv2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAATGATGATGATGATGATGGGATCCACGC 

ThCel7B-CCD_ Fw1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGCTCTCTCTGGTCC 

ThCel7B-CCD_ Rv1 ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGAGTGGTTGAACCAATATCTCCCC 

ThCel7B-CCD_Rv2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAATGATGATGATGATGATGGGATCCACGC 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

O vetor utilizado para expressão em A. niger foi o ANIp7G, um vetor não comercial 

construído a partir do vetor ANIp7
131 

e compatível com o sistema de expressão em A. niger py11 

(Figura 6). 

 

Figura 6 - Mapa do vetor para expressão em A. niger - ANIp7G . 

Fonte: Adaptada de SERPA
129
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As principais características de ANIp7G são: sítios inicial e terminal do promotor da 

glucoamilase de A. niger (glaA), o qual é induzido por maltose; o marcador auxotrófico pyrG, 

que codifica uma proteína necessária para a síntese da uridina promovendo prototrofia à cepa 

mutante auxotrófica para uracila e sítios de recombinação attP, necessários para a clonagem por 

Gateway®. 

A tecnologia Gateway® utiliza métodos baseados na recombinação sítio específica 

existente nos bacteriófagos lambda.
132

 Essa técnica têm sido muito utilizada em plataforma high 

throughput, uma vez que permite integrar sequências de DNA em diferentes vetores de modo 

rápido e eficiente. A recombinação ocorre entre sítios específicos de ligação attB (attachment – 

“att”- bactéria) presente no gene de interesse e attP (attachment – “att”phago) no vetor de 

entrada. Após ocorrer a recombinação, os sítios attB e attP originam sítios attL e attR 

respectivamente. O vetor de entrada clonado terá então os sítios attL e poderá ser recombinado 

com qualquer vetor de expressão que possua os sítios attR. Essa recombinação irá reconfigurar os 

sítios attB e attP. A Figura 7 ilustra os passos de clonagem realizados. na plataforma Gateway®. 

 

Figura 7 -  Esquema dos passos de clonagem pela plataforma Gateway® a partir do vetor de entrada e do produto 

de amplificação do gene com caudas att seguido da inserção ao vetor de expressão.  

Fonte: Adaptada de SERPA.
129 

 

A recombinação ocorre entre uma região homóloga de cerca de 15 pb, no entanto mesmo 

assim se faz necessária a adição de uma sequência extra em torno dessa região requerida pelas 

proteínas de recombinação.
132

 As caudas adicionadas aos oligunucleotídeos foram as seguintes: 

Oligo Fw_ 5’ GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT…(gene de interesse) 3’ 

Oligo Rv_  5’ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT…(gene de interesse) 3’ 
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Para a clonagem, foi utilizado o kit da Invitrogen®, contendo o vetor intermediário 

pDONR201 para a ligação attB_attP, além das enzimas necessárias para a recombinação. O 

protocolo detalhado seguido para clonagem do gene de interesse está descrito por Serpa, 2008.
129

 

Após a análise do plasmídeo quanto à inserção correta do gene no vetor ANip7G, seguiu-

se a transformação em células competentes da linhagem DH5α através de choque térmico.
133

 

Depois da confirmação das colônias positivas, foi realizado uma minipreparação, com o intuito 

de extrair o DNA plasmidial das bactérias. Para isso, foi inoculada uma colônia em 1 mL de meio 

2YT, contendo ampicilina (100 μg ml
-1

), a qual foi incubada com agitação a 37
o
C, 200 rpm 

overnight. Decorrido esse período, a cultura foi centrifugada e a minipreparação se deu utilizando 

o “kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Após a extração do DNA, o mesmo foi manipulado para obter uma 

concentração final de 10 μg e posterior transformação em A.niger.  

4.1.2  Manipulações com A. niger py11  
 

Para a produção heteróloga de proteínas em A. niger são requeridas algumas etapas, nesta 

ordem: cultivo do fungo em meio líquido a partir dos esporos, obtenção dos protoplastos, 

transformação dos genes, plaqueamento em meio seletivo e coleta dos esporos para os ensaios de 

expressão. 

4.1.2.1 Obtenção dos protoplastos 

 

Os protoplastos são preparados a partir da digestão enzimática da parede celular do 

micélio jovem. Para isso, um inóculo de 200 mL contendo 2x10
6
 esporos mL

-1 
de A. niger py11 

foi realizado em meio líquido completo (CM) em erlenmeyers de 1000 mL e incubado em um 

shaker a 30
o
C, 150 rpm, de 16 a 22h. Após o tempo de incubação, sob condições estéreis a 

cultura foi filtrada a vácuo utilizando a membrana de filtração miracloth® (Merck) e obtendo 

assim o micélio fúngico, o qual foi lavado com 500 mL de solução de MgSO4 0,6 M. Após a 

pesagem da quantidade de micélio, este foi digerido com o coquetel enzimático comercial 

VinoTaste® Pro (Novozymes), em uma proporção de 0,25g por grama de micélio obtido, diluído 

em uma solução osmótica (NaH2PO4/ Na2HPO4 32 mM e MgSO4.7H2O 1,2 M). A enzima e o 
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protoplasto foram incubados em shaker sob agitação de 100 rpm, até a completa digestão da 

parede celular das hifas para que a quantidade de protoplasto fosse satisfatória. Este tempo de 

incubação é variável (em torno de 3 a 6 h), e deve ser monitorado através da verificação do grau 

de digestão por observação ao microscópio ótico. 

A coleta dos protoplastos foi realizada acrescentando em tubo falcon de 50 mL, igual 

volume do filtrado de protoplasto e solução TB (Sorbitol 0,6 M e Tris-HCl 100 Mm, pH 7,5). 

Essa amostra foi centrifugada a 3750 rpm, 4 °C, por 20 minutos para formação de uma camada 

intermediária (protoplastos), a qual foi então coletada com uma pipeta Pasteur e transferida para 

outro tubo falcon. Os protoplastos foram então lavados com solução SC (Sorbitol 1M e CaCl2 

66,2 mM) gelada, e posteriormente, centrifugados a 4
o
C e 3750 rpm por 5 minutos, 

repetidamente por três vezes, para garantir a eliminação de quaisquer resquícios de micélio. 

Ao final, o pellet, foi ressuspendido em 2 mL de solução SC, para a realização da 

contagem em Câmara de Neubauer e os protoplastos foram diluídos em solução SC para uma 

concentração final de cerca de 5x10
7 

protoplastos/mL para o uso na etapa posterior de 

transformação. 

4.1.2.2 Transformação do gene na cepa py11 
 

O método de transformação adotado como já citado, foi baseado na utilização de 

protoplastos por meio da digestão enzimática da parede celular de micélio jovem.  

Todos os procedimentos aqui detalhados a partir de agora, foram realizados para as duas 

construções, ou seja, para a proteína inteira ThCel7B-full e para o domínio catalítico ThCel7B-

CCD. Para a transformação, foi feita a incubação de 200 μL de protoplasto na concentração de 1 

x 10
7
esporos/mL, juntamente com 10 μg de DNA e 100 μl de PEG 4000 20% (diluído em 1 M de 

Tris-HCl, pH 7,5 com 1M de NaCl2). Além disso, para prevenir a degradação do DNA, também 

foi adicionado 20 μL de 0,4 M de ATA (aurintricarboxylic acid ) e a reação incubada à 

temperatura ambiente (TA) por 10 minutos. Decorrido este tempo, adicionamos à mistura 1,5 mL 

de PEG 4000 60% (também diluído em 1 M de Tris-HCl, pH 7,5 com 1M de NaCl2), 

homogeneizamos por inversão suavemente para preservar integridade do protoplasto e, 

incubamos em TA por 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 5 mL de sorbitol 1,2 M e a 

amostra centrifugada por 10 minutos a 3750 rpm em TA. O pellet obtido foi ressuspendido em 

0,5 mL de sorbitol 1,2 M e a mistura resultante plaqueada em 3 diferentes placas de Petri 
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contendo meio de regeneração seletivo (SRM), as quais foram incubadas em estufa úmida a 30°C 

por cerca de 4-6 dias, até o aparecimento de colônias (Figura 8). Uma vez que a cepa A. niger 

py11 possui marcador de seleção pyrG, (auxotrófico para uracila), o meio seletivo (SRM) 

permite o crescimento somente das células que tiveram o DNA do vetor integrado ao seu genoma 

e com isso adquiriram a capacidade de produzir uracila.  

 

Figura 8 - Placa de Petri com transformantes obtidos com sucesso com crescimentos de diversas colônias.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Realizamos também um controle negativo sob as mesmas condições descritas acima, 

porém, utilizando-se o vetor ANIp7G vazio, sem o inserto para que fosse monitorado a ausência 

de colônias após o período de incubação. Concomitantemente, realizamos um controle dos 

protoplastos em placas com meio de regeneração não seletivo (NSRM), onde devemos observar o 

crescimento do fungo. Este controle é realizado a fim de verificar as condições e viabilidade dos 

protoplastos utilizados.  

4.1.2.3 Teste de expressão dos transformantes e confirmação da identidade proteica 
 

Para a triagem inicial quanto a capacidade de expressão do gene específico, inoculamos 

os esporos de algumas colônias selecionadas aleatoriamente e crescidas após 4-6 dias em 1 mL 

de MMJ (meio mínimo acrescido de 4% de maltose), em placas de acrílico de 24 poços, as quais 

permaneceram em cultura estacionária por 7 dias a 30°C. Do quinto ao sexto dia, foram coletadas 

diariamente alíquotas de sobrenadante para o monitoramento do secretado pelas culturas e do 

nível de expressão. As amostras foram centrifugadas a 4
o
C e 13000 rpm por 5 minutos para a 

eliminação de restos de esporos e micélio e, então analisadas por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl 

Sulfate – Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 15% sob condições desnaturantes
134. Como 
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marcador, utilizou-se o de baixo peso molecular, e os géis foram corados com Coomassie 

Brilliant Blue R-250 e descorados com ácido acético 10%. 

Após a confirmação da expressão, foi realizada a identificação da proteína obtida através 

do método da cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC/MS). Para isso, foi 

cortada do gel de poliacrilamida a banda referente à ThCel7B, seguida de digestão com 0,5 μg de 

tripsina modificada (Promega) por 16 horas. A extração dos peptídeos submetidos à análise por 

LC/MS foi realizada com uma solução de ácido fórmico 5% e acetonitrila 50%. O equipamento 

utilizado foi o MicroTOF-QII (Bruker Daltonics) e o espectro de massa dos peptídeos obtido por 

meio das massas mono-isotrópicas dos mesmos, interpretado por meio da ferramenta 

computacional Mascot
135

. A sequência peptídica obtida foi comparada com uma base de dados de 

fungos filamentosos disponível no Joint Genome Institute (JGI) do U.S Department of Energy. 

4.1.2.4 Produção das enzimas em larga escala 
 

Para a produção das proteínas em quantidade suficiente para a caracterização enzimática e 

ensaios de cristalização, foram necessários ajustes para seu escalonamento. Desta forma, as 

colônias identificadas como positivas nos testes de expressão foram repicadas para novas placas 

SRM, mantidas em estufa a 30 °C por 6 dias para a produção de esporos, os quais são raspados 

da placa, coletados e mantidos em solução salina (0,5% NaCl). Também foi realizado o estoque 

destes transformantes positivos em freezer -80 °C usando glicerol 20%.  

Após a contagem em câmara de Neubauer, 2x10
6
 esporos mL

-1
 foram inoculados em 

meio MMJ em frascos erlenmeyers de 2 litros e mantidos em cultura estacionária em estufa a 30 

°C por 6 dias. Decorrido este tempo, observa-se a formação de um "tapete" acima da cultura, o 

qual é então retirado e a cultura filtrada em membrana Miracloth, para a remoção de esporos e 

extrato bruto remanescente. Com o sistema Hollow Fiber Cartridge (GE Healthcare), o meio 

bruto foi concentrado através de uma coluna de filtração tangencial de corte 5 kDa. O conteúdo 

proteico foi precipitado com sulfato de amônio a 80% (m v
-1

) de saturação overnight em câmara 

fria. No dia seguinte, o extrato foi centrifugado a 9000 rpm por 40 minutos, o sobrenadante 

descartado e o precipitado de proteína ressuspendido em tampão citrato de sódio 50 mM (pH 

5,0). A proteína foi então encaminhada para os ensaios de purificação descritos a seguir. 
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4.1.2.5 Purificação de ThCel7B-full e ThCel7B-CCD 
 

Tanto o domínio catalítico quanto a proteína inteira produzidas, foram encaminhadas para 

os ensaios de purificação por cromatografia de afinidade em metal imobilizado (IMAC), em 

coluna de cobalto (TALON - Clontech), uma vez que possuem cauda de histidina fusionada na 

porção carboxi-terminal. Foram colhidas alíquotas em todos os passos da purificação, as quais 

foram analisadas em Géis de SDS-PAGE 15% de acrilamida, corados com Coomassie Blue e 

descorados com ácido acético 10%. Após a análise do gel, foi possível observar que não houve 

interação com a coluna, sendo ThCel7B-full e ThCel7B-CCD eluídas juntamente com outras 

proteínas sempre na fração flow throuh . 

Uma segunda tentativa de purificação, se deu através da cromatografia em coluna 

hidrofóbica Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare), que apresenta a vantagem de 

dispensar a etapa de diálise após a precipitação com sal, representando uma economia de tempo e 

aumento das chances de manutenção da atividade enzimática. A coluna foi previamente 

equilibrada com tampão citrato de sódio 50 mM (pH 5,0) suplementado com 1 M de sulfato de 

amônio, em sistema Äkta Purifier (GE Healthcare®). A injeção da amostra consistiu de 10 mL do 

extrato enzimático e a eluição das proteínas foi alcançada por um gradiente salino decrescente em 

etapas de 100% a 0 de (NH4)2SO4 em tampão citrato de sódio.  

Com o intuito de garantir a ausência de qualquer contaminante nas etapas seguinte, as 

frações correspondentes ao pico da enzima foram concentradas utilizando-se concentrador do tipo 

Vivaspin (Amersham Bioscience) com corte de 10 kDa até o volume de 1 mL para a aplicação na 

coluna de exclusão de massa molecular HiLoad Superdex 75 16/60 (GE Healthcare), também 

acoplada ao sistema Äkta Purifier. Foi utilizado um fluxo de 1 mL.min
-1

 e pressão máxima de 0,5 

MPa. O tampão de eluição utilizado foi o citrato de sódio 50 mM, NaCl 200 mM, pH 5,0 e o pico 

correspondente à proteína foi devidamente coletado.  

A proteína purificada foi submetida SDS-PAGE 15% para confirmação da pureza e 

inexistência de quaisquer contaminantes. Além da coloração por Coomassie Brilliant Blue, 

coramos também o gel SDS-PAGE com nitrato de prata (AgNO3) devido a sua maior 

sensibilidade de visualização de bandas proteicas.
136
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4.2 Caracterização bioquímica e biofísica da proteína recombinante 

4.2.1 Estimativa da massa molecular real e do estado oligomérico da proteína por 

cromatografia de exclusão molecular 

 

A caracterização inicial das proteínas se deu através da estimativa da massa molecular de 

ThCel7B-full e ThCel7B-CCD, juntamente com a determinação dos estados oligoméricos em 

solução. Para isso, uma curva de calibração foi obtida aplicando-se na coluna de exclusão 

molecular Superdex 200 10/30, proteínas padrão com massas conhecidas do Gel Filtration 

Calibration Kit (GE Healthcare), de baixa e alta massa molecular: conalbumina (75,0 kDa), 

ovoalbumina (44,0 kDa), anidrase carbônica (29,0 kDa), ribonuclease A (13,7 kDa) e aprotinina 

(6,5 kDa). Para a determinação do volume morto (Vo) da coluna, utilizamos o corante Blue 

Dextran (2000 kDa). Posteriormente, sob as mesmas condições desses padrões, injetamos as 

proteínas de interesse. 

Com base nos volumes de eluição das proteínas, foi possível calcular o Kav através da 

fórmula abaixo: 

Kav = Ve-Vo 

         Vt-Vo 

 

Sendo Ve  o volume de eluição da proteína; Vo o volume morto da coluna; Vt o volume 

total da coluna. O Kav, é um parâmetro que está relacionado com o perfil de migração de cada 

molécula.  

Após a corrida dos padrões e da proteína, construímos uma curva de calibração, plotando 

os valores obtidos para os Kavs em função dos logaritmos das massas das proteínas padrão. 

Finalmente, para o cálculo da massa molecular da proteína utilizamos a equação da reta obtida 

por regressão linear. 

4.2.2 Gel nativo 

 

O gel nativo (realizado em condições não-desnaturantes) é uma técnica que permite 

determinar a homogeneidade da amostra proteica além do seu estado oligomérico em solução, 

uma vez que mediante as características de carga, massa molecular e conformação, a proteína tem 

um padrão de migração no gel que está submetido a um campo elétrico. Por se tratar de uma 
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técnica não desnaturante, a proteína mantém sua integridade conformacional e sua atividade 

biológica. 

Assim, para a verificação de possíveis monômeros, dímeros, etc., as enzimas em questão 

foram submetidas em uma concentração de 2 mg/mL, à eletroforese em gel não desnaturante com 

gradiente de 8-25% de acrilamida, através do sistema Phast (Amersham Biosciences). O 

marcador de alta massa molecular contem as seguintes proteínas conhecidas: tiroglobulina bovina 

(669 kDa), ferritina de cavalo (445 kDa), catalase (232 kDa), aldolase (140 kDa) e soroalbumina 

bovina (66 kDa). Após o término da corrida, o gel foi corado com Comassie Blue em solução 

aquosa de metanol 25% e ácido acético 10% e em seguida descorado com solução aquosa de 

ácido acético 10%. 

4.2.3 Ensaio enzimático e determinação das condições ótimas de atividade quanto pH e 

temperatura 

 

Para iniciar os ensaios enzimáticos e confirmar se a proteína encontrava-se ativa, foi 

determinada a atividade de CMCase, através da quantificação dos açúcares redutores liberados, 

os quais são medidos pelo método colorimétrico usando 3,5 ácido dinitrosalicílico (DNS)
137

, 

tendo glicose como padrão. O ensaio foi realizado em triplicata e utilizando como substrato CMC 

1%, de viscosidade média. A reação consistiu de 10 μl da enzima em uma concentração de 80 

μg/mL, 50 μl de CMC 1% (m/v) e 40 μL de tampão de citrato de sódio 50 mM pH 5,0. Como 

controle, o volume de enzima foi substituído por tampão. A mistura foi incubada a 50 °C por 15 

minutos e após este tempo, adicionamos 100 μL de DNS. Esta reação foi então novamente 

incubada por 5 minutos a 100 °C, e a sua absorbância medida no espectrofotômetro Multiskan® 

Spectrum (Thermo Scientific) sob o comprimento de onda de 540 nm. 

A atividade catalítica é sensível à mudanças no pH e na temperatura em que se 

encontram, sendo que, as enzimas exibem uma faixa de pH e temperatura em que sua 

performance catalítica é máxima, chamada de pH e temperatura ótimos. Assim, as condições 

ótimas para a hidrólise enzimática foram traçadas, através de seu perfil em função do pH e da 

temperatura, utilizando como substrato, o CMC 1%, de viscosidade média. 

A temperatura ótima foi avaliada através da incubação da reação, anteriormente descrita, 

variando a temperatura em equipamento de termociclador, da Bio-Rad, com controle de 
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temperatura das caneletas individuais, de 25 a 85 °C em tampão de citrato de sódio 50 mM, pH 

5,0. Para a determinação do pH ótimo, a enzima e o substrato foram diluídos em tampão 40 mM 

acetato/borato/fosfato (ABF), com diferentes pHs, abrangendo a faixa de 2,0 até 10,0 (para o pH 

menor que 2, utilizamos o tampão HCl/KCl) e incubados na temperatura ótima obtida 

anteriormente, 55 °C, por 15 minutos. A quantificação da concentração de açúcar redutor total 

liberado nos experimentos de hidrólise enzimática foi realizada utilizado DNS, seguido da leitura 

em placa no espectofotômetro a 540 nm. 

4.2.4 Painel pH tampões ácidos 

 

Após a determinação do pH ótimo para a ThCel7B-full e ThCel7B-CCD, verificamos que 

se tratava de enzimas com preferência acidofílica. Para confirmar se a enzima mantinha o 

comportamento ácido em diferentes tampões, realizamos um screening com diferentes sais. A  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 ilustra os tampões utilizados neste ensaio, sendo que todos foram diluídos para 50 

mM, e a reação se deu com 50 μl de CMC 1%, 40μl do tampão e 10μl de ThCel7B-CCD a 80 

μg/mL. As triplicatas foram incubadas como descrito anteriormente, na temperatura ótima pré-

determinada e ao final para medição de açúcares redutores utilizamos, o DNS. 
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Tabela 2 - Lista de tampões utilizados para testar preferência ácida de ThCel7B-CCD. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

4.2.5 Especificidade por substratos 

 

As enzimas ThCel7B-full e ThCel7B-CCD foram submetidas a um ensaio de atividade 

com diferentes substratos, com o intuito de determinar sua especificidade. Os substratos testados 

Tampão pH Tampão pH 

Glicina/HCl 2,2 Tris/HCl 5,8 

Glicina/HCl 3,0 Tris/HCl 6,5 

Glicina/HCl 3,6 Tris/HCl 7,2 

Acetato/Ácido acético 3,7 HCl/KCl 1,0 

Acetato/Ácido acético 4,5 HCl/KCl 1,5 

Acetato/Ácido acético 5,6 HCl/KCl 2,0 

Citrato/Ácido Cítrico 3,0 Fosfato/Ácido cítrico 2,6 

Citrato/Ácido Cítrico 4,0 Fosfato/Ácido cítrico 3,5 

Citrato/Ácido Cítrico 5,0 Fosfato/Ácido cítrico 4,5 

Citrato/Ácido Cítrico 6,0 Fosfato/Ácido cítrico 5,0 

Ácido cítrico 2,0 Fosfato/Ácido cítrico 6,0 

Ácido acético 2,0   
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foram: arabinano de centeio e de trigo, arabinano não ramificado, arabinogalactano, xiloglucano 

de tamarindo, β'-glucano de cevada, β'-manano, galactomanano, liquenano, xilano de madeira de 

faia e xilano de madeira de aveia. Além desses, utilizamos o 4-nitrophenyl-β-D-cellobioside 

(pNPC), 4- nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNPG), carboximetil celulose (CMC), celulose 

tratada com ácido fosfórico (PASC)
138

 e papel filtro Whatman No. 1 (FP). Também testamos 3 

diferentes tipos de celulose microcristalina: Avicel PH-101, sigmacel 20 e celulose. Os substratos 

foram diluídos em água, segundo determinações dos fabricantes, para uma concentração final de 

1% (m v
-1

). 

Cada ensaio foi realizado em triplicata, em um volume final de 100 μL, dos quais 50 μL 

consistia do substrato a 1%, 10 μL de enzima em concentração de 80 μg mL
-1

 e 40 μL de tampão 

citrato de sódio a 50 mM, pH 3,0. No controle da reação, o volume de enzima foi substituído por 

10 μL do mesmo tampão e as reações foram incubadas a 55 °C por 15 minutos. 

Para os ensaios com papel filtro, foi utilizado um disco de 0,7 cm de diâmetro do papel, 

90 μL de citrato de sódio a 50 mM, pH 3,0 e o tempo de incubação foi de 60 minutos. 

Posteriormente, adicionamos 100 μL de DNS e novamente a mistura foi incubada, porém a 95 
o
C 

por 5 minutos, seguido da leitura das absorbâncias registradas a 540 nm. Para os testes com 

pNPC e pNPG, após o tempo de incubação de 15 minutos, adicionamos 100 μL de Na2CO3 1 M e 

realizamos a leitura das absorbâncias a 400 nm. 

Depois dos testes descritos acima, com os substratos contra o qual a enzima não mostrou 

atividade, novos ensaios foram realizadas aumentando o tempo de incubação para 4 h. 

4.2.6 Análise de estabilidade térmica - Thermofluor® 
 

O ensaio de estabilidade térmica foi realizado utilizando método baseado no processo de 

desnaturação induzida por temperatura. O método de fluorimetria diferencial de varredura, 

também conhecido como Thermofluor, tem como objetivo determinar as condições ideais para a 

estabilidade das proteínas, por meio da triagem de diferentes tampões, ligantes, cofatores, etc. 

Esses dados além de nos auxiliar na manutenção da atividade ótima enzimática, pode contribuir 

com o aumento nas chances de sucesso da purificação e cristalização das proteínas. 

Experimentalmente, utiliza-se a sonda SYPRO® Orange (Invitrogen), um fluoróforo 

hidrossolúvel que interage com regiões hidrofóbicas, como o interior das proteínas.
139

 Em suma, 

a desnaturação térmica expõe as regiões hidrofóbicas da proteína, resultando em um aumento da 
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fluorescência uma vez que o marcador se ligou a essas regiões. Quando a mesma encontra-se 

perfeitamente enovelada, ou seja, sem regiões hidrofóbicas expostas, não há emissão do sinal de 

fluorescência. Portanto, com o aumento de temperatura, pH ou outro fator desfavorável à 

estabilidade da proteína, ocorre o desenovelamento e consequentemente, a emissão de sinal 

fluorescente o qual é detectado pelo aparelho de Real-Time PCR, e pode ser tratado como uma 

função da temperatura. Dessa forma, a Temperatura de melting (Tm) é definida como o ponto 

médio da temperatura de transição entre o estado enovelado e desenovelado. Todo esse processo 

é ilustrado na Figura 9. 

 

 

Figura 9 - Princípio do método de Thermofluor. As proteínas corretamente enoveladas sofrem desenovelamento 

com o aumento da temperatura, resultando na exposição de regiões hidrofóbicas e no aumento da 

fluorescência emitida. A temperatura de melting (Tm) representa a temperatura na qual 50 % das 

moléculas estão desenoveladas.  

Fonte: Adaptada de JENA...
140

 

 

O experimento de Thermofluor foi realizado em colaboração com a Dra. Amanda 

Bernardes Muniz, do mesmo grupo de pesquisa, em equipamento CFX96 Real Time (Bio Rad) 

com um sistema de detecção C1000 Thermal cycler (Bio-Rad), originalmente projetado para os 

ensaios de PCR. O sistema possui um dispositivo de aquecimento/resfriamento para controle de 

temperatura e um dispositivo de carga acoplada (CCD) que mostra as mudanças na fluorescência 

nos poços das microplacas. 

Foi avaliada a estabilidade da proteína inteira e do domínio catalítico, que foram 

incubadas por 12 horas em diferentes pH de 1 a 10 e em triplicata. O tampão utilizado foi o ABF 
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e a concentração final das proteínas de 7μM. O volume de reação foi de 20 μL, e a sonda 

fluorescente SYPRO foi diluída 2000 vezes em água. As reações foram realizadas em placa de 96 

poços, seladas com o adesivo transparente Optical-Quality Sealing (Bio Rad) e os dados foram 

coletados com uma variação de temperatura de 25 até 90 ºC com um aumento gradual de 1 ºC a 

cada 30 segundos. O comprimento de onda de excitação foi de 490 nm e emissão de 530 nm. As 

análises dos dados e o valor do Tm para cada amostra foram obtidos por meio do programa 

GraphPad Prism versão 5.0. 

 

 

4.2.7 Atividade enzimática residual 
 

Outro experimento que nos orienta a respeito da estabilidade proteica é aquele que 

estabelece a atividade enzimática residual. Esta, foi então obtida sob condições ótimas e de maior 

iberação de açúcar da enzima, as quais foram observadas em experimentos anteriores. A 

ThCel7B-full e ThCel7B-CCD, foram diluídas e incubadas em 50 mM de tampão de citrato de 

sódio, pH 3,0 e 5,0 à 55° C. Alíquotas de 10 μl foram removidas e testadas em relação à atividade 

em CMC a 1% ao longo do tempo.  

4.2.8 Determinação dos parâmetros cinéticos 

 

Os parâmetros cinéticos foram determinados para ambas construções, utilizando 

concentrações crescentes de CMC (substrato padrão) e xiloglucano (elevada atividade 

enzimática), nestas diferentes diluições: 0,010, 0,030, 0,0625, 0,125, 0,250, 0,500, 1,000, 1,250, 

1,500 e 2,000% (m/V). As reações foram realizadas em triplicata, em um volume final de 100 μL, 

sendo 50 μL do substrato, 40 μL de tampão citrato de sódio pH 3,0 e 10 μL de enzima à 0,50 mM 

(ThCel7B-full) e 0,25 mM (ThCel7B-CCD). A leitura dos dados, para cada substrato, foi 

realizada após 1, 2, 3, 4, e 5 minutos de reação e imediatamente, testadas para a determinação da 

quantidade de açúcares redutores pelo método do DNS. Os parâmetros cinéticos Km e Vmax foram 

determinados por meio do ajuste de Michaelis-Menten, disponível no software Origin v 8.6. 
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4.2.9 Eletroforese capilar para análise de carboidratos 
 

A eletroforese capilar é uma ferramenta amplamente utilizada no estudo de carboidratos e 

polissacarídeos para a caracterização enzimática. Nessa técnica analítica, os açúcares, 

provenientes da hidrólise enzimática, são submetidos a um campo elétrico e sua separação se dá 

de acordo com os diferentes graus de mobilidade. As moléculas a serem analisadas são pré 

marcadas com uma sonda fluorescente chamada APTS (8-aminopyreno-1,3,6-trisulfonic acid) 

permitindo assim a sua detecção.
141

 Ao final, o detector de fluorescência transmite o sinal para 

um software gerando um eletroferograma,
 
e

 
uma análise comparativa com os padrões conhecidos 

permite caracterizar alguns parâmetros do mecanismo de ação da enzima sobre o substrato.
142

 

Deste modo, os experimentos de eletroforese capilar de zona (CZE) foram utilizados a 

fim de traçar o perfil de degradação dos substratos e conhecer os produtos liberados pelas 

enzimas. As análises foram conduzidas no equipamento P/ACE MQD (Beckman Coulter 

Indianapolis, IN, USA) no Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), 

em colaboração com o Prof. Dr. Fábio Squina e seu aluno de doutorado João Paulo Cairo. 

Para os experimentos, utilizamos como substrato a celulose com pequeno grau de 

polimerização (C6), marcada com o APTS. A hidrólise enzimática se deu com a incubação do 

substrato marcado e da mistura de proteína em tampão citrato a pH 3,0, equilibrados a 50 °C por 

5 minutos. Um capilar de sílica fundida, de diâmetro interno de 50 mm e comprimento total de 31 

cm, foi utilizado como coluna de separação de oligossacarídeos. Os oligossacarídeos marcados 

com APTS foram excitados a 488 nm, sendo o sinal coletado com um filtro de 520 nm. A 

combinação de perfis de eletroferogramas dos substratos padrões com os perfis de 

eletroferogramas depois da reação enzimática foram usados para a identificação dos produtos 

formados. 

4.2.10 Espectroscopia de massas do produto de hidrólise 

 

Para corroborar com o resultado obtido com a eletroforese capilar e elucidar o mecanismo 

de clivagem da endoglucanase em estudo, foi conduzido o experimento de espectroscopia de 

massas do produto de hidrólise. O ensaio foi realizado em triplicata e a reação com volume total 

de 100 μL, continha 2,0 μL da enzima na concentração de 80 μg/mL, 50 μL de substrato 

celohexaose a1 mM (Megazymes) e 48 μL de tampão de bicarbonato de amônio 20 mM pH 4,0. 
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A reação foi incubada a 55 ºC e as alíquotas foram tiradas nos tempos 0, 5 e 15 minutos, 

fervidas a 100 ºC durante 5 minutos, para certificar que a reação havia parado e então colocadas 

em gelo. O preparo das amostras para aplicação na placa MTP 384 se deu após a centrifugação a 

16.000 g durante 10 minutos e suplementação com 5 mM de NaCl. Então, 1 μL da amostra foi 

misturada com 1 μL da matriz, composta por uma solução de ácido 2,5-di-hidroxibenzóico (10 

mg/mL) em acetonitrila 30%.  

Os produtos de oligossacarídeos foram analisados em equipamento Microflex LT 

MALDI-TOF system (Bruker Daltonics), operando em modo de íon positivo. Um único espectro 

foi obtido calculando a média de cinco espectros independentes gerados por 300 disparos de laser 

a 60% de potência. 

 

4.2.11 Microscopia eletrônica de varredura  

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é uma técnica bem estabelecida e 

amplamente utilizada em áreas relacionadas com biologia, geologia e ciência dos materiais. 

Através dela é possível a obtenção de imagens superficiais de alta resolução. A obtenção das 

imagens se dá partir da interação de um feixe de elétrons focalizado sobre a amostra, o qual varre 

a sua superfície ponto a ponto, revelando características relevantes da amostra como composição 

elementar, topografia, cristalinidade, potencial elétrico, campo magnético local, etc.
143

Também é 

capaz de proporcionar imagens com alta resolução, alcançando 5 nm nos microscópios de 

emissão de campo (FESEM), ou seja, resolução muito superior quando comparada com a de 

microscópios ópticos que é de 0,5 μm. Devido a alta profundidade de campo obtida e dos efeitos 

de contraste produzidos pelos elétrons secundários e retroespalhados, as imagens possuem uma 

aparência tridimensional, o que facilita a interpretação das imagens capturadas.
143

 

Com o objetivo de visualizar as alterações nas superfícies das fibras provocadas pelo 

processo enzimático, optamos por realizar a microscopia eletrônica de varredura (MEV). No 

cenário das celulases, a maioria dos trabalhos utilizam-se da MEV para evidenciar, 

principalmente, a fibrilação externa provocada pela ação enzimática.
144-145

 O experimento foi 

realizado no Laboratório Nacional de Nanotecnologia (LNNano), Campinas, SP em colaboração 

com a Prof. Dra. Camila Rezende. 

Amostras de flocos de aveia, que são ricos em β-glucano, foram submetidos a hidrólise 

por ThCel7B-full e ThCel7B-CCD durante 12 horas a 50 ℃ em dois diferentes pHs (3 e 5). Os 
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ensaios foram realizados em triplicata e a mistura reacional, composta de 5 µL de enzima a uma 

concentração de 1 mg/mL, 95 µL de tampão citrato de sódio 50 mM, e 6 mg de flocos de aveia. 

No controle, o volume de enzima foi substituído por 5 µL de tampão. O substrato sólido, 

remanescente após ação enzimática, foi seco a 30 ℃ por 12h em estufa e após esse passo, fixadas 

em suportes de amostras de MEV, usando um pequeno pedaço de fita de carbono, seguidas de 

revestimento com ouro em um metalizador SCD Balzers 050 por pulverização catódica (corrente 

40 mA, tempo de 60 s). 

Um grande número das imagens foi obtida para diferentes áreas das amostras (cerca de 20 

imagens por amostra), para garantir a reprodutibilidade dos os resultados. 

4.2.12 Dicroísmo circular (CD) 

 

A luz linearmente polarizada possui duas componentes circularmente polarizadas de igual 

magnitude, uma que gira no sentido anti-horário (L) e outra que gira no sentido horário (R). O 

fenômeno de dicroísmo circular é a propriedade observada em uma molécula que possui centros 

assimétricos (centro quiral) quando ela absorve de maneira diferenciada, essas duas componentes 

da luz.
146

 

Uma vez que grande parte macromoléculas biológicas são opticamente ativa, possuem os 

principais centros quirais (Cα) ao longo da cadeia principal e a atividade óptica está relacionada à 

sua conformação, o CD é uma ferramenta biofísica rápida e eficaz, extremamente utilizada para 

avaliação de estruturas secundárias.
147

 As proteínas possuem alguns componentes comuns, os 

quais emitem sinal em regiões típicas, por exemplo, a ligação peptídica apresenta absorção 

abaixo de 240 nm, cadeias laterais de aminoácidos aromáticos apresentam absorção no intervalo 

de 260 a 320 nm e as ligações dissulfeto exibem sinal na região de 260 nm.
148

  

Deste modo, a partir do espectro de CD da proteína, com o auxílio de programas 

computacionais que utilizam diferentes métodos de desconvolução, é possível estimarmos a 

porcentagem de cada estrutura secundária presente (hélices α, folhas β), visto que estas possuem 

um espectro de CD característico.
149

 O dicroísmo circular é utilizado, portanto, na avaliação do 

comportamento estrutural das moléculas frente a diferentes condições como temperatura, pH, 

tampões, etc.
148
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Para avaliar então o comportamento da proteína em estudo frente a mudanças de pH, as 

enzimas foram incubadas a uma concentração de 5 μM em tampão acetato /borato/fosfato 40 mM 

nos pHs 3, 4, 5, 7, 8 e 9. As amostras foram centrifugadas a fim de evitar possíveis interferências 

de partículas em suspensão e o espectro de dicroísmo circular foi obtido utilizando-se um 

espectropolarímetro JASCO J-815 (Jasco International Co. LTd), equipado com um sistema de 

controle de temperatura do tipo PELTIER PTC 423S/15. O espectro foi coletado na região do UV 

distante, no intervalo de comprimento de onda de 195 a 260 nm, a uma velocidade de 100 

nm/min e resolução de 1 nm, utilizando uma cubeta de quartzo de caminho óptico de 0,1 cm. 

Como resultado, obtivemos um espectro de CD expresso em miligraus (mdeg, 

milidegrees) pelo sinal médio de 8 espectros, sendo que os tampões utilizados como branco nos 

experimentos também foram medidos e deduzidos do espectro da amostra para resultar no 

espectro da proteína. O programa Spectra Manager (JASCO) foi utilizado para o registro dos 

dados. Através da monitoração da mudança de elipticidade utilizando um comprimento de onda 

de 215 nm e um gradiente de temperatura de 10 a 90
o
C, com incremento de 5

o
C, também foi 

possível realizar experimentos de desnaturação térmica  

4.2.13 Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) 

 

O espalhamento de luz dinâmico, é um método eficaz para a caracterização estrutural de 

proteínas uma vez que a intensidade e a distribuição angular da luz espalhada depende do 

tamanho e da forma das partículas que provocam o espalhamento em solução.  

O DLS é uma técnica empregada para determinação de tamanho de partículas, massa 

molecular e o raio de giro de macromoléculas em solução a partir das flutuações de luz espalhada 

pelas amostras as quais estão diretamente relacionadas com o movimento Browniano. Uma 

radiação monocromática (laser) incide sobre partículas dispersas que se encontram em 

movimento Browniano em um meio líquido, onde partículas com tamanhos diferentes movem-se 

também com velocidades diferentes, de forma que as partículas menores irão se mover com 

velocidade maior do que as partículas grandes. A luz espalhada sofre variações na intensidade 

com o passar do tempo e ao analisar esta variação em um determinado intervalo de tempo, é 

possível verificar uma relação com o tamanho das partículas.  
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Essa técnica foi empregada para avaliarmos o estado de oligomerização em solução da 

proteína ThCel7B-CCD. Para isso, realizamos o ensaio utilizando 1 mg/mL da proteína incubada 

em tampão ABF nos pHs de 2 a 10, as quais foram centrifugadas a 4.000 g durante 15 minutos à 

temperatura ambiente, imediatamente antes das medições. As medidas de DLS foram realizadas 

no equipamento Zetasizer Nanoseries (Malvern), no Laboratório de Biofísica Molecular (IFSC-

USP). em uma cubeta de quartzo (caminho ótico de 1 cm), com temperatura de 28°C, tempo de 

aquisição de 120 segundos e 15 aquisições por medida. O efeito do tampão foi subtraído de cada 

medida para eliminar o ruído produzido por ele e o cálculo da massa molecular feito com base no 

raio hidrodinâmico da proteína calculado usando a Zetasizer Software lV. 

 4.3 Estudo sobre ligação enzimática improdutiva em celulose  

 

A hidrólise enzimática compreende uma etapa de adsorção das celulases sob sítios da 

superfície da celulose, sendo esta interação, um pré-requisito para a hidrólise da biomassa
150

. 

Uma abordagem atual que envolve a degradação da celulose, é o decaimento acentuado da taxa 

de hidrólise, fator que diminui o rendimento e exige grandes quantidades de enzimas para 

converter a biomassa de maneira eficaz. Embora o mecanismo específico responsável pela 

redução da eficiência da hidrólise ainda não tenha sido elucidado, a diminuição da atividade 

catalítica com o aumento do tempo de hidrólise, levou alguns autores a considerar se o 

decaimento atividade está associada com os estados não produtivos da enzima adsorvida
151

. A 

Figura 10 ilustra alguns dos fatores limitantes envolvidos no decaimento da hidrólise enzimática, 

dentre eles, a ligação improdutiva de celulases. 
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Figura 10 - Fatores limitantes da eficiência da hidrólise da celulose. 1) Inibição por produto; 2) Ligação improdutiva 

da celobiohidrolase à celulose; 3 e 4) Hemiceluloses e lignina associadas impedindo acesso das celulases 

na superfície da celulose; 5) Enzimas adsorvidas na lignina; 6)Desnaturação da enzima. 

Fonte: Adaptada de CANNELLA et al.
152

 

 

O equilíbrio entre enzima livre e adsorvida pode ser expresso como "livre + Nsites ↔ 

ligada" para as enzimas celulolíticas, onde se referem livre e ligado à enzima livre e adsorvida, 

respectivamente, enquanto Nsites é o número de locais de adsorção disponíveis sobre o 

substrato.
153

 Uma abordagem amplamente utilizada para investigação do mecanismo de adsorção 

é o estudo de isotermas de adsorção, definida como a relação de equilíbrio entre a concentração 

na fase fluida e a concentração nas partículas adsorventes a uma dada temperatura. 

Através dessas isotermas, é possível quantificar a celulase adsorvida sobre as superfícies 

de materiais lignocelulósicos pré-tratados e/ou Avicel.
81;154

 São curvas extremamente úteis, que 

nos indicam, por exemplo, a forma como o soluto adsorverá efetivamente no adsorvente 

(reversível ou irreversível). Para o estudo de adsorção de enzimas do sistema celulolítico, a 

isoterma de Langmuir é a mais utilizada, onde a adsorção é dada por uma constante de equilíbrio 

e por uma constante que representa a máxima capacidade de adsorção da enzima no substrato.
155

 

A isoterma de Langmuir é dada pela equação: Eads = Emax Kp Efree/1+ Kp Ef, onde, Eads é a enzima 

adsorvida; Emax é a adsorção máxima de enzima por grama de substrato; Efree é a concentração de 

enzima livre e Kp é a constante de equilíbrio da adsorção. 
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O estudo acerca de adsorção e ligação improdutiva de celulases aqui descrito, foi baseado 

no conhecimento adquirido durante o doutorado sanduíche realizado sob a supervisão do Prof. 

Dr. Peter Westh, da Universidade de Roskilde, na Dinamarca. Durante os 6 meses de estágio, foi 

realizado um estudo constante da área, e fixação da metodologia aplicada, realizada para 

diferentes enzimas e diversos substratos. Os resultados positivos e surpreendentes, aliado ao 

desejo de aplicar o conhecimento obtido durante essa experiência internacional, impulsionou a 

caracterização da endoglucanase I de T. harzianum nesse contexto experimental.  

4.3.1 Adsorção: reversível ou irreversível? 

 

Uma questão intrigante a respeito da adsorção, que ainda não está esclarecida, é se a 

adsorção é reversível ou não. Alguns trabalhos citam essa interação como sendo irreversível,
156

 

parcialmente irreversível.
157

 Em oposição há autores que concluem que a adsorção é parcialmente 

reversível,
158

 e ainda, totalmente reversível.
159

 Esta abordagem tem uma série de implicações 

importantes, tais como a viabilidade de reciclagem de enzima em aplicações industriais. 

Por isso, esforços experimentais têm se concentrado em como a enzima adsorvida pode 

ser facilmente solubilizada, por exemplo, após a diluição com tampão. Neste sentido, a 

reversibilidade completa é conseguida quando a isotérmica de adsorção medida em função do 

aumento gradual da concentração de enzima (chamada de isotérmica ascendente) sobrepõe a 

isotérmica obtida por diluição (isotérmica descendente), como ilustrado na Figura 11. 

 

Figura 11 -  Ilustração de como o experimento de diluição com amostras de diferentes concentrações iniciais de 

enzima pode ser interpretado em relação à reversibilidade da adsorção.  
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Fonte: Adaptada de PELLEGRINI et al.
160

 

 

Para os ensaios iniciais de adsorção, utilizamos ThCel7B-full e ThCel7B-CCD, com 

concentrações da enzima em solução determinada a partir de nanodrop, utilizando o coeficiente 

de extinção molar. Como substrato utilizamos o Avicel PH-101 (Sigma) lavado 

aproximadamente 20 vezes com água Milli-Q, antes de ressuspensão em tampão citrato pH 3 

para obtenção de um estoque de 10 g/L. As determinações de massa seca foram realizadas em 

triplicata, a fim de estimar a concentração exata de substrato no experimento e para quantificar a 

perda de substrato durante a hidrólise. Para isso, 1 mL de substrato foi adicionado à tubos 

eppendorf previamente pesados e as amostras foram secas e estufa a 80 °C durante 24 horas. 

Passado esse tempo, os tubos incluindo os resíduos sólidos secos, foram pesados novamente e 

calculada a massa real. 

Para a quantificação da enzima livre eluída, utilizamos a fluorescência intrínseca, com 

excitação a 280 nm e 345 nm de emissão. As amostras foram medidas, imediatamente, após a 

preparação, a fim de evitar que o sinal de fluorescência diminuísse ao longo do tempo. 

 

 

4.3.2 Ensaios de diluição padrão – sem centrifugação 

 

A reversibilidade das interações enzima-substrato foi testada num ensaio de diluição 

padrão. Realizamos as suspensões de substrato em oito tubos falcon de 15 mL, onde foi 

adicionado o estoque de enzima, suficiente para produzir concentrações totais de enzima (E0) de 

0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50; 2,00 e 3,00 μM. A carga de substrato, (6 g/L) foi a mesma nas oito 

amostras e o volume reacional de 1 mL.  

Após a adição da enzima, as amostras foram incubadas em um homogeneizador a 30 rpm, 

colocado dentro do shaker para manter a temperatura de 25 °C, durante 30 minutos. Decorrido 

este tempo, foram retiradas de cada um dos falcon uma alíquota de 250 µL, as quais foram 

centrifugadas durante 3 minutos a 14.000 g e a concentração de enzima no sobrenadante foi 

medida e utilizada como a concentração de enzima livre antes da diluição. O restante de cada 

amostra (850 µL) foi diluído com o tampão citrato em 5 mL e colocado de volta no 

homogeneizador por 1 hora. Então, as reações foram centrifugadas, o sobrenadante coletado para 
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a leitura, sendo que a concentração de enzima no sobrenadante da amostra diluída foi utilizada 

como enzima livre, após a diluição. 

4.3.3 Ensaios de diluição – com centrifugação 

 

No ensaio de diluição padrão descrito acima, a centrifugação é usada apenas para isolar o 

sobrenadante para medições de concentrações de enzima livres, sendo que o complexo enzima-

substrato não é exposto à centrifugação antes da diluição. Este fator contrasta com trabalhos 

anteriores, os quais têm a reversibilidade avaliada por ressuspensão complexo enzima-celulose 

após sedimentação por centrifugação.  

Para avaliar os possíveis efeitos causados pela centrifugação, realizamos o mesmo 

experimento porém testamos a reversibilidade da adsorção após a sedimentação. Deste modo, o 

procedimento seguiu o ensaio padrão até a etapa onde as amostras com 1,0 mL foram colocadas 

no homogeneizador durante 30 minutos. Após este passo, as amostras totais (não mais alíquotas 

de 250 µL) foram centrifugadas durante 3 minutos a 4.000 g, e o sobrenadante cuidadosamente 

removido. Este, foi utilizado após a medida de fluorescência, como a concentração de enzima 

livre antes da diluição. O pellet foi ressuspenso em 5 mL de tampão, incubado novamente no 

homogeneizador durante 60 minutos, e do mesmo modo do ensaio padrão, ao término, as reações 

foram centrifugadas, o sobrenadante coletado para leitura e quantificados para a enzima livre 

após a diluição. 

A metodologia utilizada nesse experimento bem como são realizados os cálculos para 

obtenção das ascendentes e descendentes, estão minuciosamente descritas em Pellegrini, et.al.
160

 

4.4 Estudos de sinergismo 

4.4.1 Produção de celobiohidrolase I de Trichoderma harzianum 

 

Com o intuito de realizar testes de sinergismo, foi necessário uma exocelulase, e por isso 

expressamos e purificamos uma celobiohidrolase I de Trichoderma harzianum (CBHI - 

ThCel7A), que também havia sido clonada pela aluna Viviane Isabel Serpa.  
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Em resumo, ThCel7A foi produzida da mesma maneira que ThCel7B já descrita aqui na 

seção 4.2. Após amplificação do gene, o mesmo foi clonado no vetor ANip7G através da 

tecnologia Gateway e transformados em Aspergillus niger cepa PY11. Transformantes positivos 

quanto à expressão da proteína foram escalonados para expressão em larga escala, sendo que a 

cultura foi incubada a 30° C ao longo de 6 dias, sob condições estáticas. Após o cultivo, a 

proteína foi precipitada overnight com sulfato de amônio a uma saturação de 80%, seguida por 

injeção em cromatografia hidrófobica. O passo de purificação final foi uma cromatografia de 

exclusão molecular e as amostras purificadas analisadas por 15% SDS-PAGE. 

4.4.2 Ensaios de atividade ThCel7A - determinação pH e temperatura ótima 

 

Os ensaios de atividade de ThCel7A, foram realizados contra pNPC a fim de determinar a 

temperatura e o pH ótimo da enzima. A concentração de ThCel7A utilizada foi de 0,5mg/mL e 

todos experimentos foram realizados em triplicata. A reação se deu através da mistura de 40 μL 

de tampão, 50 μL de substrato e 10 μL de enzima. As reações foram aquecidas a 50 °C por 30 

min e então 100 μL de uma solução de carbonato de sódio 1 M foi adicionado para paralisar e 

conferir cor à reação. Após a clivagem do substrato, há a liberação de celobiose e de p-nitrofenil 

(pNP). Quando adicionamos carbonato de sódio na reação, o pNP reage conferindo a cor amarela 

ao experimento. Assim, quanto mais pNPC clivado, mais forte a cor revelada. A medida da 

absorbância foi feita em ʎ = 410 nm. 

Inicialmente, variando o pH de 2,0 a 10,0 com tampão ABF, calculamos a atividade 

relativa para cada um dos pHs analisados para no ensaio contra o pNPC. Com esses dados, 

plotamos uma curva a fim de demonstrar de forma mais clara a influência do pH na reação. 

Frente ao pH ótimo, determinamos a temperatura ótima através da incubação da enzima também 

em pNPC, variando a temperatura em equipamento de termociclador, da Bio-Rad, com controle 

de temperatura das caneletas individuais, de 25 a 85 °C. O experimento de determinação de 

temperatura ótima foi realizado em tampão de citrato de sódio 50 mM, pH 5,0. 

4.4.3 Determinação das condições ótimas de hidrólise 
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Os estudos de sinergismo foram realizados utilizando apenas a proteína inteira (ThCel7B-

full).Para chegar em um consenso da dosagem de cada enzima a ser utilizada nos experimentos 

de sinergismo, foi determinado o FPU (Filter Paper Unity). Esse método é baseado na dosagem 

dos açúcares redutores liberados pela atividade das celulases sobre o substrato celulósico de 

papel filtro.  

Para isso, diferentes concentrações de ThCel7B-full e ThCel7A foram incubadas em 

tampão de citrato de sódio 50 mM (pH 5,0), com um disco de 5,0 mm Whatman N ° 1 de papel 

de filtro (2,5 mg), durante 1 hora.
161

 A reação foi cessada pela adição de 100 μL de DNS e 

mantida a 100 °C durante 5 minutos. A absorbância do sobrenadante foi medida a 540 nm e todos 

os ensaios foram realizados em triplicata. Uma unidade internacional (UI) de FPU corresponde à 

quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de açúcar redutor por minuto nas condições do 

experimento. Foi determinado frente a essas condições, o FPU que nos permitisse sinal de leitura 

ao mesmo tempo que a carga enzimática utilizada não fosse extremamente elevada. 

Os períodos de reação de 0,25, 1,0, 2,0, 3,0, 6,0, 24 e 48 horas foram testados para avaliar 

o tempo de reação mais adequado para experimentos de sinergismo. Embora a atividade residual 

de ThCel7B-full já estivesse determinada, para certificar que as enzimas mantiveram a sua 

atividade durante os períodos de incubação, a atividade enzimática foi seguida pelo ensaio de 

atividade residual durante todo o experimento. 

4.4.4 Efeito do pH no ensaio de sinergismo 

 

 O efeito do pH sobre a atividade enzimática foi avaliado separadamente para cada 

enzima e, em seguida, o sinergismo foi investigado em pHs 3, 4 e 5. No conjunto experimental 

usando as enzimas separadas, o meio reacional foi composta por 10 μL de enzima diluída em 50 

mM de tampão de citrato de sódio para atingir uma carga final de enzima 0,15 FPU, 90 μL do 

tampão com o pH correspondente e 1 disco de papel filtro como substrato (2,5 mg). Na reação 

sinérgica, as condições experimentais foram mantidas as mesmas, mas as duas enzimas foram 

adicionadas em conjunto, mantendo uma carga enzimática de 0,15 FPU para cada uma. Na 

amostra controle, o volume de enzima foi substituído por tampão. A reação foi incubada a 50 °C 

durante 4 horas, seguido pela adição de 100 uL de DNS, e fervura a 100 °C durante 5 minutos. A 

absorbância da solução foi medida a 540 nm.  
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Uma reação controle, onde a carga enzimática foi substituída por albumina de soro bovino 

(BSA), também foi realizada para verificar se os efeitos observados sobre a atividade medida era 

devido o exo/endo sinergismo ou por influência de carga proteica. 

4.4.5 Efeito do substrato no ensaio de sinergismo analisado por microscopia eletrônica 

 

Os efeitos sinérgicos de celulases em geral são investigados em diferentes substratos, uma 

vez que propriedades intrínsecas dos substratos tem consequências distintas sobre os rendimentos 

da hidrólise tanto pela celulases individuais quanto nos coquetéis.
99

 Os estudos anteriores 

mostraram que o grau de sinergismo é influenciado pela área total da superfície disponível para 

as celulases, pela cristalinidade do substrato, pelo grau de polimerização, além de outros fatores 

como a distribuição de lignina residual e hemicelulose.
99; 162

 Dentre os substratos conhecidos 

como modelo, optamos por testar o papel filtro Whatman No. 1 feito a partir de algodão 
28

 e a 

celulose bacteriana (BC). 

A celulose bacteriana foi produzida por Gluconacetobacter hansenii linhagem ATCC 

23769, (GenBank número: CM000920), utilizando-se de protocolo anteriormente descrito na 

literatura.
163 Resumidamente, a bactéria foi crescida em meio SH (Hestrin–Schramm)

164
 

modificado, contendo 25 g.L
-1

 de D-manitol, 5 g.L
-1

 de extrato de levedura e 3 g.L
-1

 de peptona, 

com pH 6,0. A cultura foi mantida estaticamente incubada em estufa a 30ºC por 45 dias, 

monitorada quanto à possíveis contaminações diariamente e, após esse período, a membrana de 

celulose produzida foi recuperada, lavada com água deionizada para remoção do meio de cultura 

residual e tratada com NaOH 0,1 M a 80 °C durante 20 minutos. Para a neutralização, usamos 

uma solução de ácido acético a 5% na BC, seguida por lavagem com água destilada e então os 

filmes de celulose bacteriana foram secos em temperatura ambiente. Para utilização nos 

experimentos, a BC foi cortada esfericamente ( = 5 mm), do mesmo modo e no mesmo 

cortador de papel utilizado para o papel filtro e ambos usados a 2,5mg. 

Além dos testes enzimáticos para o cálculo do grau de sinergismo, foi utilizada a técnica 

de microscopia para fornecer informação visual sobre as mudanças morfológicas que ocorrem 

nos substratos, comparativamente, com ação das enzimas separadamente e em cooperação. Os 

ensaios foram conduzidos em triplicata, e a celulose tratada com ThCel7A e ThCel7B 

individualmente e em sinergismo, como se segue: 1) 10 μL de ThCel7A diluída em 90 μL de 
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tampão de citrato de sódio 50 mM; pH 5; 2) 10 μL de ThCel7B diluído em 90 μL do mesmo 

tampão e; 3) 10 μL de ThCel7A mais 10 μL de ThCel7B diluídas em 80 μL de tampão. Na 

amostra de controle, apenas o substrato e tampão citrato foram encubados, na ausência das 

enzimas. 

Os substratos foram submetidos à hidrólise durante 12, 24 e 48 horas, a 50ºC, e após esses 

tempos, o substrato sólido restante (papel de filtro ou de celulose bacteriana) foi removido do 

hidrolisado e a quantidade de açúcares redutores foi quantificada no sobrenadante pelo método de 

DNS, para cálculo do grau de sinergismo. Então, volumes iguais (100 μL) de sobrenadante e 

reagente DNS foram fervidos durante 5 minutos a 100°C e a absorbância medida a 540 nm. 

Os substratos sólidos recuperados do meio reacional nos três tempos acima citados foram 

enviados para o Laboratório Nacional de Nanotecnologia (LNNano), Campinas, SP para análise 

por microscopia eletrônica em colaboração com a Prof. Dra. Camila Rezende. Para tanto, os 

substratos foram secos a 30 ºC durante 12 horas em estufa, fixado em suporte adequado com fita 

de carbono e, em seguida, revestido com ouro por pulverização catódica. SCD 050 (Oerlikon-

Balzers). 

A análise das amostras foram realizadas sob vácuo, utilizando uma voltagem de 

aceleração de 5 kV e um grande número de imagens de diferentes áreas de cada amostra foram 

obtidas (20-25 imagens por amostra) para garantir a reprodutibilidade dos resultados. 

4.4.6 Investigação de sinergia através da análise da liberação de açúcar redutor total, 

solúvel e insolúvel produzidos na hidrólise  

 

Diferentes tentativas de melhorar as metodologias para a determinação de atividades 

celulolíticas têm sido propostas, dentre elas decidimos abordar a proposta baseada na 

determinação de açúcares redutores insolúveis (ARInsol) produzidos ao longo da hidrólise. Os 

açúcares redutores insolúveis (ARInsol) consistem em extremidades reduzidas da cadeia de 

celulose, que permaneceram ligadas à mesma. Por outro lado, os açúcares redutores solúveis 

(ARSol) são as extremidades redutoras dos oligossacarídeos solúveis liberados durante a hidrólise. 

Já os açúcares redutores total (ARTot) se trata da soma dos ARSol e ARInsol..
165

 Deste modo, 

experimentalmente, foram determinados ARTot e ARSol, sendo que o ARInsol foi calculado através 

da subtração de  ARSol do ARTot. 



93 
 

A produção de ARInsol é atribuída às endoglucanases, uma vez que estas enzimas atuam, 

majoritariamente, na celulose não cristalina, sem a liberação de quantidades consideráveis de 

açúcares redutores solúveis (ARSol).
166

 Para essas análises, nos baseamos na metodologia descrita 

por Silveira, et.al,
165

 com pequenos ajustes relacionados com o volume de reação. Com o intuito 

de investigar o comportamento sinérgico, o ensaio foi composto de 360 nM ThCel7B e 780 nM 

ThCel7A, diluídas em 200 µL de tampão citrato de sódio 50 mM (pH 5,0), dois discos de papel 

filtro Whatman No. 1, totalizando 5 mg de substrato. Após 24 horas, a quantidade de 

extremidades redutoras total foi determinada usando o sistema de reação total (sobrenadante e 

FP), ou seja, a adição de DNS se deu no próprio tubo de ensaio, enquanto que a quantidade de 

açúcares solúveis foi determinada apenas no sobrenadante, o qual foi transferido para outros 

tubos. A Figura 12 ilustra como foi realizado a preparação das amostras para a leitura. Todas as 

reações contendo DNS foram fervidas e as absorbâncias medida espectroscopicamente a 540 nm, 

como já descrito. 

 

Figura 12 - Representação esquemática da metodologia utilizada para medição de (A)ARtol e (B)ARsol.  

Fonte: Adaptado de SILVEIRA.
167

 

4.5 Ensaios preliminares utilizando bagaço de cana como substrato 

 

Com o intuito de avançarmos na caracterização bioquímica de ThCel7B, avaliamos o seu 

potencial de hidrólise diretamente no bagaço da cana de açúcar, que é um substrato complexo e 

fundamental para a produção de etanol segunda geração  

Para tanto, utilizamos o bagaço de cana-de-açúcar in natura obtidos do Grupo Cosan 

(Ibaté, São Paulo, Brasil) e bagaço pré-tratados, a partir da combinação de dois processos: 
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hidrotérmico e organossolve. Estes substratos pré tratados, foram gentilmente cedidos pela aluna 

de mestrado Melissa Espírito Santo que atua em um projeto baseado na caracterização da 

biomassa, desenvolvido no Grupo de Biotecnologia Molecular do IFSC-USP  

O bagaço in natura de cana de açúcar foi seco em forno de convecção a 60 °C durante 

24h antes de receber os pré-tratamentos. Resumidamente, o pré-tratamento hidrotérmico ocorreu 

através do aquecimento das amostras de bagaço em autoclave a 160 °C e uma pressão de 7 bar 

durante 30 minutos (amostra designada como H 30). O pré-tratamento organossolve se deu por 

aquecimento das amostras em 

etanol diluído em água (50% 

v/v) a 190 °C, usando um banho 

de glicerina (Marconi), para 

dois tempos diferentes de 

reação, 50 e 150 minutos 

(amostras denominadas como Org 50 e Org 150). Finalmente, o pré-tratamento hidrotérmico e 

organossolve também foram combinados em uma sequência, primeiramente aplicando o 

tratamento hidrotérmico, durante 30 minutos, seguido pelo tratamento organossolve durante 150 

minutos (amostras chamadas de comb30/150). 

Depois dos pré-tratamentos, as frações sólido e o de licor foram separados por filtração. 

Os sólidos foram lavados com água até neutralização do pH e em seguida levado para secar em 

estufa durante 24 horas a 60 °C. A composição química do bagaço foi determinada por 

cromatografia de troca iônica de alta resolução com detector de pulso amperométrico (HPAEC-

PAD)e está apresentada na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Composição química dos bagaços de cana de açúcar. 

 

Amostra Composição química (%) 

Celulose Hemicelulose Lignina 

In natura 38.3  0.1 20.1  0.07 29.1  1.0 

H 30 46.5  0.3 19.30  0.14 27.8  3.0 

Org 50 55.3  8.0 14.9  3,10 21.8  2.0 

Org 150 69.3  4.3 9.10  0.01 14.6  0.1 

H30+Org150 79.2  0.5 5.3  0.01 10.8  0.2 
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Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Para a avaliação hidrolítica da ThCel7B em bagaço de cana, as amostras foram hidratadas 

em tampão, por imersão de 10 mg de cada bagaço em 100 μL de tampão citrato de sódio 50 mM 

(pH = 5), com agitação constante a 150 rpm e 50 °C durante 24 horas. Após a hidratação, 100 μL 

da enzima diluída foi adicionado ao meio de reação e o volume completado com tampão para 300 

μL. Na reação controle, o volume da solução enzimática foi substituído por tampão. 

A carga enzimática utilizada foi 0,15 FPU e todas as reações foram incubadas durante 48 

horas de hidrólise. Subsequentemente, a amostra foi centrifugada para separar o sobrenadante do 

bagaço, e em seguida, 100 μL do sobrenadante foi pipetado para um novo tubo de eppendorf para 

que o açúcar redutor liberado na hidrólise fosse quantificado pelo método de DNS. 

4.6 Cristalografia de proteínas 

 

O trabalho descrito nessa seção foi realizado em colaboração com o aluno de doutorado 

do mesmo grupo de pesquisa, André Godoy. 

Os ensaios de cristalização foram realizados com ambas proteínas ao longo de todo o 

período de doutoramento e, durante mais de três anos, todas as tentativas foram frustradas.  

A cristalografia de proteínas é uma importante ferramenta para os estudos estruturais e 

envolve uma sequência de eventos complexos e intimamente relacionados com a obtenção dos 

cristais. A formação de cristais ocorre quando são atingidas condições de supersaturação da 

solução proteica, onde a concentração de proteína ultrapassa o equilíbrio termodinâmico da 

solubilidade, tornando-a insolúvel. Para que não haja a formação de precipitados amorfos, é 

fundamental que a perda de solubilidade da proteína ocorra vagarosamente. Os cristais de 

qualidade são altamente ordenados, com tamanho adequado e capacidade de difratarem em altas 
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resoluções. Há inúmeras variáveis capazes de afetar a cristalização, tais como, a concentração da 

proteína, nível de pureza temperatura, pH, força iônica, aditivos específicos e precipitantes. 

Dentre as inúmeras estratégias abordadas na tentativa de cristalização, uma delas consistiu 

em reduzir a repulsão molecular que ocorre devido ao baixo valor de pI de ThCel7B-CCD. Para 

isso, após concentrar a proteína em Vivaspin™ (GE Healthcare) corte de 10 kDa até 40 mg/mL, 

adicionamos à enzima purificada, 10 mM de espermidina tricloridrato. As triagens iniciais foram 

realizadas através da técnica de difusão de vapor “Gota Sentada”, utilizando o robô de 

cristalização Honeybee 931 (Genomic solutions) e kits de soluções de cristalização comerciais 

PEG I e PEG II (Qiagen), SaltRx e Index (Hampton). As gotas eram compostas por 1 μL de 

proteína em tampão citrato de sódio 50 mM pH 3,0, e 1 μL de cada solução de cristalização. 

Os testes anteriores mostraram que o único agente precipitante que induziu a formação de 

algum tipo de precipitação da ThCel7B-CCD foi sulfato de amônio. Assim, variando a 

concentração de (NH4)2SO4 em diferentes tampões, foram obtidos cristais na forma de 

aglomerados de agulhas (“spherulite”) em 0,1 M de sulfato de amônio e 0,05 M de Tris-HCl a 

pH 7,5. Estes cristais foram então utilizados como núcleo de cristalização em um processo 

conhecido como semeadura (“seeding”) na mesma condição proteína precipitado. Após três 

meses, houve o aparecimento de um pequeno cristal, o qual levou cerca de oito meses seguintes 

para atingir o tamanho para difração. Todos os experimentos de cristalização foram realizados a 

temperatura controlada de 18 
o
C. 

Para a coleta de dados de difração de raios-X, o cristal crioprotegido com etileno-glicol 

20% (v/v) foram montados em alças e coletados a temperaturas criogênicas (100 K) em fluxo de 

vapor de nitrogênio. Os dados de difração foram obtidos no difratometro de raios-X Bruker 

APEX DUO (Bruker), equipado com um detector do tipo APEX II CCD. O tempo de exposição 

foi de 20 segundos por imagem e a estratégia de coleta de dados e determinação do grupo 

espacial e foram realizadas com software PROTEUS. A integração do conjunto de imagens de 

difração e o refinamento dos parâmetros cristalinos foram realizados com o programa XDS
168

 e o 

escalonamento, utilizando o programa Aimless.
169

 O conteúdo de solvente foi estimado através 

do Matthews_coeff.
170

 

A estrutura de ThCel7B CCD foi resolvida por substituição molecular com o programa 

Phaser
171

 a partir do modelo da endoglucanase I de Trichoderma reesei (PDB 1EG1, 87% de 
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identidade sequencial). O modelo foi refinado com phenix.refine
172

 e Coot
173

, e validado com o 

MolProbity.
174
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Aquele que tem uma profissão tem um bem; aquele que tem uma vocação tem um cargo de 

proveito e honra. 

Benjamin Franklin 

 

 

  

http://pensador.uol.com.br/autor/benjamin_franklin/
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5 Resultados e Discussão 

5.1 Produção em Aspergillus niger 

 

Após a confirmação da amplificação e da clonagem com sucesso do gene ThCel7B-full e 

ThCel7B-CCD de Trichoderma harzianum no vetor ANIp7G pela técnica de Gateway, os 

mesmos foram transformados em Aspergillus niger e testados quanto à expressão da proteína em 

volume pequeno e em placas de acrílico de 24 poços, incubadas estaticamente em estufa. Os 

esporos das colônias dadas como positivas foram então coletados em solução salina e congelados 

em glicerol para uso posterior. O escalonamento para larga escala foi realizado inoculando os 

esporos em 5 litros de cultura, divididos em 5 frascos erlenmeyers de 2 litros cada. O cultivo se 

deu durante 6 dias, sendo que após esse período era possível observar a cultura esporulando e a 

formação de um "tapete" acima do sobrenadante (Figura 13). O pH do meio de cultivo nessas 

condições é  de 5.5, e, nessas condições, temos a superexpressão da proteína. 

 

 

Figura 13 - Placas de 24 poços e frasco erlenmeyer com cultura de A. niger após 6 dias de cultivo, onde é possível 

observar o "tapete" formado acima do sobrenadante.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

As bandas correspondente às enzimas ThCel7B-full e ThCel7B-CCD foram identificadas 

no extrato proteico, por meio de SDS-PAGE, confirmando o sucesso da expressão. Os 

sobrenadantes das culturas foram concentrados para redução de volume (cerca de 100 mL) em 

Hollow Fiber e, em seguida, precipitados com 80% de sulfato de amônio. A precipitação de 

proteínas pelo gradativo aumento da concentração de sais é um processo bastante utilizado para a 

separação de misturas complexas de proteínas, uma vez que a concentração de sal necessária para 
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precipitação é diferente para cada proteína. O extrato extracelular do fungo A. niger, após os 6 

dias de cultivo, já apresenta-se com um baixo conteúdo de contaminantes e, após a precipitação 

com (NH4)2SO4 foi possível observar a proteína de interesse concentrada 10x, majoritariamente 

expressa, como pode ser visualizado na Figura 14. 

 

Figura 14 -  SDS-PAGE 15% utilizado para confirmação da expressão das proteínas. 1A- Amostra do extrato bruto 

após precipitação por (NH4)2SO4 da ThCel7B-CCD. 2A- Marcador de massa molecular com destaque 

para a banda de 45kDa. 1B - Amostra de extrato bruto após precipitação por (NH4)2SO4 da ThCel7B-

full. 2B- Marcador de massa molecular com destaque para a banda de 70kDa.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Os passos seguintes de purificação foram realizados utilizando uma coluna de Phenyl 

Sepharose 6 Fast Flow, seguido de cromatografia de exclusão de tamanho em uma coluna 

Superdex 75 16/60, e ao final desse processo, a pureza das amostras foram novamente 

confirmadas por SDS-PAGE. Conforme mostrado na Figura 15, as duas construções foram 

obtidas com elevado grau de pureza.  

 

Figura 15 -  Gel SDS-PAGE 15% mostrando a purificação das enzimas. 1A- Marcador de massa molecular com 

destaque para a banda de 45kDa. 2 e 3A- Amostras deThCel7B-CCD concentradas após etapas de 

purificação .1B- Marcador de massa molecular com destaque para a banda de 70kDa. 2e 3B - 

Amostras deThCel7B-full concentradas após etapas de purificação  

Fonte: Elaborada pela autora. 
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A análise do peso molecular das proteínas através da observação do gel SDS-PAGE, 

mostrou um aumento no peso molecular referente à ThCel7B-full (PM ~ 65 kDa), quando 

comparado a previsão teórica com base na sua sequência de aminoácidos (49,1 kDa) obtida por 

meio da ferramenta ProtParam do portal Expasy.
175

 Este fato provavelmente resulta da 

glicosilação da proteína, o que é geralmente observado em celulases expressas por fungos 

filamentosos.
124

 Por outro lado, o domínio catalítico foi expresso com o peso molecular próximo 

do valor previsto (42,8 kDa), indicando que a glicosilação está principalmente restrita a região do 

linker e/ou ao CBM.
176

  

A sequência da proteína em estudo foi digerida com tripsina in situ e as massas dos 

peptídeos encontradas foram comparadas às massas dos peptídeos medidos por espectrometria de 

massa, com cobertura sequencial obtida acima de 35%, confirmando a identidade da proteína de 

interesse. 

5.2 Caracterização bioquímica e biofísica 

5.2.1 Estimativa da massa molecular real e estado oligomérico por cromatografia de 

exclusão molecular 

 

A proteína ThCel7B-full, na coluna de exclusão molecular, apresentou uma migração 

característica de proteína monomérica e sua massa molecular calculada ficou em 59,2 ± 5 kDa, 

perto do valor experimentalmente observado em gel SDS-PAGE e, acima da massa teórica 

estimada a partir da sequência primária da proteína, conforme discorrido no item 5.1. Em relação 

à ThCel7B-CCD, observou-se também um comportamento monomérico e a massa calculada 

ficou em 48,1 ± 3 kDa, exatamente o valor esperado na estimativa da massa teórica e o observado 

em condição experimental. 

5.2.2 Estado oligomérico analisado por gel nativo 

 

A proteína endoglucanase inteira e seu domínio catalítico isolado foram caracterizados 

quanto ao seu estado nativo pela aplicação de um gel não desnaturante com gradiente de 8-25% 

de concentração de acrilamida (Figura 16). No gel nativo, a migração das bandas não é tão 
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precisa para quantificar a massa molecular proteica, no entanto é possível sugerir que o estado 

oligomérico da proteína é monomérico, uma vez que ambas as construções apresentaram uma 

única banda para a concentração analisada. Tal resultado reflete o fato de termos a proteína em 

fração pura e monodispersa em solução. 

 

Figura 16 -  Gel nativo das proteínas ThCel7B-full e ThCel 7B-CCD. 1A e 1B - Marcador de massa molecular. 2A- 

Amostra de ThCel7B-full em concentração de 2mg/mL e 2B - Amostra de ThCel7B-CCD em 

concentração de 2mg/mL.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

5.2.3 Determinação de pH e temperatura ótima 

 

Os ensaios de condições ótimas de atividade enzimática apresentaram resultados 

surpreendentes quando comparado com o esperado para essa família de proteínas.  

Para a determinação da temperatura ótima, a ThCel7B-full e ThCel7B-CCD tiveram seu 

perfil analisado através da medida da atividade enzimática em CMC, com o controle de 

temperatura das caneletas individuais, de 25 a 85 °C, usando o tampão citrato de sódio 50 mM, 

pH 5,0 (o pH ótimo de celulases em geral). A temperatura de maior atividade enzimática foi de 

55 °C, como pode ser visualizado na  

Figura 17 - Efeito da temperatura na atividade enzimática de endoglucanase I de T.harzianum, usando 

CMC como substrato. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

, e ficou dentro do valor esperado para uma endoglucanase fúngica, que apresentam 

temperaturas ótimas na faixa de 50 a 55 °C.
177-178  
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Figura 17 - Efeito da temperatura na atividade enzimática de endoglucanase I de T.harzianum, usando CMC como 

substrato. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

O perfil de pH foi traçado encubando as enzimas em CMC, diluídas em tampão ABF com 

valores de pH variando de 2,0 a 10,0. Surpreendentemente, tanto a ThCel7B-full quanto a 

ThCel7B-CCD mostraram atividade ótima em pH 3,0 e, nessas condições, não foi possível obter 

um perfil hiperbólico. Por isso, foi testado também, pH menor que 2,0 utilizando tampão 

HCl/KCl, vide Figura 18. 

 

 

Figura 18 -  Efeito do pH na atividade enzimática frente a CMC. Para testar pH menor que 2, foi utilizado tampão 

HCl/KCl e ph maiores que de 2, tampão ABF. A) ThCel7B -CCD e B) ThCel7B-full.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Analisando a Figura 18, é possível observar que mesmo quando o pH diminui para 

valores extremos de 2 e 1,5, a enzima mantém, respectivamente, 90 e 80% da sua atividade 
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máxima, mostrando que a endoglucanase I de Trichoderma harzianum possui uma forte 

preferência por pHs extremamente baixos. 

5.2.4 Investigação do pH com tampões ácidos 

 

Para investigar a influência da composição do tampão sobre a atividade enzimática e 

também se o comportamento ácido da enzima se mantinha frente outros sais, a ThCel7B-CCD 

teve sua atividade avaliada na presença de diferentes tampões ácidos. A Figura 19 demonstra o 

comportamento da enzima frente a essas condições. 

 

Figura 19 -  O gráfico mostra a influência de diferentes tampões ácidos na atividade de ThCel7B-CCD contra CMC 

como substrato.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

A enzima mostrou uma ligeira preferência por tampão citrato, quando em comparação 

com outros tampões no mesmo pH, e a atividade ao redor do pH 3 foi a melhor observada em 

todos os tampões testados. Tal comportamento fortemente ácido é incomum para as 

endoglucanases, que normalmente apresentam atividade ótima em condições ácidas moderadas, 

perto do pH 5.
179-180

 

Na literatura embora raro, há relatos de outras endoglucanases altamente ácidas, como é o 

caso de uma GH5 do fungo filamentoso Gloeophyllum trabeum (GtCel5B), que possui um pH 

ótimo de 3,5.
181

 No entanto, quando o pH é reduzido para 2,0, a atividade de GtCel5B diminui 

mais do que 80% 
181

 enquanto a ThCel7B aqui descrita retém mais do que 70% da sua atividade 
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em pH 1,5 (Figura 19). Outra endoglucanase também de Gloeophyllum trabeum com caráter 

acidofílico é uma GtCel12A com pH ótimo de 4,5. Esta enzima, foi capaz de reter cerca de 40% 

da sua atividade a pH 1,0.
182

 As razões pelas quais Cel7B de T. harzianum possui um pH ótimo 

tão baixo não estão quimicamente e estruturalmente evidenciadas.  

5.2.5 Clivagem de substratos 

 

A especificidade de substrato foi determinada através da medida de açúcares redutores 

liberados a partir de vários substratos de polissacarídeos.Tanto o domínio catalítico quanto a 

enzima inteira, exibiu atividade mais elevada em β-glucano, com atividade específica de 

aproximadamente 75 U.mg
-1

. Em seguida, observamos a preferência da enzima por xiloglucano 

(60% de atividade relativa à máxima observada em β-glucano); liquenano (53%), CMC (33%), e 

as menores atividades foram observadas em pNPC (22%), arabino xilano (20%) e xilano (16%), 

conforme mostrado na Figura 20. 

 

 

Figura 20 - A especificidade de substratos mostrada através do gráfico da atividade específica de ThCel7B-full e 

ThCel7B-CCD contra o conjunto de polissacarídeos com tempo de incubação de 15 minutos. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Para fins de comparação em relação à atividade específica, Hasper, et.al descreve três 

endoglucanases de Aspergillus niger, as quais ele chamou de EglA, EglB e EglC. Para as três 

enzimas, a especificidade de substrato foi determinada contra β-glucano e xiloglucano, sendo que 

a EglC foi a única que apresentou uma atividade para xiloglucano (19 U.mg
-1

) e não teve 

atividade para β-glucano, ao passo que a EglA e EglB apresentaram uma atividade específica de 

59 U.mg
-1 

e 22 U.mg
-1

,
 
respectivamente, contra o β-glucano.

183
 

Contra substratos cristalinos, a ThCel7B-full e ThCel7B-CCD tiveram suas atividades 

determinadas após 4 h de incubação, e também mostraram, embora em proporção bem menor, 

atividade contra o papel de filtro, PASC, Sigmacell 20, Avicel, celulose (Figura 21). 

 

Figura 21 - Especificidade de substratos mostrada através do gráfico da atividade específica de ThCel7B-full e 

ThCel7B-CCD contra celulose cristalina com tempo de incubação de 4 horas. 

 Fonte: Elaborada pela autora. 
 

As endoglucanases no geral, apresentam baixa atividade em celulose cristalina, uma vez 

que a habilidade para hidrolisar esses substratos depende da ação de enzimas processivas como as 

celobiohidrolases. 

Há pouco estudo sobre as hidrolases de glicosídeos da família 7 que reportaram a 

especificidade por substratos investigada em uma gama de substratos tão vasta, uma vez que as 

investigações geralmente são limitadas aos substratos mais comuns, como CMC e PASC. 

Vlasenko, et.al publicaram em 2010 um trabalho sobre a clivagem de substratos para mais de 30 

endoglucanases investigadas das famílias GHs 5, 6, 7, 9, 12, e 45 e relatam que, aparentemente, 
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há uma dependência entre a família e a especificidade, ou seja correlacionam estrutura e 

função.
184

 Especificamente em relação aos resultados para a GH 7, os mesmos corroboram com 

os nossos aqui obtidos, principalmente o fato de terem encontrado nessa família, a atividade em 

substratos pequenos, como pNPC. Para substratos hemicelulósicos, foi observada a atividade em 

xiloglucano, xilano, e arabinoxilano, do mesmo modo para ThCel7B aqui apresentado. 

A vasta gama de substratos que ThCel7B podem hidrolisar é uma característica 

tecnológica muito importante. Analisando os resultados aqui obtidos, podemos afirmar que há 

uma preferência da enzima para os substratos com ligações beta-1,4 e também beta-1,3. Além 

disso, a ThCel7B retém a atividade dentro de uma grande variedade de derivados de celulose e 

hemicelulose amorfos e solúveis, revelando um amplo leque das atividades hidrolíticas da 

endoglucanase de Trichoderma harzianum, contra os principais componentes da parede celular 

vegetal. Esse amplo espectro de atividades contra diferentes polissacarídeos é altamente atraente 

para a hidrólise enzimática, uma vez que esta se dá em substratos heterogêneos e complexos. 

5.2.6 Estabilidade térmica avaliada por Thermofluor 

 

Os experimentos de fluorimetria diferencial de varredura foram realizados a fim de 

monitorar a estabilidade térmica da proteína, nos permitindo a identificação dos melhores pHs 

para a manutenção da estabilidade da estrutura terciária de ThCel7B, em função da temperatura. 

Corroborando com os resultados anteriores, foi possível verificar a baixa estabilidade da 

proteína em meios básicos, com alto valor de pHs. As curvas para todos os pHs são mostradas na 

Figura 22, onde podemos observar os picos do sinal de fluorescência em diferentes temperaturas 

para cada pH testado. Em pHs mais elevados, mesmo a baixas temperaturas, detectamos um alto 

sinal de fluorescência, sugerindo que grande parte das moléculas da enzima já estava 

desenovelada. Este fato pode ser confirmado pelo baixo valor de Tm observado na figura para o 

pH 10 (~29
o
C ) em relação aos demais pHs. 
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Figura 22 - Curvas de Thermofluor para a ThCel7B-full e ThCel7B -CCD, obtidas por meio da análise da 

intensidade de fluorescência em função da temperatura.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Ainda analisando o gráfico da figura 22, podemos observar que, embora a ThCel7B-full e 

ThCel7B-CCD tivessem mostrado atividade ótima a pH 3, o ensaio de Thermofluor revelou que a 

termoestabilidade das enzimas foi mais elevada a pH 5. Isto sugere que a enzima requer uma 

certa flexibilidade conformacional para atingir a sua atividade ótima mas que esta flexibilidade 

não é assegurada pela conformação estrutural mais estável da proteína. 

A variação da temperatura de melting (Tm) para todos os pH testados (Figura 23) confirma 

o comportamento acidófilo da enzima.  

 

Figura 23 -  Variação da temperatura de melting (Tm) para todos os pH testados, sendo que o valor mais elevado de 

Tm foi observado para pH 5. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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No pH ótimo (pH 3), a Tm é de aproximadamente, 50 
o
C, enquanto que no pH mais 

estável (pH 5), a Tm está ao redor de 55
o
C, demonstrando um aumento significativo da 

estabilidade térmica da enzima em pH 5. A partir do pH 7 observa-se a diminuição progressiva 

dos valores de Tm e a estabilidade da proteína diminui drasticamente. 

5.2.7 Atividade residual 

 

As atividades residuais de ThCel7B-full e ThCel7B-CCD foram determinadas para os pHs 

onde houve maior atividade (pH 3) e aquele que garantiu a maior estabilidade térmica nos 

experimentos de Thermofluor (pH 5). Para isso, as enzimas foram incubadas em tampão citrato 

de sódio nesses dois pHs citados, e a atividade contra o CMC foi acompanhada ao longo do 

tempo.  

Este ensaio revelou que a endoglucanase I de Trichoderma harzianum é uma enzima com 

alta estabilidade, uma vez que no pH 3, a ThCel7B-full manteve 80% da sua atividade inicial até, 

aproximadamente, 10 horas de incubação a 55 °C, enquanto que a ThCel7B-CCD manteve os 

mesmos 80% da sua atividade máxima durante cerca de 6 horas. Mesmo após 48 h de incubação, 

o CCD ainda mantinha cerca de 20% de sua atividade original, enquanto que a proteína inteira 

atingiu 20% do nível de atividade somente após 5 dias de incubação contínua. Quando a mesma 

atividade residual foi determinada incubando as enzimas em tampão citrato pH 5,0 o resultado foi 

surpreendente, uma vez que após 2 meses de incubação, a enzima ainda apresentava, 

praticamente, a mesma atividade inicial (Figura 24). 
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Figura 24 -  Atividade residual de ThCel7B com valores apresentados em termos de atividade relativa. A atividade 

residual foi medida a 55°C em pH 3 e 5 ao longo de 100 dias.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Este resultado corrobora os dados de Thermofluor, que revelaram claramente que a maior 

termoestabilidade da enzima ocorre a pH 5,0. 

Quando comparamos os resultados aqui obtidos, com outras endoglucanases relatadas na 

literatura, não encontramos nenhuma enzima com estabilidade tão significativa. ThCel7B é muito 

mais estável que uma Cel5A de G. trabeum, por exemplo, que perde totalmente sua atividade em 

condições ácidas com menos de 2 horas de incubação.
181

 

5.2.8 Cinética enzimática 

 

Utilizando o xiloglucano como substrato, obtivemos os seguintes parâmetros cinéticos 

para a ThCel7B-full: KM 1,98 ± 0,47 g.L
−1

; Vmax 0,22 ± 0,095 μM.s
−1 

e Kcat 0,45 s
−1

. Para 

ThCel7B-CCD, o KM foi de 2,9 ± 0,6 g.L
−1

, Vmax 0,012 ± 0,009 μM.s
−1 

e Kcat 0,0545 s
−1

. 

Dividindo Kcat/KM, temos a eficiência catalítica 4 vezes maior para enzima inteira do que para o 

domínio catalítico, indicando que a deleção do CBM afeta de maneira direta esse parâmetro, 

conduzindo a uma perda significativa da eficiência. 
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Já quando o substrato utilizado foi o CMC, temos um KM 4,71 ± 0,27 g.L
−1 

e 3,14 ± 0,95 

g.L
−1 

para a enzima inteira e para o domínio catalítico, respectivamente, ou seja, temos uma 

diminuição pela aparente afinidade pelo substrato. Isso era esperado, uma vez que, a atividade 

contra o xiloglucano é, proporcionalmente, maior do que quando comparamos com o CMC. 

Na literatura não há dados cinéticos publicados da atividade de uma endoglucanase 

utilizando o xiloglucano como substrato, o que torna os resultados aqui apresentados, inéditos. 

Também é sabido que, realizar comparações de dados de cinética enzimática é, geralmente difícil 

devido ao fato de que as propriedades cinéticas são, comumente, reportadas em função de Km e 

Vmax, os quais apresentam uma grande variação na ordem de grandeza devido as diferentes 

metodologias utilizadas para quantificação, forma de representação dos valores obtidos, 

diferenças quanto ao substratos e condições experimentais, além é claro, da origem do extrato 

enzimático.
185

 

5.2.9 Eletroforese Capilar de Zona (CZE) 

 

O perfil de hidrólise da enzima foi traçado a partir de experimentos de eletroforese capilar 

de zona, utilizando a celohexaose marcada com APTS como substrato. 

Foi observado, conforme a Figura 25, um perfil hidrolítico semelhante para a ThCel7B-

full e ThCel7B-CCD, o qual é caracterizado pela a liberação de celobiose (C2), seguido de 

celotriose (C3) e celotetraose (C4). 
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Figura 25 - Eletroforese capilar de oligossacarídeo marcado com APTS. Produtos liberados por ThCel7B-full e 

ThCel7B- CCD após a hidrólise do substrato C6.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Com substratos simples, ou seja, aqueles que são pequenos fragmentos de fibra de 

celulose (baixos graus de polimerização) como C6, foi possível apontar que a enzima não é capaz 

de liberar monômeros de glicose, uma vez que houve ausência de celopentaose (C5) e glicose 

(G1). Estes resultados mostram um perfil típico de endoglucanase, com um padrão de clivagem 

de oligossacarídeos aleatório. 

Embora ao observar a figura, visualizamos para a enzima inteira, maior pico de C4 e 

também a presença de C6 residual após a hidrólise, isso não necessariamente indica diferença de 

eficiência se comparada ao domínio catalítico. A eletroforese capilar é utilizada para reunir 

informações qualitativas sobre o perfil de clivagem da enzima, ou seja, estes resultados não 

devem ser considerados uma análise quantitativa de produtos de hidrólise, não sendo possível 

afirmar se há mais liberação de C2, C3 ou C5. 

5.2.10 Produto de hidrólise analisado por espectroscopia de massas  

 

A fim de complementar os resultados obtidos pela eletroforese capilar, foi realizado o 

experimento de MALDI-TOF MS. Os ensaios de espectroscopia de massas do produto de 

hidrólise revelaram os oligossacarídeos liberados durante a atividade da endoglucanase, que 

corroboram com os dados de capilar. Através desses resultados foi possível observar a total 



113 
 

clivagem da celohexaose após os 10 minutos de reação e a formação de, principalmente, 

celobiose (C2), celotriose (C3) e celotetraose (C4) como produtos (Figura 26). 

 

Figura 26 - Espectro de massas do produto da hidrólise de ThCel7B-full e ThCel7B-CCD utilizando celohexaose 

como substrato.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Do mesmo modo que a eletrofores capilar, o experimento de espectrometria de massas é 

um ensaio qualitativo e não quantitativo, sendo assim impossível estimarmos as quantidades reais 

de cada produto. Muitas vezes o fato de não aparecer algum picos que correspondam à 

determinados produtos, na realidade pode ser que os níveis estivessem abaixo do limite de 

detecção.  

Os produtos da clivagem do C6 foram, principalmente, C4, C3 e C2. Para a construção da 

proteína inteira, foi detectado ainda, um pico de C5. 

5.2.11 Microscopia eletrônica de varredura com fonte de elétrons por emissão de campo 

(FESEM) 

 

Dada a elevada atividade enzimática da endoglucanase I de Trichoderma harzianum 

contra β-glucanos, flocos de aveia (rico nesse polissacarídeo) foram submetidos à hidrólise 

enzimática e posteriormente, analisado por microscopia. 
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São apresentadas as imagens de microscopia eletrônica de flocos de aveia antes e depois 

da hidrólise por ThCel7B-full (Figura 27) e ThCel7B-CCD (Figura 28) nos pH 3 e no pH 5.  

 

Figura 27 - Digitalização de imagens de microscopia eletrônica que exibem o efeito hidrolítico de ThCel7B-full em 

flocos de aveia. Imagens do controle da reação e dos efeitos da ação da enzima depois de 12 h a pH 3 e 5 

analisada em diferentes ampliações: 10 μm, e 3 μm. As setas brancas indicam regiões planas no controle; 

as setas amarelas indicam a formação de partículas esféricas após a hidrólise e as setas vermelhas 

exemplificam os grãos degradados. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Figura 28 - Digitalização de imagens de microscopia eletrônica que exibem o efeito hidrolítico de ThCel7B-CCD 

em floco de aveia. Imagens do controle da reação e dos efeitos da ação da enzima depois de 12 h a pH 

3 e 5 analisada em diferentes ampliações: 10 μm, e 3 μm. As setas indicam a formação de crateras 

(amarelas) e furos (vermelhas) como resultado da degradação enzimática. 

 Fonte: Elaborada pela autora. 

Controle pH 3 pH 5 

Controle pH 3 pH 5 
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Podemos observar nas Figuras 27 e 28, que a superfície da aveia antes da hidrólise 

enzimática (controle) é formada por grânulos de formas esféricas ou poliédricas, mais lisas e 

definidas. As imagens da aveia submetida a hidrólise enzimática, revelou a predominância dos 

inúmeros buracos na superfície dos grãos, superfícies mais irregulares, caracterizada por 

partículas que parecem ser resultantes do consumo das partículas maiores. A formação de 

cavidades sobre a superfície do substrato é uma evidência da ação da endoglucanase. No quadro 

da imagem com maior ampliação (3 μm), pode-se observar os efeitos de degradação do substrato, 

revelando que a superfície plana no controle, torna-se áspera e irregular nas amostras 

hidrolisadas. 

Comparativamente, o efeito do pH não pôde ser quantificado pelas análises de 

microscopia eletrônica e, embora a enzima tenha apresentado maior eficiência em valores de pH 

mais baixos o conjunto de imagens obtidas à pHs 3 e 5, foram semelhantes. Do mesmo modo, 

não houve diferença significativa entre o domínio catalítico e a enzima inteira relacionada com o 

efeito sobre o substrato de aveia. Provavelmente isso é devido ao tempo de hidrólise, no qual as 

enzimas já se encontravam em plateau na curva de atividade. 

Em geral, há poucos estudos na literatura voltados para a visualização da atividade da 

celulase por diferentes técnicas de microscopia disponíveis.
178,186

 Além disso, a maior parte dos 

trabalhos publicados retratam a atuação de celobiohidrolase I (CBHI) em substratos celulósicos. 

Deste modo, os resultados aqui apresentados representam um passo importante para a 

visualização de alterações que acontecem nos substratos durante a hidrólise enzimática. 

5.2.12 Dicroísmo circular 

 

Os espectros de dicroísmo circular, para os diferentes valores de pHs, permitiram a 

caracterização da estrutura secundária da proteína e como esta é influenciada pelas mudanças de 

pH. Quando observamos a proteína em pHs básicos (a partir do pH 7), o espectro é 

progressivamente alterado com uma perda do formato característico, ocorrendo um decréscimo 

na elipticidade molar, indicando uma diminuição do conteúdo de estrutura secundária regular, 

que é indicativo de desestruturação da molécula. Para a proteína inteira, observamos essa 

mudança nos espectros já a partir do pH 5 (Figura 29). Este comportamento, indica o forte do pH 
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sobre a estrutura secundária da enzima e sua preferência acidófila já vista anteriormente nos 

outros experimentos. 

 

Figura 29 -  Espectro de dicroísmo circular obtido em diferentes pH a 25°C e varredura do comprimento de onda de 

200 a 260 nm.A) ThCel7B-CCD e B)ThCel7B-full.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

A análise do espectro nos permite observar um valor mínimo de elipticidade na região de 

212 nm, correspondente ao pico característico de proteínas com folhas β, que é compatível à 

estrutura secundária de outras celulases
187; 188

. Um sinal negativo na região de 222 nm, que é 

típico de hélices α não foi detectado, sugerindo portanto um baixo teor de estruturas secundárias 

desse tipo. 

Em relação à desnaturação térmica, os resultados da análise em pH 3, sugerem que a 

partir de 65 
o
C, ocorre uma perturbação na estrutura secundária da proteína, culminando com a 

diminuição brusca da elipticidade, que tende a zero. Todos esses resultados corroboram com os 

experimentos de Thermofluor e de atividade hidrolítica. 

5.2.13 Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) 

 

Para investigar a presença de possíveis agregados que pudessem estar dificultando o 

processo de cristalização, foi realizado com a ThCel7B-CCD, um ensaio de espalhamento 

dinâmico de luz (DLS) em diferentes pHs, na tentativa de distinguir diferentes estados de 

oligomerização e/ou agregação da proteína.  

BA
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Quando a proteína foi analisado por DLS os perfis observados foram característicos de 

amostras de proteínas monodispersas em solução do pH 1 até o pH 7, sendo que os melhores 

scores foram observados para os pHs mais ácidos (1 a 5). A partir do pH 5 observamos que o 

perfil se altera e ocorre uma elevação do raio hidrodinâmico, o que corresponde a agregados de 

elevada massa molecular. Tal resultado corrobora com todos os outros resultados já obtidos, ou 

seja, a estabilidade da proteína está vinculada a pHs ácidos. 

Exemplificando, quando foi realizado a medida no tampão HCl/KCl de pH 1, a massa 

molecular foi estipulada em 47 ± 9 kDa e 100% das moléculas encontravam-se monodispersas. 

Quando o pH foi elevado para 6, em tampão citrato/ácido cítrico, a massa molecular manteve 47 

± 6 kDa mas houve o decaimento para 72.4% da monodispersão. Em pH elevado como o 10, 

ocorre um aumento na estimativa da massa molecular para 58 ± 2 kDa e 100% das moléculas se 

encontram polidispersa. 

5.3 Ligação enzimática improdutiva 

 

Para estudarmos a ligação enzimática improdutiva, realizamos após a hidrólise, um ensaio 

de diluição com e sem centrifugação, a fim de analisarmos de que modo a centrifugação interfere 

nesse processo. Na Figura 30, temos os resultados comparativos entre os processos com e sem 

centrifugação sobrepostos para as duas construções de ThCel7B. 

 

 

Figura 30 - Gráfico da influência da centrifugação no estudo de reversibilidade de adsorção para ThCel7B-full e 

ThCel7B-CCD, utilizando avicel como substrato. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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O gráfico traçado da figura 30 mostra em μmol/g uma função da concentração de enzima 

livre antes e após a diluição, mostrando a reversibilidade ou não da enzima ao substrato. É 

possível verificar que, para os experimentos de diluição sem centrifugação, ascendentes e 

descendentes são essencialmente sobrepostas e que a adsorção das celulases investigadas é 

totalmente reversível. Porém, o gráfico muda drasticamente se o complexo celulose/celulase é 

sedimentado por centrifugação antes da diluição. Neste caso, a isotérmica descendente é muito 

mais acentuada do que a isoterma ascendente, caracterizando uma irreversibilidade pronunciada. 

A reprodutibilidade conseguida nesses experimentos é bastante consistente, no sentido de que as 

isotérmicas ascendentes no experimento com e sem centrifugação foram sempre essencialmente 

idênticas. 

Outra informação que podemos tirar do gráfico é que, comparativamente temos maior 

concentração de enzima livre no experimento com a ThCel7B-CCD do que com ThCel7B-full, 

fato este que pode indicar que a adsorção está relacionada com a presença do CBM.  

Para poder afirmar categoricamente o que ocorre quando as amostras são submetidas à 

centrifugação, é necessário uma investigação mais aprofundada. No entanto, podemos especular 

que a compactação do sedimento pode mudar o substrato de forma a impedir ou retardar a 

liberação subsequente da enzima, analogamente como o que ocorre no processo de hornificação 

(baixa do conteúdo de água nas suspensões de celulose por secagem ou prensagem úmida) 

levando a uma redução ampla e irreversível do volume de poros e, consequente, redução na 

digestibilidade enzimática.
189

 

Notoriamente, muitos trabalhos usam a ressuspensão após o procedimento de 

centrifugação em seus protocolos experimentais, e nossos resultados sugerem que o 

processamento mecânico através da centrifugação e, possivelmente, outros tipos de compactação, 

podem comprometer a reciclagem de celulases. 

5.4 Sinergismo 

 

Após, expressão e purificação da celobiohidrolase I de Trichoderma harzianum 

(ThCel7A) em Aspergillus niger (Figura 31), a proteína foi caracterizada em função de pH e 

temperatura ótima para seguir com os ensaios de sinergismo. 



119 
 

 

Figura 31 - Gel SDS-PAGE 15% mostrando produção de celobiohidrolase I de Trichoderma harzianum. 1-ThCel7A 

após processo de purificação 2- Marcador de peso molecular. Destaque para a banda de 70kDa.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A atividade exoglucanásica da CBHI foi estudada em função do pH a 50 °C (temperatura 

ótima determinada experimentalmente) e com substrato solúvel pNPC (Figura 32). 

 

 

Figura 32 - Efeito do pH na atividade enzimática de ThCel7A utilizando pNPC como substrato e 50°C 

              Fonte: Elaborada pela autora 
 

A figura mostra que a atividade exoglucanase aumenta acompanhando o aumento de pH 

dentro da faixa de pH de 2 a 5, com valor máximo em pH 5 e em seguida diminui a partir do pH 

6. Com a confirmação da expressão e obtenção do pH e temperatura ótima para ThCel7A, demos 

continuidade aos estudos de sinergismo. 

1 2 

70kD
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5.4.1 Determinação das condições para ensaios enzimáticos  
 

O modelo mais amplamente aceito de sinergismo, endo-exo assume que existem duas 

classes distintas de celulases e a razão molar da mistura pode influenciar a taxa de hidrólise
99

. 

Para determinar a concentração de cada enzima a ser usada nas experiências de sinergismo, a 

atividade das celulase foram definidas em termos de FPU/g. 

A fim de usar uma quantidade mínima de proteína necessária para uma liberação eficiente 

de glicose nas reações, a carga de enzima foi fixada em 0,15 FPU / g de substrato, o que 

corresponde 260 nM de ThCel7A e 120 nM de ThCel7B.  

A variação das taxas de hidrólise em função do tempo também foi avaliada através da 

análise da glicose liberada após sete diferentes tempos de reação: 0,4, 1,0, 2,0, 3,0, 6,0, 24,0 e 

48,0 horas. Para ambas enzimas, a hidrólise do papel de filtro seguiu uma curva de perfil típico 

com uma rápida taxa hidrolítica inicial, seguida de uma diminuição gradual até atingir um 

patamar (Figura 33), comportamento típico para celulases, com a reação seguindo graus 

intermediários de conversão e então, a velocidade da reação diminui acentuadamente.
190

 

 

 

Figura 33 - Gráfico mostrando a quantidade de glicose liberada após a hidrólise enzimática do papel filtro em até 48 

horas de reação. ThCel7B (quadrado preto) e ThCel7A (círculo cinza). 

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

É possível observar, analisando o gráfico acima, que a hidrólise da celulose se estabiliza 

após 24 horas para ambas as enzimas. Nessas condições, tanto a ThCel7A quanto a ThCel7B já 

ocuparam os locais de clivagem disponíveis para a atividades enzimáticas dos 

monocomponentes. Nosso experimento não contou com a presença de β-glicosidades, então 
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principalmente em relação à CBHI, pode ser que a hidrólise não tenha sido continuada devido à 

inibição pela celobiose. 

Para garantir que o resultado que estávamos observando era devido ao sinergismo entre as 

enzimas, a BSA foi utilizada como controle para verificar o efeito de interações não específicas 

causadas pela adição de uma proteína não hidrolítica (Figura 34). A concentração de BSA 

utilizada foi equivalente à concentração de enzima aplicada nas experiências de sinergismo. 

 

Figura 34 - Gráfico da liberação de glicose após 24 horas de hidrólise do papel filtro por ThCel7B e ThCel7A 

agindo individualmente e em sinergia. Controle realizado na presença de BSA.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

A coluna da direita do gráfico da Figura 34, confirma que as celulases Cel7A e Cel7B de 

T. harzianum possuem um efeito sinérgico entre si, uma vez que a liberação de glicose no 

sinergismo foi 18% mais elevada do que a soma das atividades separadas. As celulases testadas 

individualmente, com adição de BSA não mostrou efeito significativo no total de glicose 

liberada, o que significa que não houve interação sinérgica entre eles. 

5.4.2 Influência do pH no sinergismo 

 

A influência do pH sobre a ação sinérgica de ThCel7A e ThCel7B foi avaliada variando o 

pH de 3 a 5. A quantidade de glicose liberada (μmol) pelas enzimas individualmente e em 

sinergismo são apresentados na Figura 35 
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Figura 35 - Gráfico mostrando a influência do pH na glicose liberada a partir da hidrólise do papel filtro por 

ThCel7A e ThCel7B individualmente e em sinergismo. 

 Fonte: Elaborada pela autora. 
 

A análise do gráfico mostra que o efeito sinérgico é maior no pH 5, com a quantidade de 

glicose liberada atingindo 0,18 μmol. Em termos de grau de sinergismo, o DS para o pH 3 não foi 

calculado devido a atividade da CBH ser praticamente nula, para o pH 4 o DS foi de 1,6 e para o 

pH 5 temos o maior valor de DS de 2,3. Em pH 5, o efeito sinérgico representa um aumento de 

cerca de 280% quando em comparação com celobiohidrolase atuando isoladamente, e um efeito 

ainda mais pronunciado de 450% quando comparado com a atividade da endoglucanase sozinha. 

Nossos resultados indicam que o efeito do pH sobre o sinergismo está significativamente 

influenciado pelo aumento da atividade exoglucanase em função do pH, uma vez que a 

diminuição da atividade de ThCel7B em pH 4 e pH 5, foi completamente suprida pelo aumento 

da atividade hidrolítica de ThCel7A. 

5.4.3 Sinergismo entre ThCel7A e ThCel7B em diferentes substratos 
 

Atualmente, é evidente que a combinação de atividades exo e endo deve resultar no 

aumento da taxa de hidrólise da celulose. Os nossos ensaios anteriores mostraram que há 

sinergismo decorrente da ação da endoglucanase ThCel7B em conjunto com a celobiohidrolase 

ThCel7A.  

Há uma variação considerável nas atividades de celulases dependendo do tipo de 

substrato, por isso é importante comparar o efeito de sinergismo em diferentes substratos. Para 
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isso, utilizando papel filtro e substratos de celulose bacteriana, realizamos ensaios a fim de 

comparar o grau de sinergismo (DS) entre ThCel7A e ThCel7B. Estes dois substratos, possuem 

propriedades distintas, incluindo o grau de polimerização e a cristalinidade, fatores com impacto 

direto na eficácia da desconstrução enzimática.
28

 Os resultados obtidos podem ser visualizados na 

Figura 36, onde relacionamos o grau de sinergismo e o tempo de reação. 

 

Figura 36 -  Gráfico do grau de sinergismo (DS) entre ThCel7B e ThCel7A calculado para papel de filtro e celulose 

bacteriana em função do tempo . a hidrólise foi realizada em pH 5 e a concentração de açúcar foi 

quantificada por método de DNS. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Os resultados mostrados no gráfico acima destacam que o DS entre ThCel7A e ThCel7B 

muda conforme o substrato e é mais elevado para o papel de filtro em comparação com a celulose 

bacteriana. Contudo, a Figura 37 mostra que a liberação de glicose é sempre mais elevada para 

celulose bacteriana em comparação com o papel filtro, quando as enzimas trabalham sozinhas. 

Isso implica que, para diferentes substratos, o sinergismo é maior onde a eficiência de hidrólise é 

menor, ou seja, o sinergismo se faz notado em substratos mais complexos e mais difíceis de 

serem hidrolisados. 

Papel filtro 

Celulose bacteriana 
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Figura 37 - Gráfico mostrando a glicose liberada medida durante a hidrólise dos monocompontes. É possível 

visualizar que a taxa em μmol é sempre maior em celulose bacteriana comparado com papel filtro.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Outra informação relevante que podemos tirar desse experimento é que o grau de 

sinergismo é mais elevado para tempos de hidrólise mais curtos, e diminui gradualmente com o 

tempo de reação. Este comportamento se deve, provavelmente à elevada taxa de hidrólise inicial 

de enzimas separadas, como a da endoglucanase frente aos constituintes amorfos dos substratos 

celulósicos.
191

 

5.4.4 Análise do sinergismo em celulose bacteriana por microscopia eletrônica 

 

Com o objetivo de investigar mudanças morfológicas introduzidas na celulose bacteriana 

pela hidrólise enzimática de ThCel7A em sinergismo com ThCel7B, utilizamos a técnica 

FASEM. A Figura 38 mostra imagens obtidas por microscopia da celulose bacteriana antes e 

após 48 h de hidrólise a uma temperatura de 50 °C e pH 5.0.  

Antes do tratamento enzimático, a morfologia da celulose bacteriana é caracterizada por 

fibras entrelaçadas e bem definidas. Após a ação da celobiohidrolase, observamos o aparecimento 

de regiões não fibrilares, tais como visto no quadro b da Figura 38. Além disso, depois de uma 

observação cuidadosa de um grande número de amostras tratadas com esta enzima por 48 horas, 

é possível observar que a rede de fibras da celulose bacteriana fica um pouco mais aberta. 
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O quadro c da Figura 38 mostra a celulose bacteriana submetida à hidrólise por ThCel7B 

e que resultou em uma amorfização e amolecimento da superfície das fibras. Esta alteração 

morfológica, provavelmente, está relacionada com o ataque da endoglucanase aos "defeitos" 

encontrados ao longo da superfície da fibra. O último quadro (d), mostra o efeito sinérgico da 

ThCel7A com a ThCEl7B na celulose bacteriana, com uma pobre definição do contorno das 

fibras de celulose, o que indica a presença de material hidrolisado na sua superfície. 

 

Figura 38 -  Imagens de FESEM obtidas da celulose bacteriana. A) Controle antes da hidrólise. B) Após hidrólise 

com ThCel7A; C) Após hidrólise com ThCEl7B; D) Após hidrólise com ThCel7A + ThCEl7B. Os 

experimentos foram conduzidos por 48 horas, a 50°C e pH 5. Escala 3μm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Ao analisar as alterações morfológicas em menor tempo de hidrólise (12 horas), foi 

observado uma tendência muito similar. Tempos de hidrólise mais curtos não puderam ser 

avaliados, uma vez que as alterações morfológicas são demasiadamente pequenas para serem 

notadas. 

(a) Controle (b)ThCel7A 

(c)ThCel7B (d) ThCel7A + ThCel7A 

ThCel7B 
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5.4.5 Análise da liberação de açúcar redutor total, solúvel e insolúvel produzidos na 

hidrólise em sinergismo 

 

Na tentativa de compreender a forma como a atividade de cada enzima influencia o 

sinergismo, avaliamos a liberação de extremidades redutoras por endo e exoglucanases, a partir 

do papel de filtro em frações solúveis e insolúveis.  

A Tabela 4 indica que a quantidade de açúcares solúveis liberadas por hidrólise é superior 

em todas as amostras (ThCel7B, ThCel7A e sinergismo) quando comparada com os açúcares 

redutores insolúveis. Como era esperado de uma endoglucanase, a ThCel7B, produz uma 

quantidade ligeiramente superior de extremidades redutoras insolúveis. Além disso, segundo 

Silveira (2014), a quantidade de açúcar solúvel e insolúvel pode mudar em relação à 

concentração do preparado enzimático.
167

  

Um resultado surpreendente foi que as frações de açúcares solúveis liberados que eram 54 

e 64% sob a ação das ThCel7B e ThCel7A, respectivamente, aumentou drasticamente para 92% 

sob a ação cooperativa destas duas enzimas, o que pode indicar que na ausência de 

endoglucanases, a elevada processividade intrínseca da exoglucanase foi limitada pelo modelo de 

substrato. Wang et.al (2013) em um trabalho recente, usando a microscopia de força atômica de 

alta resolução para estudar a degradação da celulose bacteriana após hidrólise em sinergismo de 

duas exoglucanases e uma endoglucanase de Trichoderma reesei, mostrou que os efeitos eram 

dependentes da ordem de adição das enzimas e que a eficiência hidrolítica foi maior quando a 

celobiohidrolase foi adicionada em amostra previamente tratada com a endoglucanase. De acordo 

com os autores, a ação da endoglucanase resultou na remoção de celulose amorfa, ao mesmo 

tempo que amaciou e inchou as fibras, expondo as microfibrilas e facilitando ataque da 

exoglucanase.
192

 

 

Tabela 4- Açúcares redutores solúveis e insolúveis gerados por ThCel7B (endoglucanase) e ThCel7A 

(exoglucanase), agindo individualmente ou em sinergismo.  

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

Enzima 

Açúcar redutor                     

(% do total) 
Solúvel/Insolúvel  

Solúvel Insolúvel 
 

ThCel7B 54 ± 2 46 ± 4 1.17 

ThCel7A 64 ± 2 36 ± 4 1.75 

ThCel7A+

ThCel7B 
92 ± 4 8 ± 5 13.14 
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Este experimento também fornece informações sobre a capacidade de processamento da 

enzima, a qual está relacionada com a distribuição de açúcares redutores solúvel e insolúveis 

provenientes do papel de filtro. Uma vez que exoglucanases produzem mais unidades de 

celobiose livres, são consideradas mais processivas enquanto que as endoglucanases 

normalmente clivam a cadeia de celulose aleatoriamente, produzindo extremidades redutoras que 

permanecem agregados ao papel de filtro. Deste modo, proporcionalmente quanto mais açúcar 

redutor solúvel for medido, maior será a processividade da enzima. Experimentalmente, as baixas 

razões entre a produção de açúcar solúvel e insolúvel, produzidos pelas celulases 

individualmente, indicam a baixa capacidade de processamento aparente neste substrato. Quando 

as duas enzimas agem juntas, esse grau processabilidade aumenta substancialmente.  

Em resumo, em concordância com trabalhos anteriores, nossos resultados evidenciam que 

a atividade de endoglucanase parece ser um fator importante e talvez até limitante para a sinergia 

endo-exo sobre substratos insolúveis.
167; 192

 

5.5 Hidrólise em bagaço de cana de açúcar 

 

Para analisar detalhadamente a ação enzimática de ThCel7B em amostras mais 

complexas, utilizamos esta proteína para hidrólise do bagaço de cana pré-tratado e investigamos a 

eficiência de hidrólise. As quantidades de glicose liberada pela enzima nos diferentes bagaço de 

cana pré-tratado e in natura (sem pré-tratamento) estão apresentadas na Figura 39. 

 

 

Figura 39 - Gráfico de glicose liberada pela ThCel7B em substratos de bagaço de cana de açúcar tratados 

sob diferentes condições. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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A liberação de glicose foi calculada por subtração da quantidade de glicose residual 

presente nos controles (bagaço + tampão). Isto é importante porque o bagaço possui uma 

quantidade significativa de sacarose residual, a qual deve ser considerada. 

A melhor eficiência de hidrólise da ThCel7B foi observada na amostra Org 50, seguida 

em ordem decrescente por H30> in natura> Org 150> Comb30/150. Olhando a tabela de 

composição do bagaço (Tabela 3Erro! Fonte de referência não encontrada.) podemos correlacionar 

que o bagaço onde a enzima teve maior eficiência (Org 50) contém elevada percentagem de 

hemicelulose na sua composição (~15%) quando comparado com o comb 30/150 (~5%), no qual 

a eficiência foi a menor. Comparando a hidrólise entre o mesmo tipo de tratamento, Org 50 e Org 

150, observamos um acentuado decréscimo na quantidade de açúcar liberado para o segundo, 

fator que está, provavelmente, relacionado com a diminuição na composição de hemicelulose de 

15% para 9%. A preferência de ThCel7B por substratos hemicelulósico já havia sido confirmada 

ao investigarmos a clivagem no painel de substratos e obtido como substrato de maior atividade 

enzimática, o β-glucano e xiloglucano. Agora em substrato complexo, verificamos que essa 

preferência é real e se mantém. 

Apesar do bagaço in natura e o pré tratado H30, possuírem maior porcentagem de 

hemicelulose (~20%) eles apresentam alto teor de lignina (~29%) se comparado ao Org 50 

(~22%), o que dificulta o acesso enzimático ao substrato.  

5.6 Cristalografia de proteínas 

 

Embora várias endoglucanases GH7 tenham sido caracterizadas bioquimicamente, há 

apenas três estruturas cristalográficas desta família disponíveis no banco de dados PDB: HiCel7B 

de Humicola insolens (PDB id: 1A39);
193

 FoCel7B de Fusarium oxysporum (PDB id: 1OVW)
194

 

e TrCel7B de Trichoderma. reesei (PDB id: 1EG1).
69

 Apesar desta última ser entre as 

endoglucanases, a enzima mais relevante industrialmente, uma compreensão completa da relação 

estrutura-função fica comprometida devido a baixa resolução da estrutura (3,6 Å de resolução). 

Assim, na tentativa de obter uma estrutura cristalográfica com melhor resolução e análises mais 

detalhadas da estrutura da proteína, muitos esforços foram concentrados para conseguir cristalizar 

a ThCel7B. 
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Após todos os ensaios de cristalização, realizados com ThCel7B-CCD, foram observados 

pequenos cristais na condição de 0,1 M de sulfato de amônio e 0,05 M de Tris-HCl a pH 7,5, os 

quais foram utilizados no “seeding”. Decorrido 3 meses, na mesma condição anteriormente 

descrita houve surgimento de um único cristal, que levou cerca de 8 meses para chegar no 

tamanho final de 0,2 mm e submetido à experimentos de difração de raios-X. 

O cristal obtido foi submetido ao experimento de difração de raios-X, em condições 

criogênicas e apresentou padrões de difração bem definidos, aparentemente sem sobreposição de 

pontos (overlaps). Os dados foram integrados a uma resolução máxima de 3,2 Å usando o 

programa XDS,e o escalonamento foi realizado com o programa Aimless Os parâmetros e as 

estatísticas de processamento desse conjunto de dados se encontram na tabela a seguir (Tabela 5).  

 

Tabela 5- Parâmetros e estatísticas da coleta e processamento dos dados cristalográficos da enzima ThCel7B-CCD.  

  

ThCel7B CCD 

Detector APEX II CCD 

Comprimento de onda (Å) 1,54 

Intervalo de Resolução (Å) 29,8  - 3,2 (3,3  - 3,2) 

Grupo espacial P 21 21 21 

Célula unitária (a, b, c; Å) 74,6 99,4    114,1 

Reflexões únicas 14522 (1427) 

Multiplicidade 27 (19) 

Completeza (%) 99,95 (99,79) 

Rp.i.m (%) 18,6 (43,7) 

I/σ(I)› 5,7 (2,3) 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

O processo de obtenção das fases do conjunto experimental de dados foi realizado por 

meio do método de substituição molecular, utilizando o programa PHASER e o modelo da 

endoglucanase I de Trichoderma reesei (87% de identidade sequencial). Posteriormente à 

obtenção de um modelo inicial, realizamos o refinamento do mesmo com o programa Phenix e 

Coot. O programa MOLPROBIT foi utilizado para a validação do modelo, cujos os diagramas 

construídos demonstraram a qualidade do modelo final da estrutura. A tabela mostra os 

parâmetros e estatísticas resultantes após a finalização do processo de refinamento. 
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Tabela 6 - Parâmetros e estatísticas resultantes do processo de refinamento dos dados cristalográficos da 

enzima ThCel7B-CCD 

ThCel7B-CCD 

Resolução (Å) 3,2 

R-work (%) 21,11 (31,9) 

R-free (%) 25,0 (34,4) 

Distância das ligações (Å)  0,016 

Ângulo das ligações (°) 1,44 

Ramachandran favored (%) 95 

Ramachandran outliers (%) 0 

Clashscore 10,78 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

O modelo final é composto por duas cadeias de ThCel7B-CCD, entretanto, nenhum 

contato sugere que esta forma é estável em solução, confirmando com experimentos anteriores, 

que a proteína é monômero. A estrutura do monômero da enzima é composta por 24 fitas β e 8 

hélices α, onde as fitas β formam duas folhas β que ficam uma de frente para outra (Figura 40), 

formando um β sanduíche, com uma longa fenda de ligação de celulose (sítio catalítico), do 

mesmo modo que nas outras endoglucanase β-1,4.
69; 193; 194
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Figura 40 -  Estrutura de raios-X de ThCel7B-CCD. β-jelly roll com o sítio catalítico. Os aminoácidos catalíticos 

importantes como Glu196 e Glu201 são mostrados na forma de stick, assim como assistente catalítico 

Asp198. 

 Fonte: Elaborada pela autora. 

O modelo estrutural apresenta 8 pontes de sulfeto (cisteínas: 19-25, 49-70, 60-66, 139-

338, 175-193, 194-171, 214-219 e 224-293) e duas glicosilações (Asn56 e Asn153). O sítio 

catalítico com os sub sítios na face côncava do β-sanduíche possui 48 Å de comprimento e 32 Å 

largura, ao longo das fitas 7, 9, 10, 11 e 14. A distância entre os aminoácidos catalíticos Glu196 e 

Glu201 é de 5,4 Å, típico de hidrolases da família GH 7com mecanismo catalítico do tipo de 

retenção.
195

 

Surpreendentemente, através da geração dos posicionamentos de simetria cristalográficas 

da unidade assimétrica a glicosilação Asn56 (NAG 375 e 376 e BMA 377) "doca" para o produto 

final do sítio catalítico da molécula de proteína adjacente. Particularmente, a beta manosidase 

377 (BMA 377) e a n-acetil glucosamina 376 (NAG 376) estão ocupando os sub sítios +1 e +2 no 

sítio ativo de ThCel7B, sendo que BMA interage fortemente com o sítio catalítico através de 

pontes de hidrogênio.Um átomo de oxigênio da BMA interage com oxigênio do Glu201 de 

maneira esperada para o produto de hidrólise. Esta ocorrência possui semelhança estrutural 

notável, com as estruturas de endoglucanase e celobiohidrolase disponíveis com ligantes 

cristalizados no sítio ativo. 
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De posse dos dados estruturais, foi possível também, investigar as interações enzima-

substrato utilizando simulações de dinâmica molecular (MD), as quais foram realizadas pelo 

Prof. Dr. Milton Sonoda. Foram identificadas conformações de carboidratos específicos e 

interações enzima-substrato que provocam a distorção do substrato no subsítio -1 para que possa 

ocorrer a catálise. As simulações também revelaram um sub sítio de ligação adicional, localizado 

ao lado do sub sítio +2, o qual parece ser importante para a ligação e reconhecimento de 

substratos particulares, elucidando a preferência pela clivagem de determinados substratos pela 

ThCel7B. 
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Conclusões e Perspectivas 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Mas na profissão, além de amar tem de saber. E o saber leva tempo pra crescer". 

Rubem Alves 
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 6 Conclusões e Perspectivas 

 

O presente trabalho determinou as características bioquímicas, biofísicas e estruturais da 

endoglucanase I Cel7B do fungo Trichoderma harzianum, apresentando resultados que 

contribuem para a compreensão das propriedades funcionais dessa enzima em particular bem 

como de outras celulases pertencentes à família GH7. 

Tanto o domínio catalítico, quanto a proteína inteira de ThCel7B, possuem atividade 

enzimática dentro de uma vasta variedade de substratos derivados de celulose e hemicelulose, 

com elevado nível hidrolítico em substratos com ligações β-1,4 e ligações mista β-1,3 e β-1,4, 

como por exemplo o β-glucano, no qual a atividade enzimática específica foi de 75 U mg
-1.

, 

maior atividade observada dentro do painel de substratos testado. Quando testada em substrato 

complexo, como a biomassa de cana de açúcar submetida a diferentes pré-tratamentos, a 

ThCel7B foi capaz de hidrolisar o bagaço, sendo que, a maior taxa hidrolítica se deu no bagaço 

Org 50, que em sua composição apresenta alta taxa de hemicelulose e baixa taxa de lignina. 

Outro dado relevante refere-se à determinação das condições ótimas para a atividade da enzima, 

especificamente acerca do pH (pH 3 e temperatura de 55 
o
C ), sendo que o melhor pH para a 

estabilidade térmica de ThCel7B-CCD e ThCEl7B-full foi de 5 (Tm de 55 
o
C), conforme 

evidenciado pelos ensaios de Thermofluor. Os dados de cinética enzimática utilizando 

xiloglucano como substrato permitiram a determinação dos de um Km de 1,98 ± 0,47 g.L
−1

 para 

proteína inteira e 2,9 ± 0,6 g.L
−1

 para a construção contendo o CCD, enquanto que o Vmax foi 

0,22 ± 0,095 μM.s
−1 

para ThCel7B-full e 0.012 ± 0.009 μM.s−1 para ThCel7B-CCD, mostrando 

que a deleção do CBM altera a eficiência catalítica. Os ensaios de atividade residual foram 

surpreendentes, uma vez incubada a 50 
o
C e no pH de maior estabilidade térmica (pH 5), a 

enzima manteve sua atividade intacta ao longo de 2 meses. A análise de flocos de aveia 

hidrolisados por ThCel7B permitiu a visualização dos efeitos da atividade hidrolítica da enzima, 

enquanto que experimentos de eletroforese capilar e espectroscopia de massas desenharam um 

perfil de degradação típico de endoglucanase, tendo a liberação de celotetraose, celotriose e 

celobiose após hidrólise da celohexaose. A técnica de dicroísmo circular mostrou espectros 

típicos de proteínas formadas majoritariamente por folhas β e os resultados de desnaturação 

térmica, mostrou que ThCel7B sofre perturbação da estrutura secundária em pHs elevados. 



136 
 

Espalhamento dinâmico de luz (DLS) também mostrou a influência do pH na estabilidade 

proteica, sendo que em pH acima de 6 a proteína se encontra polidispersa em solução. 

Os experimentos de diluição utilizando ou não a centrifugação foram realizados a fim de 

elucidar a ligação improdutiva da celulase em substrato cristalino, e comprovou que a adsorção é 

100% reversível quando não ocorre a centrifugação. Já os ensaios de sinergismo mostraram o 

efeito sinérgico entre ThCel7B e ThCel7A, com DS de 3 quando testado em papel filtro e pH 5; 

também ficou evidenciado que o grau de sinergismo é influenciado pelo tipo de substrato, sendo 

maior em papel filtro quando comparado com o obtido em celulose bacteriana e pelo tempo de 

reação, uma vez que em tempos menores o grau de sinergismo é maior. O sinergismo entre a 

endoglucanase e celobiohidrolase também foi visualizado por microscopia eletrônica, através da 

análise de amostras de celulose bacteriana hidrolisada por 24 horas. A quantificação de liberação 

de açúcares redutor insolúvel foi de 46 ± 4% para ThCel7B e 36 ± 4% para ThCel7A, sendo que 

este valor cai para 8 ± 5% quando as duas enzimas estão em sinergismo, demonstrando que 

quando endoglucanase e celobiohidrolase agem juntas, a quantidade de açúcar redutor solúvel 

aumenta consideravelmente. 

A estrutura cristalográfica da ThCel7B-CCD confirmou que o enovelamento é do tipo 

sanduíche de folhas β, com sítio catalítico do tipo fenda, que é bastante conservado dentre as 

hidrolases de glicosídeos da família 7, e os resíduos catalíticos foram identificados como sendo o 

Glu196 e Glu201. 

Além dos resultados científicos aqui apresentados e discutidos, este trabalho 

proporcionou o aperfeiçoamento na formação profissional e pessoal desta doutoranda, através do 

estudo, aprendizado e utilização de diferentes técnicas biofísicas e bioquímicas que foram 

aplicadas na caracterização da proteína. As colaborações com pesquisadores de diferentes grupos 

de pesquisa nacionais e internacionais permitiram discussões produtivas, aperfeiçoamento de 

metodologias aplicadas além da amplificação do conhecimento. 

Como perspectivas futuras, há a possibilidade de utilizar a enzima em questão para 

estudos de sinergismo voltado viabilização de coquetel enzimático, em conjunto com LPMOs e 

β-glicosidades. Há também a possibilidade de nos aprofundar no aprendizado e entendimento da 

processividade, visamos uma melhor compreensão da especificidade enzimática e dos 

mecanismos de ação, no contexto da parede celular e sobre carboidratos isolados.  

  



137 
 

Referências 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos não é senão uma gota de água no mar. Mas o 
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Anexo I 

 

Tabela 7 - Composição do meio de cultura CM (Complete medium) 

Reagente Concentração 

D-glicose 10 g L
-1

 

Peptona 2 g L
-1

 

Extrato de levedura 1 g L
-1

 

Casamino ácida 1 g L
-1

 

Uracila 1,1 g L
-1

 

Solução 20 X de sais de nitrato 

NaNO3 

KCl 

KH2PO4 

K2HPO4 

5% (v v
-1

) 

120 g L
-1

 

10,4 g L
-1

 

16,3 g L
-1

 

20,9 g L
-1

 

Solução de vitaminas (100x) 

Riboflavina 

Tiamina-HCl 

Nicotinamida 

Piridoxina-HCl 

Ácido pantotênico 

Biotina 

0,1% (v v
-1

) 

0,2 g L
-1

 

0,2 g L
-1

 

0,2 g L
-1

 

0,1 g L
-1

 

0,02 g L
-1

 

0,0004 g L
-1

 

Solução de oligoelementos 

ZnSO4-7H2O 

H3BO3 

FeSO4-7H2O 

CoCL2-6H2O 

CuSO4-5H2O 

MnCl2-4H2O 

Na2MoO4-2H2O 

EDTA 

0,1% (v v
-1

) 

22 g L
-1 

11 g L
-1 

5 g L
-1 

1,7 g L
-1 

1,6 g L
-1 

5 g L
-1 

1,5 g L
-1 

50 

Solução de uridina 100 mM  1% (v v
-1

) 

Solução estoque de MgSO4 2,25 M  0,5% (v v
-1

) 
Fonte: Elaborada pela autora 
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Tabela 8 - Composição do meio de cultura SRM (Selective Regeneration Medium) 

Reagente Concentração 
Sacarose  340 g L

-1
 

Solução 1 (40X) 

NaNO3 

KCl 

KH2PO4 

Solução de KOH 4M 

2,5% (v v
-1

) 

240 g L
-1 

20,8 g L
-1

 

60,8 g L
-1

 

4,5 % (v v
-1

) 

Ágar  17,5 g L
-1

 

Solução de oligoelementos 

ZnSO4-7H2O 

H3BO3 

FeSO4-7H2O 

CoCL2-6H2O 

CuSO4-5H2O 

MnCl2-4H2O 

Na2MoO4-2H2O 

EDTA 

0,1% (v v
-1

) 

22 g L
-1 

11 g L
-1 

5 g L
-1 

1,7 g L
-1 

1,6 g L
-1 

5 g L
-1 

1,5 g L
-1 

50 

Solução 2 (40X) 

MgSO4-7H2O 

2,5% (v v
-1

) 

20,8 g L
-1

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Tabela 9 - Composição do meio MM J 

Reagente Concentração 
D-maltose 40 g L

-1
 

Solução 20 X de sais de nitrato 

NaNO3 

KCl 

KH2PO4 

K2HPO4 

5% (v v
-1

) 

120 g L
-1

 

10,4 g L
-1

 

16,3 g L
-1

 

20,9 g L
-1

 

Solução estoque de MgSO4 2,25 M  2 % (v v
-1

) 

Solução de oligoelementos 

ZnSO4-7H2O 

H3BO3 

FeSO4-7H2O 

CoCL2-6H2O 

CuSO4-5H2O 

MnCl2-4H2O 

Na2MoO4-2H2O 

EDTA 

0,1% (v v
-1

) 

22 g L
-1 

11 g L
-1 

5 g L
-1 

1,7 g L
-1 

1,6 g L
-1 

5 g L
-1 

1,5 g L
-1 

50 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Anexo II 

 Patentes e registro referente ao período de doutoramento: 

 

Igor Polikarpov; Vanessa O. A. Pellegrini; Viviane I. Serpa. “Oligonucleotídeos para 

produção de endoglucanase, sequências para produção de endoglucanase, processo 

de obtenção de endoglucanase e usos da endoglucanase”. Categoria: Produto e 

Processo. País: Brasil. Natureza: Patente de Invenção. Número do registro: 

BR10201301080. Data de depósito: 02/05/2013. 
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