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Resumo

Humicola grisea var. thermoidea é um fungo termofilico que apresenta um sistema
celulolitico com potencial para aplicagdo em processos de degradagdo de material
lignoceluldsico para producdo de etanol. O crescente interesse nesse combustivel e a
abundancia de materiais lignoceluldsicos que podem ser usados como matéria-prima (como
rejeitos agricolas) fez aumentar o interesse no estudo de celulases. A expressao de celulases
em S. cerevisiae ¢ interessante pois esse microrganismo pode ser utilizado diretamente em
processos de sacarificagdo e fermentagdo simultaneas (SSF) para producdo de etanol.
Anteriormente os cDNA da cbh1.2 e bgl4 de H. grisea var. thermoidea foram expressos em
levedura. Neste trabalho o cDNA do gene de egl2 desse fungo foi amplificado por RT-PCR
e clonado no vetor de expressao pAAHS5 de Saccharomyces cerevisiae. Este vetor foi
utilizado para transformar a linhagem MFL de S. cerevisae com genoétipo leu2’. A atividade
enzimatica dos transformantes foi detectada por ensaio com Congo Red em placas contendo
carboximetilcelulose (CMC) como substrato. A endoglicanase 2 de H. grisea var.
thermoidea foi expressa em S. cerevisiae sob controle do promotor ADH1 e a levedura
produziu a enzima em sua forma ativa. A enzima EGL2 recombinante possui massa
molecular de 55 kDa e sua atividade enzimatica foi caracterizada. Essa enzima apresentou
atividade 6tima em pH 5,0 e em temperaturas entre 50 e 60° C. EGL2 manteve
aproximadamente 80% de sua atividade apds pré-incubagdo a 50 °C por 6 horas,
mostrando-se estdvel nessa temperatura. A enzima apresentou atividade sobre papel de
filtro e atividade significativa sobre celulose microcristalina. Esta enzima foi capaz de
hidrolisar o substrato sintético MUC, indicando que a enzima tem atividade sobre pequenos

celo-oligossacarideos.



Abstract

Humicola grisea var. thermoidea is a thermophilic fungus that produces high levels
of cellulases which has high potential for use in lignocellulose degradation for ethanol
production. With the increasing interest on this fuel and the amount of lignocellulosic
wastes that can be used as raw material, new cellulases are characterized each day. Strains
of S. cerevisiae expressing cellulases can be used in simultancous saccharification and
fermentation process (SSF) for ethanol production. Previously, cbhl.2 and bgl4 ¢cDNAs
from H. grisea var. thermoidea was expressed in yeast. In this work, egl2 cDNA from this
fungus was obtained by RT-PCR and inserted into a Saccharomyces cerevisiae expression
vector. The resulting molecular construction was introduced into a leu2 S. cerevisiae strain.
Enzymatic activity in the transformants were detected by the Congo red assay using
carboxymethil cellulose (CMC) as substrate. Endoglucanase 2 from H. grisea var.
thermoidea was expressed in S. cerevisiae under the control of ADHI1 promoter and the
enzyme was in its active form. Recombinant EGL2 presented a molecular mass of 55 kDa.
This enzyme has an optimal pH of 5.0 and optimal temperatures between 50 and 60 °C.
Recombinant EGL2 retained 80% of the initial activity after incubation at 50 °C up to 6
hours. The enzyme showed high activity toward filter paper and significantly activity
toward microcrystalline cellulose. The activity toward the synthetic substrate MUC was

observed, indicating that this enzyme can hydrolize small cellooligosaccharides.



Introducao

1. Utilizacdo de biomassa para producao de etanol

A busca por fontes de energia alternativas aos combustiveis fosseis tem crescido
devido a inevitavel diminui¢do das reservas de petréleo e o seu conseqiiente aumento
de prego. O etanol ganha importancia no cenario mundial como principal op¢ao de fonte
de energia alternativa ao petréleo em curto prazo. Esse combustivel apresenta baixo
custo de producao, baixos niveis de poluicdo e, em relagdo a sua matéria-prima, ¢
considerado renovavel (Tokarski, 2005). O custo médio de producdo de um litro de
etanol no Brasil ¢ de US$ 0,23, enquanto que nos Estados Unidos e na Europa esses
valores sao de US$ 0,33 e USS$ 0,56, respectivamente (Veiga Filho, 2004). O Brasil
domina a produgdo de etanol a partir de cana-de-agucar, possuindo 300 usinas em
operacdo no pais e ¢ responsavel pela produgdo de um ter¢o da produgcdo mundial de
etanol (Lin & Tanaka, 2006). Os Estados Unidos sdo o segundo maior produtor de
etanol do mundo, obtendo o produto a partir do amido de milho. O produto nesse pais &,
porém, subsidiado pelo governo para manter a produgdo. O valor do subsidio ¢ maior
que o custo da produgdo de etanol no Brasil (Leite, 2005). O etanol apresenta ainda
algumas vantagens em relagdo a gasolina que justificam sua importancia. Possui maior
octanagem (resisténcia a compressao sem entrar em combustdo), maior eficiéncia de
combustdo, produz menos fumaga e menos residuos provenientes da queima (Demain et
al., 2005). Além disso, o etanol contribui para a redugdo na emissdo de CO; na
atmosfera como determina o Protocolo de Kyoto, uma vez que o géas carbonico emitido
pela combustdo, foi originalmente absorvido do ar pelas plantas utilizadas como
matéria-prima para producao do alcool (Lin & Tanaka, 2006). Diversos paises tém
adotado medidas para aderirem as exigéncias ambientais do Protocolo de Kioto. A
Unido européia passou a recomendar o uso de 2% de combustiveis de origem renovavel
na gasolina e o Japao pretende adicionar 3% de etanol a sua gasolina (Veiga Filho,
2004; Tokarski, 2005). Essas medidas fazem com que haja um aumento substancial na
demanda mundial de etanol e estimula os paises a comprarem ou produzirem o
combustivel. Uma das estratégias para atender as exigéncias de exportacdo de etanol
adotadas pelo Brasil foi de reduzir o teor desse combustivel adicionado a gasolina. Por

determinagdo do governo, a porcentagem de etanol adicionada a gasolina cai de 25 para



20%, causando aumento na demanda interna de gasolina e conseqiiente aumento na
emissdo de mondxido de carbono no ar (Lage, 2006).

Uma possibilidade de aumento na producdo mundial de etanol ¢ a utilizagdo de
biomassa em larga escala. Essa matéria-prima apresenta grande disponibilidade, uma
vez que somente a partir de residuos agricolas pode-se obter cerca de 180 milhdes de
toneladas por ano. Biomassa também pode ser obtida a partir de residuos municipais e
das industrias de papel, que contribuem, juntamente com os residuos agricolas, com o
problema da poluicdo (Demain et al., 2005; Lin & Tanaka, 2006). Outro aspecto
interessante em relacdo a utilizagdo da biomassa ¢ a sua contribui¢do para o
desenvolvimento sustentdvel. Enquanto o preco da gasolina esta ligado ao petréleo,
paises de base agricola podem desenvolver uma economia doméstica devido a
disponibilidade dos recursos, além da geracdo de empregos na drea rural (Mielenz,
2001; Lin & Tanaka, 2006).

Embora a producdo de etanol a partir de cana-de-agucar seja relativamente
simples, o processo utilizando biomassa ¢ mais complicado. O composto alvo da
biomassa ¢ principalmente a celulose, que compde cerca de 40% da biomassa de
residuos agricolas e de 50 a 100% dos rejeitos das industrias madeireira e de papel
(Klyosov, 1995a). A produgdo de etanol a partir de biomassa requer uma etapa de
deslignificacdo para liberar os polimeros de carboidratos da biomassa (celulose e
hemicelulose), uma etapa de despolimerizagdo para producao dos agucares fermentaveis
e finalmente a fermentag¢do para a producdo de etanol (Mielenz, 2001; Lin & Tanaka,
2006). As etapas de deslignificacdo e despolimerizagao das cadeias de carboidratos
(também chamada de etapa de sacarificacdo) sdo realizadas a partir de métodos
mecanicos, fisicos e principalmente quimicos. Processos que utilizam &cidos (acido
sulfurico, acido cloridrico ou acido fosférico), diluidos ou concentrados, associados a
altas temperaturas (120-190 °C), sdo bastante eficientes para a sacarificacao (Klyosov,
1995a, Saha et al., 2005). Por outro lado, é exigido um alto gasto com material
resistente 4s condi¢des de tratamento, gera compostos toxicos (devido ao tratamento
acido) e requer uma etapa de separacdo dos agucares dos produtos indesejados
(Klyosov, 1996a). Além disso, esses processos podem gerar, dependendo da
temperatura de tratamento, produtos como o furfural e o hidroximetilfurfural (HMF),
que sdo inibitorios para os microrganismos que realizam a fermentagdo (Saha et al.,

2005).



A quebra dos polissacarideos pelo processo enzimatico tem sido estudada
durante varios anos e apresenta-se como solucdo para a conversdo de biomassa a etanol
(Klyosov, 1995a, Mielenz, 2001). O custo da producdo das enzimas hidroliticas, uma
etapa que até entdo representava um entrave para a producdo de etanol, apresentou
recentemente uma significativa queda (US$ 0,10 — 0,18 por galdo de etanol - fonte

Novozymes — www.novozymes.com ). A producdo das enzimas hidroliticas pode,

entretanto, ser feita durante o processo de fermentacdo, o que representaria uma
economia no custo total do processo de produgdo de etanol a partir de lignocelulose
(Lynd et al., 2002).

O microrganismo comumente utilizado na fermentacdo alcodlica,
Saccahromyces cerevisiae, que apresenta bons niveis de produgdo de etanol durante a
fermentagdo, pode ser modificado por engenharia genética para a producdo das enzimas
hidroliticas necessarias para a conversao de celulose a glicose. Esse processo, conhecido
como fermenta¢do e sacarificacdo simultdneas (Simultaenous saccharification and
fermentation — SSF), elimina a necessidade de diferentes reatores para os processos de
sacarificagdo e fermentagdo e, pode diminuir o custo de producdo de etanol a partir de
biomassa (Hari Krishna et al., 2001). Esse processo ainda precisa ser otimizado pois a
temperatura de sacarificagdo (45-50 °C) ¢ diferente da temperatura ideal de fermentacao
(28-37 °C) (Lin & Tanaka, 2006). Diferentes microrganismos tem sido estudados para o
processo de fermentagdo, como a levedura termotolerante do género Kluyveromyces
(Hari Krishna et al., 2001) e a bactéria Clostridium thermocellum (Demain et al., 2005).
O estudo para caracterizacdo de novas enzimas € necessario pois algumas delas sao
inibidas pelos produtos de suas reagdes e também pelo etanol (Lin & Tanaka, 2006;

Hari Krishna et al., 2001).
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2. Producédo de biomassa e sua degradacéo

A biomassa vegetal ¢ gerada a partir da fixacdo do didxido de carbono do ar por
plantas verdes pelo processo de fotossintese. Esse processo transforma a energia
luminosa em energia na forma de moléculas quimicas que sao utilizadas nos processos
celulares da planta ou ainda servirdo de energia para outros seres vivos. A fixacdo de
CO; pelas plantas consome anualmente 15% do carbono da atmosfera. Desse carbono
assimilado, metade entra na composi¢do de polissacarideos estruturais e lignina
(conjuntamente chamadas de lignocelulose) que compdem a parede celular de plantas
(Sandgren et al., 2005).

A producdo de biomassa vegetal atinge a escala de bilhdes de toneladas anuais e
cerca de 90% desse total ¢ composta de lignocelulose (Lin & Tanaka, 2006). As plantas
ndo reutilizam como energia o carbono contido na parede celular e esse composto fica
contido em folhas e plantas mortas (Sandgren et al., 2005, Lynd et al., 2002). Devido a
essa grande quantidade de biomassa gerada, muitos organismos desenvolveram a
capacidade de decompor as macromoléculas que a compdem como fonte de carbono e
de energia, principalmente fungos e bactérias. A degradacao de celulose, hemicelulose e
mesmo lignina por fungos e bactérias tem um papel importante na biosfera, pois geram
mono e oligossacarideos que servem de fonte de energia para esses € outros seres vivos
e, conseqiientemente, reciclam o carbono para a atmosfera e contribuem para o ciclo do
carbono no planeta (Beguin & Aubert, 1994; Leonowicz et al., 1999, Sandgren et al.,
2005). Existe um grande espectro de microrganismos que degradam biomassa,
principalmente celulose, produzindo diferentes complexos de enzimas que agem em
conjunto (Pérez et al., 2002). Na natureza, esses microrganismos interagem
sinergisticamente com microrganismos nao-celuloliticos, fazendo a completa
degradacao da celulose, que ¢ convertida a CO, e agua em condigdes aerdbicas e, em
CO,, metano e 4gua em condi¢des anaerdbicas. (Béguin & Aubert, 1994).

Os microrganismos celuloliticos possuem formas diferentes de degradar a
celulose, que ocorre naturalmente na forma de particulas insoluveis ou associadas a
polimeros de hemicelulose e lignina. Algumas bactérias garantem acesso aos produtos
da quebra da celulose utilizando-se de um complexo multi-enzimatico chamado
celulossoma, um complexo enzimatico produzido na parece celular dessas bactérias que
se ligam a celulose quando o microrganismo cresce sobre material celuldsico.

Microrganismos que o possuem, diferentes espécies dos géneros Clostridium e



Ruminococcus, sao encontrados em ambientes anaerdbicos. O celulossoma permite que
as enzimas atuem sinergisticamente nas proximidades da célula e diminui a difusdo dos
produtos de hidrdlise da celulose, permitindo uma eficiente captacdo desses produtos
pela célula (Lynd et al., 2002). Os fungos celuloliticos e outras bactérias (geralmente
aerobicas) produzem celulases que, na sua maioria, sdo secretadas pelas células, e que
devem ser estaveis fora do ambiente celular para fazer a degradacdo do substrato (Pérez
et al., 2002). Esse sistema de degradagao de celulose ¢ bastante conhecido pelos estudos
realizados com celulases de fungos aerdbicos, principalmente as de Trichoderma reesei.
Dentre as bactérias celuloliticas aerdbicas, espécies dos géneros Cellulomonas,
Pseudomonas, Thermomonospora e Microbispora tém sido estudadas em detalhes
(Béguin & Aubert, 1994).



3. Estrutura da celulose

A celulose ¢ o maior componente da biomassa vegetal ¢ o polimero organico
mais abundante do planeta. Pode ser encontrada na forma pura, como no algodao, mas ¢
comumente encontrada associada a hemicelulose e lignina na parede celular.
Dependendo do tipo de planta e do seu estagio de crescimento, 35 a 50% do seu peso
seco ¢ composto por celulose, 25 a 35% de hemicelulose e 5 a 30% de lignina (Lynd et
al., 2002). A hemicelulose forma uma mistura heterogénea de polissacarideos dentre os
quais se destacam as xilanas, mananas, galactanas e arabinanas. Na estrutura da parede
celular, as hemiceluloses mantém interagdes covalentes com as moléculas de lignina e
ndo-covalentes com as moléculas de celulose. A lignina é um polimero aromatico
heterogéneo de estrutura complexa que, juntamente com a hemicelulose, reveste a
celulose e fornece a parede celular rigidez e protecdo contra o ataque de
microrganismos celuloliticos (Sandgren et al., 2005).

A celulose tem uma estrutura relativamente simples, sendo formada de
monodmeros de glicose unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4. Cada residuo de glicose
tem uma orientagdo de 180° em relacdo ao residuo adjacente, formando assim a
celobiose, a subunidade repetitiva do polimero (Figura 1). Cada microfibrila ¢
sintetizada independentemente e contém entre 2.000 e 20.000 residuos de D-glicose. A
extremidade da cadeia em que se encontra o residuo de glicose cujo carbono anomérico
ndo esta livre é chamada extremidade redutora; a outra extremidade é chamada nao
redutora (Sandgren et al., 2005). A unido de 30 microfibrilas forma uma fibrila, que
reunidas em unidades maiores formam as fibras de celulose (Lodish et al, 2000). A
orientacdo das microfibrilas pode ser paralela ou antiparalela, formando a celulose do
tipo I (mais abundante na natureza ) ou do tipo II, respectivamente (Brown, 1999).

Uma caracteristica importante da celulose ¢ sua estrutura cristalina: as fibrilas
sdo unidas por pontes de hidrogénio tanto intra quanto inter cadeias de celulose (Figura
2). Cada camada adjacente de celulose ¢ ainda unida por forgas de van der Waals. Isso
resulta em uma fibra compacta de tal forma que enzimas e até moléculas pequenas,
como a agua, ndo consigam penetra-la. As regides cristalinas da celulose sdo
intermediadas por regides menos compactas, chamadas amorfas, em que as fibras
apresentam maior distdncia uma das outras (Figura 3). Além das regides amorfas, as

fibras de celulose apresentam irregularidades, falhas e microporos que aumentam a



superficie de contato da celulose, permitindo o acesso de moléculas de dgua e outras

moléculas maiores, como enzimas celuloliticas. (Lynd et al., 2002).
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Figura 1. Estrutura da celobiose e da ligacdo P-glicosidica na celulose (adaptado de

Sandgren et al., 2005).
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Figura 2. Estrutura cristalina da celulose. Representagdo das pontes de hidrogénio entre
cadeias (inter) e entre residuos de glicose da mesma cadeia (intra). (Radford et al.
1996).
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Figura 3. Esquema de uma fibra de celulose. E mostrado a estrutura de uma fibrila,

microfibrilas e as regides cristalina e amorfa da celulose (adaptado de Cowling, 1963).



4. Degradacéo de celulose

Celulases sdo enzimas que hidrolisam as liga¢des glicosidicas -1,4 da celulose.
Sao produzidas por varios microrganismos para obtencdo de glicose e oligossacarideos
a partir da degradacdo da celulose. Trés tipos de enzimas sdo encontradas nos sistemas
celuloliticos: as endoglicanases (EG, endo-1,4-B-glicanase, 1,4-B-D-glicana-4-
glicanohidrolase ou EC 3.2.1.4), as exoglicanases (CBH, exo-1,4- B-glicanases, 1,4-3-
D-glicana celobiohidrolases ou EC 3.2.1.91) e as B-glicosidases (celobiases, B-D-
glicosideo glucohidrolases ou EC 3.2.1.21) (van Rensburng et al., 1996; Klyosov,
1995b, Sun & Cheng, 2002). As enzimas do sistema celulolitico foram classificadas
com base no modo de catdlise sobre a fibra de celulose: as endoglicanases clivam
ligacdes internas nas microfibrilas que se encontram nas regides menos cristalinas
(amorfa) da fibra de celulose, diminuindo o comprimento das mesmas e,
conseqlientemente, gerando novas extremidades livres; as exoglicanases agem de
maneira progressiva em extremidades redutoras (CBHI) ou nao-redutoras (CBHII) da
celulose, com maior afinidade por celulose insoluvel ou microcristalina, liberando
glicose e principalmente celobiose como produtos; as -glicosidases atuam nos residuos
de celodextrina e celobiose liberados ¢ os hidrolisam a glicose (Figura 4) (Lynd et al.
2002; Phillipidis & Smith, 1995; Teeri, 1997). A quebra da ligagdo B-1,4 feita por essas
enzimas ocorre quando o grupo carboxil do residuo conservado de acido glutimico do
sitio ativo doa um proton para a ligagao e o ion carbonio formado ¢ estabilizado pelo
residuo de acido aspartico. Esse modelo foi proposto por analogia com o mecanismo de
acdo da lisozima, que cliva ligagdes B-glicosidicas entre o acido N-.acetilmuramico
(NAM) e a N-acetilglicosamina (NAG) (Radford et al. 1996, Dillon, 2004). Dois
diferentes mecanismos de quebra da ligagdo glicosidica sdo utilizados por essas
enzimas. Algumas enzimas usam o mecanismo de retengdo, no qual o carbono
anomérico (carbono 1) permanece na conformagdo [ (abaixo do plano da molécula)
apods a quebra da ligagdo. No outro mecanismo, chamado de inversao, a configuragao do
carbono anomérico ¢ alterada para a forma a (acima do plano da molécula) durante a
hidrolise (Teeri, 1997, Sandgreen et al., 2005).

As enzimas do complexo celulolitico atacam o substrato de uma forma
sinergistica. O sinergismo resulta em um aumento de eficiéncia pela agdo de dois ou
mais componentes de um sistema quando comparado a acdo de cada um deles

isoladamente. No caso das celulases, esse sinergismo faz com que a velocidade de
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formagdo de produtos soliveis aumente significativamente quando comparado a
velocidade de acgdo isolada das enzimas (Klyosov, 1995b). Esse sinergismo foi
comprovado a partir de estudos de cada uma das enzimas, separadas e conjuntamente.
Endoglicanases hidrolisam as liga¢des internas nas regides mais acessiveis (amorfas) da
celulose gerando novas extremidades livres. Celobiohidrolases conseguem penetrar nas
regides cristalinas das microfiblilas degradando o polimero de celulose a partir das
extremidades geradas pelas endoglicanases. As [-glicosidades complementam a
degrada¢do clivando os celo-oligossacarideos e celobiose gerados pelas
celobiohidrolases (Teeri, 1997). A interagdo sinergistica pode acontecer entre uma
endoglicanase de uma espécie de microrganismo ¢ uma celobiohidrolase de outra. As
celobiohidrolases sdo capazes de atuar muito rapidamente em uma extremidade gerada
pelas endoglicanases, mostrando que as enzimas ficam distribuidas ao longo da fibra de
celulose. O sinergismo ocorre também entre os diferentes subtipos de celobiohidrolases,
uma vez que ha enzimas que atacam as extremidades redutoras (CBHI) e outras que
atacam as extermidades ndo-redutoras (CBHII) das fibras de celulose (Lynd et al.,
2002). O grau de sinergismo varia conforme o tipo de celulose utilizada: na presenga de
celulose cristalina o sinergismo endo-exo ¢ alto, diminui na celulose amorfa e ¢ muito
baixo ou ausente em derivados soluveis da celulose, como a carboximetilcelulose
(CMC) (Bhat & Bhat, 1997; Radford et al. 1996).

Embora celulases sejam divididas em diferentes familias de glicosil-hidrolases,
existem algumas caracteristicas em comum, obtidas provavelmente durante a evolucao.
Elas possuem uma longa cavidade de uma das regides da proteina que se liga a residuos
consecutivos de acgtcar do substrato, geralmente dois residuos de cada lado da regido
catalitica da enzima. Nas endoglicanases elas se apresentam em forma de fenda,
enquanto que as celobiohidrolases possuem uma espécie de tinel que envolve a
microfibrila de celulose (Sandgren et al., 2005). A maioria das endoglicanases e
celobiohidrolases de microrganismos celuloliticos possuem um dominio de ligacdo a
celulose (CBD — cellulose binding domain) que ¢ ligado ao dominio catalitico por um
peptideo de ligagdo flexivel. O CBD apresenta especificidade de ligagdo pela superficie
da celulose cristalina e enfraquece as pontes de hidrogénio das microfibrilas de celulose
vizinhas. As enzimas que possuem o CBD apresentam maior atividade sobre substratos
solidos, principalmente sobre celulose cristalina, mas ndo afetam sua atividade em

substratos soluveis (Ito et al., 2004, Sandgren et al., 2005).
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Figura 4. Representacdo esquematica da hidrolise de celulose pelo sistema celulolitico.

O esquema mostra a regido de acdo de cada uma das celulases (adaptado de Lynd et al.,

2002).
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5. Microrganismos termofilicos e seu complexo celulolitico

Os microrganismos possuem mecanismos que permitem sua adaptacdo as
condi¢des do meio em que vivem. Microrganismos termofilicos apresentam adaptagdes
que garantem sua sobervivéncia em altas temperaturas. A membrana celular desses
microrganismos ¢ composta de 4cidos graxos saturados que mantém a célula rigida o
suficiente para resistir a altas temperaturas e possuem proteinas termoestaveis e mais
resistentes a protedlise. Alguns desses microrganismos possuem ainda uma proteina
chamada DNA girase reversa, que provoca um giro positivo no DNA prevenindo que
suas fitas se separem a altas temperaturas (revisto por Haki & Rakshit, 2003). Enzimas
de termofilicos sdo estaveis e ativas a temperaturas ainda maiores que a temperatura
Otima para crescimento do microrganismo. Essas enzimas se tornaram alvo de interesse
industrial e biotecnologico por serem apropriadas para algumas condi¢des de processos
industriais que envolvem altas temperaturas ou condicdes extremas de acidez (Bruins et
al., 2001, Haki & Rakshit, 2003).

Enzimas celuloliticas sdo produzidas por uma grande variedade de bactérias e
fungos. Muito do que se sabe sobre o sistema enzimatico de degradagdo de celulose foi
elucidado a partir de estudos com Trichoderma reesei (Bhat & Bhat, 1997; Lynd et al.,
2002; Sandren et al., 2005). Celulases se tornaram uteis em processos industriais, o que
estabeleceu uma demanda para a producdo comercial dessas enzimas (Miettinen-
Oinonen, 2004). As principais fontes de celulases vendidas comercialmente sdo
oriundas dos fungos Trichoderma reesei, Aspergillus niger ¢ Humicola insolens
(Sandgren et al.2005; Khademi et al., 2002, Klyosov, 1995a) (Tabela 1). Para a
degradagdo de celulose cristalina, que ¢ insoluvel em agua devido a sua estrutura
altamente compacta, ¢ interessante a utilizacdo de celulases termoestaveis ativas a altas
temperaturas (Haki & Rakshit, 2003). Com o maior interesse por celulases
termoestaveis, os sistemas de microrganismos termofilicos passaram a ser estudados e
caracterizados. Dentre estes, destacam-se as bactérias Clostridium thermocellum,
Thermonospora fusca e Microbispora bispora (Wilson, 1992; Bhat & Bhat, 1997) ¢ os
fungos Chaetomium thermophile, Thermoascus aurantiacus, Sporotrichum thermophile
e Humicola grisea var. thermoidea (Bhat & Bhat, 1997; Maheshwari et al., 2000).
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Tabela 1. Condigoes ideais de atividade e aplicagdo de celulases comerciais produzidas

pela Novozymes.

Produto Origem pH" Temperatura’ Aplicagdo recomendada
] Conversao de celulose a
Celluclast®  T. reesei 4,5-6,0 50-60°C
celobiose e glicose
Denimax ™ A. niger 6,0-17,5 45 - 60 °C Acabamento do jeans
] Remocao de fibras
Celluzyme® H. insolens 7,0 —8,0 45 -55°C

projetadas de tecido

* Informacdes obtidas no endereco eletronico do fabricante (www.novozymes.com).

5.1. O complexo celulolitico de fungos

O complexo celulolitico dos fungos ¢ bastante estudado por apresentar eficiente
degradagdo de celulose. Isso se deve a produgdo de mais de um dos diferentes tipos de
celulases. T. reesei produz pelo menos duas exoglicanases, oito endoglicanases e duas
B-glicosidases e H. insolens produz duas celobiohidrolases e cinco endoglicanases
(Lynd et al., 2002, Sandgren et al., 2005, Shiilein, 1997). A maioria dessas enzimas
apresenta-se glicosilada e acredita-se que a cadeia de carboidratos tem a funcdo de
estabilizar a atividade da enzima, uma vez que celulases parcialmente deglicosiladas de
H. insolens apresentaram estabilidade térmica reduzida em diferentes pHs (revisto por
Maheshwari et al., 2000).

Organismos termofilicos podem ser caracterizados por apresentar temeperatura
o0tima de crescimento acima de 37 °C. Fungos classificados como termofilicos
apresentam temperatura de crescimento entre 20 e 50 °C (Maheshwari et al., 2000;
Miettinen-Oinonen, 2004). Suas celulases apresentam, de uma forma geral, atividade
Otima em temperaturas entre 50 e 80 °C em pH entre 4,0 e 8,0 e sdo termoestaveis
(Maheshwari et al., 2000). Outras enzimas hidroliticas, como amilases, xilanases,
quitinases, lipases e proteases apresentam comportamento termoestdvel semelhante. A
busca por enzimas termoestaveis e por microrganismos que sejam bons produtores de
enzima tem sido de grande interesse pois, além da utilizagdo industrial, ¢ importante se
obter informagdes que sejam uteis para a engenharia de proteinas e a engenharia

metabolica de microrganismos (Haki & Rakshit, 2003)
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5.2. O fungo Humicola grisea var. thermoidea

O fungo Humicola grisea var. thermoidea foi isolado de material vegetal em
decomposi¢do (Chaves et al., 1989). Esse fungo ¢ um deuteromiceto heterotrofico e
saprofitico, capaz de degradar celulose, hemicelulose, amido, gomas vegetais ¢
compostos presentes na lignina. Utiliza os produtos da degradagdo desses substratos e
componentes inorganicos presentes no ambiente para seu crescimento. E um fungo
aerobico e cresce em temperaturas que podem variar de 20 a 50 °C, apresentando
crescimento 6timo entre 40 e 42 °C, sendo considerado um fungo termofilico (De-
Paula, 1999). A sua caracteristica termofilica ¢ o amplo espectro de substratos
degradados por H. grisea var thermoidea fizeram com que esse fungo se tornasse objeto
de estudo para identificacdo e caracterizacdo de enzimas hidroliticas, bem como a
regulagdo da producdo das mesmas. Muitas desses estudos tém sido realizados nos
laboratorios de Biologia Molecular e de Enzimologia da Universidade de Brasilia.

Azevedo et al (1990) fizeram a caracterizagdo do gene de uma celobiohidrolase
(cbh1.1) de H. grisea var. thermoidea que apresentou 60% de homologia com um gene
de celulase de T. reesei. Posteriormente foi identificado o gene da enzima
celobiohidrolase 1.2 (cbh1.2) (Pogas-Fonseca et al., 1997) e que a proteina codificada
por esse gene € a mais abundante no sobrenadante da cultura do fungo quando crescido
em bagaco de cana (De-Paula et al., 2003). O gene cbh1.2 foi clonado e expresso em
Saccharomyces cerevisiae (Benoliel, 2004) e em Pichia pastoris (Miranda, 1999) com a
finalidade de fazer a caracterizacdo da enzima. A regulacdo da expressdo desses genes
de celobiohidrolase foi analisada crescendo-se H. grisea var. thermoidea em diferentes
fontes de carbono ¢ foi mostrado que cbh1.2 apresenta expressao constitutiva, enquanto
cbhl.1 apresenta um mecanismo regulatério distinto (Pogas-Fonseca et al., 2000).
Foram caracterizados também endoglicanases (Takashima et al., 1996a, 1997, 1999a) e
B-glicosidases (Ferreira Filho, 1996; Takashima et al., 1996b, 1999b) de H. grisea var.
thermoidea, sendo que o gene bgl4, que codifica a enzima B-glicosidase 4, foi expresso
em S. cerevisiae e a enzima recombinante foi caracterizada (Benoliel, 2004). H. grisea
var. thermoidea também tem sido estudado para identificagdo e caracterizagao de
amilases (Felix & Oliveira, 1991; Campos & Felix, 1995) e xilanases (Cerri e Siva et
al., 2000; Lucena Neto et al., 2004; Iembo et al., 2005) termoestaveis. Esses estudos
tém mostrado que as enzimas hidroliticas produzidas por esse fungo podem ser
exploradas para utilizagdo em processos industriais, principalmente as enzimas

induzidas por materiais lignocelulosicos complexos (De-Paula et al., 1999).
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5.3. Endoglicanases de H. grisea var. thermoidea

Endoglicanases sdo enzimas do complexo celulolitico que clivam as ligacdes das
regides menos compactas (amorfas) da celulose. E encontrada em diferentes
organismos, desde fungos ¢ bactérias até protozoarios (Takenaka et al., 1999), plantas
(Suda & Giorgini, 2003), bactérias simbiontes de planta (Lima et al., 2005), nematddeos
(Béra-Maillet et al., 2000) e cupim (Nakashima & Azuma, 2000). Existem em
diferentes formas em fungos celuloliticos, apesar de ndo representarem a maior parte
das celulases produzidas (apenas 20% do total de celulases produzidas por T. reesei)
(Lynd et al., 2002). Essa diversidade de endoglucanases garante ao microrganismo que
as produz atividade sobre diferentes substratos, sendo que algumas delas possuem
atividade em xiloglucanas (Suda & Giorgini, 2003; Lynd et al., 2002). Essa atividade
permite que as endoglucanases hidrolisem hemicelulose, ajudando a remover a barreira
de lignina e permitindo melhor acdo do sistema celulolitico sobre a celulose cristalina.
O fungo H. grisea var. thermoidea produz alta atividade celulolitica e xilanolitica
mesmo em substrato hemicelulésico sem celulose (Maheshwari et al., 2000). Neste
fungo foram identificados quatro endoglicanases (Takashima et al., 1997, 1999a) duas
celobiohidrolases (Azevedo et al., 1990, Pogas-Fonseca et al., 1997) e seis fB-
glicosidases (Takashima et al., 1996b).

Os genes das endoglicanases de H. grisea var.thermoidea e as suas respectivas
enzimas foram caracterizadas por Takashima et al. em diferentes trabalhos (1996a, 1997
e 1999a). O gene de endoglicanase 1 (egll) de H. grisea var. thermoidea foi obtido
usando como sonda parte do gene de endoglicanase 1 de T. reesei. A regido codante
desse gene possui 1367 nucleotideos com um intron de 62 nucleotideos interrompendo a
seqiiéncia. A enzima codificada por esse gene contém 435 residuos de aminoécidos,
massa molecular predita de 58 kDa e apresenta apenas o dominio catalitico, ndo
possuindo CBD e o peptideo de ligacdo. A EGL1 desse microrganismo apresentou
atividade 6tima em temperaturas de 55 a 60 °C e pH 6timo de 5,0, sendo estavel por 10
minutos a 60 °C. Esta enzima apresenta alta atividade sobre CMC e pNPC (p-nitrofenil-
B-D-celobiosideo) e praticamente ausente sobre celulose microcristalina (Takashima et
al., 1996a).

O gene da endoglicanase 2 (egl2) de H. grisea possui uma regidao codificadora
de 1326 nucleotideos contendo dois introns, de 78 e 84 pb, respectivamente. O
alinhamento dessa seqiiéncia com o gene ¢cmc3 de H. insolens mostrou 97,7% de

identidade. O produto da tradugdo da regido codificadora apresenta 388 residuos de
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aminoacidos com massa molecular predita de aproximadamente 42 kDa e apresenta na
regido N-terminal residuos de aminodcidos conservados do dominio de liga¢do a
celulose (CBD). A proteina codificada por esse gene (EGL2) apresenta temperatura
otima de reacdo de 75 °C, pH o6timo de 5.0 ¢ se mostrou termoestavel a 75 °C,
mantendo 80% da atividade ap6s 10 minutos de aquecimento nessa temperatura. Essa
enzima possui alta atividade sobre CMC, atividade significativa sobre celulose
microcristalina e preferéncia por celo-oligossacarideos longos (Takashima et al., 1997).

Os genes das endoglicanases 3 e 4 foram obtidos por PCR com iniciadores
desenhados a partir da seqiiéncia do gene de endoglicanase V de H. insolens. O gene
egl3 apresenta uma regido codante de 971 nucleotideos ¢ contém um intron de 56 pb. A
enzima EGL3 possui 305 residuos de aminodcidos com massa molecular predita de 32,2
kDa, apresentando o dominio catalitico, CDB e peptideo de ligacdo. As condigdes
otimas de reagdo dessa enzima sdo em 60 °C e pH 5,0 e manteve 75% da sua atividade
apos 10 minutos de incubagdo a 80 °C. O gene egl4 apresenta 854 nuleotideos em sua
regido codificadora e um intron de 173 pb. O produto desse gene (EGL4) possui 227
residuos de aminodcidos e massa molecular predita de 24,2 kDa. A enzima apresentou
atividade 6tima a 75 °C e pH 6,0, apresentando a mesma estabilidade térmica da egl3.
Essas duas enzimas apresentaram atividade relativamente alta sobre CMC, mas
atividade muito baixa sobre celulose microcristalina, além de ndo serem capazes de
hidrolisar substratos sintéticos como o pNPG e pNPC (p-nitrofenil-B-D-celobiosideo)
(Takashima et al., 1999a).

As endoglicanases de H. grisea var. thermoidea utilizadas para caracterizagao
enzimatica foram obtidas por expressdo heteréloga em Aspergillus oryzae a partir da
clonagem dos respectivos genes. As enzimas nativas ndo puderam ser purificadas pois
ndo se conseguiu aumentar os niveis de expressao pelo fungo H. grisea var. thermoidea
por expressao homodloga. Mesmo assim, acredita-se que as enzimas produzidas em A.
oryzae refletem os dados das enzimas nativas de H. grisea var. thermoidea (Takashima
et al.,, 1997). Para este trabalho, foram escolhidos para a expressdo heterdloga em
Saccharomyces cerevisiae os genes das endoglicanases 2 ¢ 4 devido as caracteristicas de

termoestabilidade e pH apresentadas pelas respectivas enzimas.
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6. Saccharomyces cerevisiae como sistema de expressao heteréloga

Leveduras sdo microrganismos eucaridticos unicelulares que sdo bastante
atrativos para utilizagdo em processos de biotecnologia devido a facilidade de
manipulagdo genética e por realizarem processamento pds-traducional eucaridtico nas
proteinas que expressam. Saccharomyces cerevisiae ¢ um microrganismo muito bem
estudado e informacdes sobre sua genética, biologia molecular e fisiologia tém
contribuido para o entendimento da célula eucaridtica, bem como da biologia humana.
Esse organismo ja tem seu genoma totalmente seqiienciado e possui aproximadamente
3.000 genes caracterizados. Desde muitos anos ela tem sido usada pelo homem para
fabricacdo de paes e bebidas alcoolicas e atualmente, devido a sua classificacdo como
organismo GRAS (Generally Regarded as Safe), ¢ utilizada em processos na industria
farmacéutica. Isso s6 foi possivel devido a todo esse tempo de aplicagdo na fabricagdo
de produtos de consumo humano e por ser um microrganismo nao-patogénico
(Osergaard et al., 2000), apesar de, em alguns casos, ser um patdogeno oportunista
(Goldstein & McCusker, 2001).

Durante as duas ultimas décadas os estudos em engenharia genética tem
permitido criar linhagens de microrganismos capazes de produzir proteinas de interesse
em grandes quantidades e de boa qualidade. S. cerevisiae ¢ um microrganismo
facilmente manipulado geneticamente pela tecnologia do DNA recombinante e seu
processo de fermentacdo é bem conhecido e estabelecido. Devido a essas vantagens e a
possibilidade de se modificar as vias metabdlicas a fim de aumentar o rendimento de
producdo, muitas proteinas heter6élogas sdo produzidas nesse microrganismo, dentre
elas, a primeira vacina recombinante comercializada, para hepatite B (Gellissen &
Hollenberg, 1997). A expressdo heterologa em S. cerevisiae ¢ facilitada pois possui um
protocolo de transformagdao simples e uma taxa de recombinagdo homologa muito
eficiente in vivo, além de ser um dos poucos eucariotos que possui um plasmidio
natural, o 2p, que permite a construgdo de vetores para a transferéncia de genes e

sistemas de expressao (Brandao, 1996).

6.1. Producéo de celulases por Saccharomyces cerevisiae.
Saccharomyces cerevisiae originalmente ndo apresenta atividade celulolitica (Wong &
Maclachlan, 1979; van Rensburg et al, 1996). Por esse motivo, muitas celulases sdo

expressas e caracterizadas nesta levedura. A expressdo dessas enzimas em S. cerevisiae
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tem por interesse utilizar o sistema de expressao para se conseguir enzima em grande
quantidade para aplicagdo industrial, bem como a produc¢ao de etanol (Lynd et al.,2000).
Endoglicanases de diversos fungos tem sido clonadas e expressas em S. cerevisiae
(Tabela 2). A maioria dos trabalhos relata um bom nivel de produgdo e grande parte da
enzima ¢ secretada para o meio de cultura pela levedura. Os niveis de glicosilacdo da
enzima, quando existentes, ndo aumentam significativamente a massa molecular da
enzima em relagdo ao tamanho da nativa (de 24 kDa para 28 kDa na FI-CMCase de
Aspergillus acuelatus) e nao interferem na atividade enzimatica (Minamiguchi et al.,
1995). As endoglicanases 1 e 3 de Trichoderma longibrachiatum foram expressas em S.
cerevisiae dirigidas pelos promotores dos genes PGK (fosfogliceratoquinase) ¢ ENOI
(enolase). As enzimas foram eficientemente secretadas somente apds o final da fase
exponencial de crescimento. Foram produzidas somente na forma hiperglicosiladas e
ficaram heterogéneas no tamanho. Apesar disso, mais de 80% dessas celulases foram
detectadas no meio de cultura, sendo que a maioria das enzimas intracelulares ficou
localizada no espaco periplasmatico. Apesar da hiperglicosilacdo a atividade especifica
da enzima recombinante ndo foi significantemente alterada em relagdo a enzima nativa,

apresentando consideravel atividade em celulose insoluvel (Lynd et al., 2002).

Tabela 2. Endoglicanases produzidas por S. cerevisiae por expressdo heterologa.

Enzima(s) Origem Referéncia

Pauly et al., 1999;

FI-CMCase, XEG Aspergillus aculeatus o .
Minamiguchi et al., 1995

ENG1 Aspergillus niger Hong et al, 2001
EG1 Thermoascus aurantiacus Hong et al, 2003
PCE1l Phycomyces nitens Shimonaka et al., 2004

EGL1, EGL2 Trichoderma longibrachiatum  Pérez-Gonzalez et al., 1993
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Para a utilizacdo da levedura em processo de sacarificagdo e fermentagdo
simultaneas, foram construidas linhagens de S. cerevisiae co-expressando uma
endoglicanase, uma celobiohidrolase e uma B-glicosidase (Cho et al., 1999; Fujita et al.,
2004). Ensaios preliminares foram feitos com celodextrinas e celulose amorfa como
fonte de carbono para essas leveduras e mostraram que S. cerevisiae co-expressando
essas trés enzimas € capaz de gerar agucares a partir desse substrato e produzir etanol.

Plasmidios contendo os genes de celobiohidrolase 1.2 e de B-glicosidase 4 de H.
grisea var. thermoidea foram construidos, linhagens de S. cerevisiae expressando esses
genes foram obtidas em nossso laboratério, bem como a caracterizacdo das enzimas
recombinantes (Benoliel, 2004). Para obtengdo de um sistema celulolitico capaz de
degradar celulose a glicose falta clonar uma endoglicanase de H. grisea var. thermoidea
em um vetor de expressdo para essa levedura. Assim sera possivel construir uma
linhagem de S. cerevisiae capaz de expresar enzimas do sistema celulolitico de H.
grisea var. thermoidea e estudar a interagdo destas enzimas na degradagao de substratos
contendo celulose. Para tal, é necessario obter uma linhagem de S. cerevisiae que
expresse uma endoglicanase funcional e fazer a caracterizacdo da enzima recombinante

a fim de se verificar suas propriedades enzimaticas diferem da enzima nativa.



Objetivos

1. Geral

Este trabalho tem como objetivo principal a clonagem e expressdo do cDNA do
gene da endoglicanase 2 de Humicola grisea var thermoidea em Saccharomyces
cerevisiae e a caracterizagdo bioquimica da enzima recombinante.

2. Especificos

1. Isolar o cDNA correspondente ao gene egl2 de H. grisea var. thermoidea.

2. Clonar o cDNA correspondente ao gene egl2 de H. grisea var. thermoidea no

vetor de expressdo em S. cerevisiae, pAAHS.

3. Selecionar os transformantes de S. cerevisiae produtores de endoglicanase e

analisar a expressao da enzima recombinante pela leverdura.

4. Fazer a caracterizacdo bioquimica parcial da endoglicanase recombinante.



Material e Métodos

1. Microrganismos utilizados e condig¢des de cultura

1.1. Linhagens de Escherichia coli

As linhagens bacterianas utilizadas para manipulagdo de DNA foram DH5-a e
XL10 Gold (Tabela 3). Tanto as células selvagens quanto as transformadas foram
cultivadas em meio LB (ver secdo de meios de cultura) estocadas a -80 °C em glicerol

25%.

Tabela 3. Linhagens de Escherichia coli utilizadas nesse trabalho.

Referéncia ou

Linhagem Gendtipo fornecedor
EndAl recAl hsdR17 supE44 gyrA96 thi-1 Sambrook e
DH>-o relAl AlacU169 (¢#80lacZAM15) Russel, (2001)
Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
XL10 Gold endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte Stratagene

[F’ proAB laclZ4AM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']*

1.2. Linhagem de Saccharomyces cerevisiae

A levedura utilizada no trabalho foi a linhagem MFL de Saccharomyces
cerevisiae deficiente para a producdo de leucina (leu2). As culturas crescidas em meio
YPD e selecionadas em meio minimo (YNB) contendo glicose e tamponado com
solugdo de AspGlu pH 6,0. Estoques das culturas selvagem e transformadas foram

guardadas a -80 °C em meio YPD contendo 25% de glicerol.

1.3. Linhagem de Humicola grisea var. thermoidea

A linhagem selvagem de Humicola grisea utilizada nesse trabalho foi obtida a
partir de um subcultivo do isolado inicial (Araajo et al., 1983), classificado como
Humicola grisea var. thermoidea, tendo como base as caracteristicas morfologicas e

fisiologicas, segundo Cooney & Emerson (1964).
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2. Plasmidios e vetores utilizados

Para clonagem dos produtos de PCR e manipulagdao dos genes de interesse foi
utilizado o plasmidio pPGEM®-T Easy (Promega) (Figura 5). Esse vetor de 3,0 kb possui
o gene de resisténcia a ampicilina como marca de selecdo, a origem de replicagdao do
fago f1, parte do gene lacZ que codifica o fragmento amino terminal da enzima f-
galactosidase, diversos sitios de clonagem na regido codante do lacZ, ¢ as seqiiéncias T7
e SP6 (para anelamento dos oligonucleotideos universal e reverso) flanqueando a regiao
de clonagem. A sele¢do dos recombinantes ¢ feita pela auséncia da atividade da [-
galactosidase na presenga de X-gal.

Para a expressdo dos genes de interesse em S. cerevisiae foi utilizado o vetor pAAHS,
obtido a partir da digestao do vetor pAA3 (Moraes et al. 1995) com a enzima Hind III
para remogdo do gene da a-amilase de Bacillus subtilis. Esse possui os genes de
resisténcia a ampicilina e tetraciclina como marca de selecdo em bactéria. A marca de
selecdo em levedura é feita pela complementagdao auxotrofica com o gene leu2. O
promotor ¢ o terminador sao do gene da alcool-desidrogenase 1 (ADHI) que sao
flanqueados por sitios para a enzima de restrigdo BamH I e o sitio de clonagem presente

¢ o da enzima de restrigao Hind III (Figura 6).
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Figura 5. Representacio esquematica do mapa fisico do vetor pGEM®-T Easy

(Promega).
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Figura 6. Representagdo esquematica do mapa fisico do vetor pAAHS5 para expressdo

em S. cerevisiae.
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3. Meios de cultura e solugdes

Todos os meios de cultura e solugdes utilizados para cultivo de microrganismos
foram esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos, a menos que especificado
outro método.

3.1. Solugdes e meios para cultivo de Humicola grisea var. thermoidea

Solucéo de Elementos Traco

KCl 26 mg/L
CuSO04-5H,0 400 mg/L
FeSO4-7H,0 714 mg/L
Na,Mo004-2H,0 800 mg/L
ZnS04-7H,0 8 mg/L

pH ajustado para 2,0

Solucéo de Sais

Na,;B407-10H,0 40 mg/L
MgS04-7H,0 10 g/L
KH,PO4 76 g/L
Sol. Elementos Trago 50 mL/L

Meio Completo

Solug¢ao de sais 20,0 mL
Glicose (p/v) 1,0%
Caseina hidrolisada 1,5 g/L
Peptona 2,0 g/L
Extrato de levedura 0,5 g/L

pH ajustado para 6,5 a 6,8

Meio Agar-Aveia
Farelo de Aveia comercial 20 g/L

Agar bacteriologico 15 g/L



Meio Minimo (de inducé&o)

Solugao de sais 20 mL/L
Bagaco de cana explodido a vapor (BCA) 1% (p/v)
pH ajustado para 6,8

3.2. Meios e solucdes para cultivo de Escherichia coli

Meio Luria-Bertani (LB)

Peptona de caseina 10g/L
Extrato de Levedura S5g/L
NaCl 10g/L
pH ajustado para 7,2

Meio LB-Agar

Meio LB adicionado de agar bacteriologico a 15g/L.

Meio SOB

Bacto-Triptona 20,0 g/L
Extrato de Levedura 5,0 g/L
NaCl 0,6 g/L
KCl1 0,5 g/L
pH ajustado para 7,2

Meio SOC

SOB 100ml
Glicose 20,0mM
MgCl, 5,0mM
MgSOg4 5,0mM

25

As solucdes de glicose, MgCl, e MgSO, foram esterilizadas por filtragdo em

membrana milipore 0,22 um.
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3.3. Solugdes para cultivo de Saccharomyces cerevisiae

Meio YPD

Extrato de Levedura 10 g/L
Peptona de caseina 20 g/L
Glicose 20 g/L

A glicose deve ser autoclavada separadamente.

Meio YPD-Agar
Meio YPD adicionado de agar bacterioldgico a 15 g/L.

Meio YNB 20X (Sem aminoacidos)
Yeast Nitrogen Base Without Amino acids (Difco) 3,4% (p/v)
NH4SO4 10% (p/v)

Esterilizacao por filtragdo em membrana milipore 0,22 pum.
Tampdao AspGlu 20x pH 6,0
Acido Aspartico 8,0% (p/v)

Acido Glutamico 8,0% (p/v)

Meio minimo para Saccharomyces cerevisiae

Tampao AspGlu pH 6,0 1X
YNB 1X
Glicose 2,0% (p/v)

Meio minimo-Agar

Meio Minimo adicionado de Agar bacterioldgico a 15g/L.

Meio minimo-Agar CMC
Meio Minimo-Agar adicionado de carboxi-metil-celulose (CMC low viscosity —

Sigma) 1% (p/v).



3.4. Solucdes e tampdes para técnicas de DNA recombinante

Tampéo TE

Tris-HCI1 (pH 8,0) 25mM
EDTA 10mM
Solucéo 2

NaOH 0,2M
SDS 1,0% (p/v)

Preparada no momento do uso.

Solucéo 3

Acetato de Potassio 5 M 60,0 mL
Acido acético Glacial 11,5 mL
Agua 28,5 mL

Tampéao Tris-Borato EDTA (TEB) 10X

Trizma base 0,89M
Acido Bérico 0,89M
EDTA 0,08M
pH ajustado para 8,4

Tampao Tris-acetato EDTA (TAE) 10X
Tris-Acetato 40 mM
EDTA ImM
pH ajustado para 8,5

Tampdao de Amostra para DNA (10x)

TEB 20X 50,00% (v/v)
Glicerol 30,00% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,25% (p/v)

Xilenocianol 0,25% (p/v)

27
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3.5. Solucgbes e tampdes para transformacéo de S. cerevisiae

Tampéo TE 10X
Tris-HCI(pH 7,5) 100mM
EDTA 10mM

Tampao One-step

Acetato de Litio 0,2M
PEG 4000 40% (p/v)
DTT 100mM

Solugdes preparadas separadamente e misturadas no momento do uso.

3.6. Solucdes e tampdes para ensaios de atividade enzimatica

Tampdao Acetato de Sodio 0,5 M pH 5,0
Acetato de Sodio 43,55 g/L
Acido acético glacial 1,03% (v/v)

Reagente DNS

Acido Dinitrosalicilico 10g
NaOH 2M 200mL
Tartarato de Sodio e Potassio 150g

O tartarato de sodio e potéassio foi dissolvido em 500ml de agua destilada
aquecida e adicionado ao DNS previamente dissolvido em NaOH também aquecido.
A solugao foi agitada sob aquecimento até ser observada a completa dissolugdo dos

reagentes. O volume foi entdo completado para 1000 mL com agua destilada.



3.7. Soluces e tampdes para gel de poliacrilamida desnaturante

Tampdao de Amostra para proteina (2x)

Tris-HCI 1 M pH 6,8 200 mM

SDS 4,0% (p/v)
B-Mercaptoetanol 4,0% (v/v)
Glicerol 20,0% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

Volume final de 10 mL

Acrilamida:Bis-Acrilamida (39:1)

Acrilamida 39¢g
Bis-acrilamida lg
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

A solucao foi filtrada em papel de filtro e estocada em frasco escuro a 4°C.

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8
Tris 182 ¢
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

Tris-HCI 1 M pH 6,8
Tris 12,1 ¢g
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL

Persulfato de Aménio (P.A.) 10% (P/V)
P.A. lg

Agua destilada (q.s.p.) 10 mL

Tampao de Corrida — Tris-Glicina 5x (Estoque)

Tris 16,7 g
Glicina 1045 ¢
Agua destilada (q.s.p.) 1000 mL

No momento do uso, foi adicionado SDS para a concentragao final de 0,1%.

29
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4. Técnicas do DNA Recombinante

4.1. Extracdo de RNA total de Humicola grisea var. thermoidea

O fungo H. grisea foi inicialmente cultivado em meio completo a fim de se
restaurar a cultura do microrganismo. Culturas em placa de Meio Agar-Aveia crescidas
a 37 °C foram utilizadas para producdo de esporos. A placa de petri foi lavada com uma
solugdo de Tween 80 0,01%, os esporos contados em cdmara de Neubauer ¢ 10° esporos
inoculados em 200 mL de meio completo e incubados a 37 °C a 220 rpm por 20 horas.
O fungo crescido em meio completo foi coletado por filtragdo em papel de filtro estéril.
Antes de ser inoculado no meio de inducao o fungo foi lavado com dgua comum estéril
a fim de se retirar o excesso do meio completo. Uma pequena por¢ao da cultura filtrada
foi utilizada para inocular 200 mL de meio minimo para indu¢do da produgdo de
celulases. O fungo foi crescido por 24 horas 37 °C a 220 rpm. O micélio de H. grisea
foi coletado por filtragdo e uma quantidade de 2 a 5 g (peso umido) foi utilizado para a
extracdo de RNA. Foram empregados dois métodos de extragdo. Uma delas utilizando o
kit comercial “Rneasy Mini kit” (Quiagen), seguindo as recomendacdes do fabricante, e
outra utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen), descrito a seguir (todo o material e
solucdes utilizados estavam em condigdes livre de RNase).

A massa de micélio foi congelada em cadinho com N, liquido, macerada até
adquirir aspecto de p6 e transferido para um tubo falcon de 50 mL contendo 5 mL de
TRIzol® para cada 3 g de macerado e pérolas de vidro suficiente para cobrir o fundo do
tubo. Em seguida, a mistura foi agitada em vortex durante 1 a 2 minutos e centrifugada
a 2.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo Corex
contendo 0,2 mL de cloroférmio por mL de TRIzol® inicial. A mistura no tubo foi
homogeneizada e incubada por 3 minutos a temperatura ambiente antes de ser
centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo Corex adicionado de 0,5 mL de isopropanol por mL de TRIzol®, misturada
por inversdo e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos seguida de
centrifugacdo nas mesmas condigdes anteriores. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% por mL de TRIzol® utilizado. A mistura
foi homogeneizada em vortex e centrifugada a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi novamente descartado, o precipitado contendo o RNA foi secado por 5

a 10 minutos e ressuspendido em 400 pL de dgua MiliQ.
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4.2. Andlise de Acidos Nucléicos em Gel de Agarose

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para andlise e avaliagdo da
qualidade do RNA e andlise de fragmentos de DNA (De-Souza, 2003). A agarose foi
preparada em concentracdes de 0,8 a 1,0% (p/v) em tampao de corrida TEB 1X ou TAE
1X. Como marcadores moleculares para DNA foram utilizados 1 kb ladder
(INVITROGEN, NEW ENGLAND BIOLABS ou PROMEGA) ou DNA de fago A
digerido com EcoR I ¢ Hind III (A Eco/Hind).

4.3. Reagao de transcrigo reversa (RT)
Para a reagio de transcrigio reversa foi utilizado o kit “Superscript™

Preamplification System” (GIBCO), seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

4.4. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As amplificagdes realizadas pela técnica de polimerizagdo em cadeia foram
feitas utilizando-se como molde 10 ng de DNA total de H. grisea var. thermoidea, 2uL
da reagdo de transcricdo reversa, Ing de DNA plasmidial ou 1 pL. de uma reacdo de
PCR, 0,2 mM de dNTPs, tampao da Taq DNA polimerase, 1,5 a 3 mM de cloreto de
magnésio, 1U de Taq DNA polimerase (Cenbiot), 10 a 30 pmol de oligonucleotideos
iniciadores 5' e 3’, em um volume final de reagdao de 30 a 50 pL. O desenho dos
oligonucleotideos foi feito com base nas seqiiéncias dos genes egl2 e egl4 de H. grisea
descritos por Takashima et al. (1997, 1999a) ¢ contém a sequéncia para a introdugao do
sitio de restri¢do para a enzima Hind III nas extremidades dos produtos de PCR (Tabela
4).

As reagdes foram realizadas nas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial (94°C
— 2 min), 30 ciclos de desnaturacdo (94°C —1 min), anelamento (50 a 60°C — 1 min),
extensao (72°C — 1,5 min) e extensao final (72°C — 10 min). As reagdes de PCR com
Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (INVITROGEN) foram realizadas de

acordo com as recomendacgdes do fabricante.
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Tabela 4. Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢des de PCR

Oligonucleotideo Sequéncia (5" —» 3") Tm
E2SF AAGCTTACCATGAAGCACAGTGTCCTTGC 62,5 °C
E2SR AAGCTTCTATGGCACGTATTTCTTGAGAAGGGA 62 °C
E4SF AAGCTTATCATGCAGCTCCCCCTGACCAC 65 °C

AAGCTTTTAGTTAGCACTCAAGGGAAAAAAAA
E4SR 62,5°C
CACAACTTCT

4.5. Sequenciamento e analise da sequéncia do DNA

As reagdes de seqiienciamento foram realizadas no seqiienciador automatico
MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics). Era utilizado cerca de 100 ng de DNA, 5
pmoles dos primers apropriados ¢ o kit “DyEnamic ET DYE Terminator Cycle
Sequencing”. Os DNAs utilizados no sequenciamento eram quantificados por
espectrofotometria utilizando o GeneQuant RNA/DNA Calculator pro (Biochrom).

A qualidade das sequéncias obtidas através do sequenciamento automatico era
analisada, utilizando as ferramentas de bioinformatica: Phred, Phrap, CAP3 disponiveis
na pagina: www.unb.br/ib/cel/biomol. Depois da andlise de qualidade, as sequéncias
eram submetidas ao programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
(Altschul et al., 1990), para analise de identidade com sequéncias ja depositadas no

GenBank.

4.6. Purificacédo de fragmentos de DNA em gel de agarose

Apods digestdo dos plasmidios com as enzimas de restrigdo apropriadas, os
fragmentos de DNA contendo as sequéncias de interesse eram aplicados em gel de
agarose e submetidos a eletroforese. Os fragmentos de DNA eram recortados do gel de
agarose e purificados utilizando-se o kit “Geneclean” (Biorad), conforme as

especificagdes do fabricante.

4.7. Extracdo de DNA plasmidial de bactéria

Minipreparacdo — Inoculou-se uma coldnia de bacteria em 5SmL de meio LB contendo

ampicilina (100 mg/mL). Esse inoculo foi incubado por aproximadamente 16 horas a


http://www.unb.br/ib/cel/biomol
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200 rpm a 37 °C. Um volume de 3mL de cultura foi centrifugado a 5.000 x g por 2
minutos, descartando-se o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 200uL de
solugdo TE, adicionou-se 200ul de Solugdo 2, agitando-se o tubo por inversdo. A
seguir, foram adicionados 200uL de Solugao 3, misturado por inversdo, incubado no
gelo por 5 minutos e centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo contendo 750ul. de isopropanol. A solucdo foi
homogeneizada por inversdo e submetida a uma centrifugacao a 10.000 x g durante 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 100uL de
solucao TE. Foi adicionado 1 volume de solucao fenol/cloroféormio tamponado (1:1) e a
mistura homogeneizada em vortex por 1 minuto. O tubo foi centrifugado por 5 minutos
a 5.000 x g e a fase aquosa transferida para um outro tubo. A seguir foi adicionado igual
volume de cloroférmio. O tubo foi agitado vigorosamente e centrifugado a 5.000 x ¢
por 5 minutos. A fase aquosa final foi transferida para um tubo limpo ¢ a ele foram
adicionados 750uL de etanol 100%. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado (sem
ressuspender) com ImL de etanol 70%. Repetiu-se a centrifugacdo anterior € o excesso
de alcool foi removido. O precipitado foi secado por 5 a 10 minutos e ressuspendido em
50uL de TE + RNAase A (1uL da solugdo estoque de RNAase 10mg/ul para cada
100uL de TE).

O DNA plasmidial utilizado na reacdo de seqiienciamento foi obtido utilizando-
se o kit “Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System” (Promega'"), conforme

espeficicagdes do fabricante.

Midipreparacio —Inoculou-se uma colonia de bacteria em 50mL de meio LB contendo

ampicilina (100 mg/mL). Esse indculo foi incubado por aproximadamente 16 horas a
200 rpm a 37 °C. A cultura foi centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos, descartando-se
o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido por agitacdo em vortex em 2mL de
solugdo TE, adicionou-se 3,6mL de Solugdo 2, agitando-se o tubo por inversdo. A
seguir, foram adicionados 3mL de Solugdo 3, misturado por inversdo, incubado no gelo
por 5 minutos e centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo contendo 7,5mL de isopropanol. A solucdo foi
homogeneizada por inversdo e submetida a uma centrifugacdo a 10.000 x g durante 10

minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 300uL de
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solucao TE. Foi adicionado 1 volume de solucao fenol/cloroféormio tamponado (1:1) e a
mistura homogeneizada em vortex por 1 minuto. O tubo foi centrifugado por 5 minutos
a 5.000 x g e a fase aquosa transferida para um outro tubo. A seguir foi adicionado igual
volume de cloroférmio. O tubo foi agitado vigorosamente e centrifugado a 5.000 x ¢
por 5 minutos. A fase aquosa final foi transferida para um tubo limpo ¢ a ele foi
adicionado 750uL de etanol 100%. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado (sem
ressuspender) com 1mL de etanol 70%. Repetiu-se a centrifugacdo anterior e o excesso
de alcool foi removido. O precipitado foi secado por 5 a 10 minutos e ressuspendido em
500uL de TE + RNAase A (1uL da solucdo estoque de RNAase 10mg/uL para cada
100pL de TE).

4.8. Digestao de DNA com enzimas de restricao

As digestdes de moléculas de DNA com enzimas de restricdo foram realizadas
em sistemas de 10 a 100 pL, durante 1 a 16h (estipulados de acordo com a quantidade
de DNA a ser digerido). Os tampoes e as temperaturas de reacao foram utilizadas de
acordo com as indicagdes dos fabricantes, utilizando-se cerca 10 a 20 U de enzima para

cada micrograma de DNA a ser digerido.

4.9. Ligacao de fragmentos de DNA (Vetor-Inserto)

Para sistemas de ligacdo ndo direcionados de fragmentos de DNA (apenas um
sitio de restricdo) foi necessario defosforilar as extremidades do vetor linearizado.
Sendo assim, até 150 ng de vetor linearizado foram tratados com 1 U da enzima
fosfatase alcalina de camarao (SAP — Boehringer Mannheim) a 37 °C por 10 minutos,
seguidos de incubacdo a 65 °C por 15 minutos para inativar sua atividade.

Os sistemas de ligagdo foram feitos de modo que a razdo molar entre vetor e
inserto ficasse entre 1:3 e 1:10. Foram utilizadas as enzimas T4 DNA Ligase das
empresas Promega, USB e Jena Biosciences, com os tampdes de reacao fornecidos
pelos fabricantes. Os sistemas foram incubados a 16 °C por pelo menos 14 h antes de

serem utilizados para transformac¢ao de bactérias.

4.10. Transformacao de bactéria
O preparo de células de E. coli competentes pelo método de choque térmico foi

realizado como descrito por Cohen (1972) (com modificag¢des). As células da linhagem
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de E. coli foram inoculadas em 5mL de meio LB e incubadas a 37°C durante a noite sob
agitacdo a 250 rpm. Em seguida 1mL do pré-indculo foi adicionado a 30mL de meio LB
sendo a cultura de células incubada a 37°C sob agitacao (250rpm) até atingir uma ODggo
de 0,2 a 0,3. As células foram entdo coletadas por centrifugagdo a 3.000 x g durante 10
minutos a 4°C. As células foram ressuspendido em 10 mL de CaCl, 100mM e
submetidas a uma nova centrifuga¢do nas mesmas condi¢des anteriores € novamente
ressuspendidas em 1mL de 100mM de CaCl, e 15% glicerol. Aliquotas de 50 ou 100puL
foram preparadas e estocadas a —80°C.

Para transformacdo, o sistema de ligagdo foi adicionado a uma aliquota de
células competentes (até 10% do volume de células) adicionado e incubados no gelo por
30 minutos. O sistema de transformagao foi submetido ao choque térmico a 37°C
durante 5 minutos ou 42°C durante 90 segundos. Em seguida foi adicionado 1 mL de
meio LB ou SOC e as células incubadas por 1 hora a 37°C. Um volume de 50 a 200 uL.
de células foram semeadas em placas de Petri meio LB-Agar com ampicilina (100

ug/mL), e X-gal e IPTG quando necessario.
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5. Transformagcao de S.cerevisiae e selecéo dos transformantes

A transformagdao de S. cerevisiae com o vetor de expressdo foi realizada
utilizando o método descrito por Cheng et al. (1992). A levedura foi crescida durante a
noite em meio YPD a 30 °C sob agitagao de 200 rpm até atingir a fase estacionaria. Um
volume de 200 pL de células foram centrifugadas a 10.000 x g por 5 segundos e
ressuspendidas em tampao “One Step”, ao qual foram adicionados de 50 a 1000 ng de
plasmidio, num volume final de 100 puL. As células foram incubadas a 45 °C por uma
hora antes de serem semeadas em placas de meio minimo-Agar. As placas foram
incubadas a 30 °C por 3 dias. Apds o crescimento, os clones transformantes foram
semeados em meio minimo-Agar CMC e incubados a 30 °C pelo mesmo periodo
anterior. Em seguida, as placas foram lavadas com agua destilada para remover as
coldnias e coradas com solugdo de Congo Red 0,1% (p/v) por 15 minutos. As placas
foram descoradas com solu¢do NaCl 1 M por 15 minutos e os clones transformantes
foram detectados pela formacdo de um halo de hidrélise na area de crescimento da

colonia, indicando a degradagdo do substrato.
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6. Producéo da enzima recombinante

Para andlise de producdo da enzima recombinante foram utilizados uma coldnia
de S. cerevisiae expressando o gene de interesse, juntamente com um clone controle,
transformado com o vetor de expressao vazio. Para cada um dos clones foi preparado
um pré-indculo em 20 mL de meio minimo crescido por 48 horas sob agitacdao (200 a
250 rpm) a 30 °C. Apo6s a leitura da densidade celular (ODggp) do pré-inoculo, foi
adiocionado a 800 mL de meio minimo uma concentragdo de células suficiente para que
a ODyg 1nicial ficasse em torno de 0,2. O meio foi dividido em 4 frascos contendo 200
mL de meio cada, os quais foram incubados a 30 °C sob agitagdo por 96 horas. A cada
24 horas um frasco da cultura foi coletado para fazer a curva de produgdo de enzima. As
células foram separadas do sobrenadante por centrifuga¢do a 6.000 x g por 10 minutos e
cada uma dessas fragdes foram tratadas (como descrito abaixo) para deteccdo da

atividade enzimatica.

6.1. Dialise e liofilizacao do sobrenadante

Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi submetido a diélise, para a remogdo de
sais e agucares presentes no meio de cultura, em sacos de celulose (Dialysis tubing —
Sigma) que retém proteinas maiores que 12.000 Da. A didlise foi feita contra dgua
destilada a temperatura de 4 °C. Na primeira hora do processo a agua foi trocada a cada
30 minutos e depois a cada hora durante 6 horas. Os sacos de didlise das amostras
contendo a endoglicanase foram trocados a cada duas horas para evitar a dissolu¢ao dos
mesmos devido a atividade da endoglicanase. Uma aliquota de 200 pL do sobrenadante
dialisado foi utilizada para determinagdo da atividade enzimdtica. O restante desse
sobrenadante foi concentrado por liofilizagdo. O material liofilizado foi ressuspendido
em agua destilada em 1/10 do volume inicial e utilizado nos ensaios de atividade

enzimatica.

6.2. Permeabilizacdo da parede celular de S. cerevisiae

O sedimento de células obtido depois da centrifugacdo (item 6) foi lavado duas
vezes com 50 mL de agua destilada para remocdo do meio de cultura, seguido de
centrifugacdo a 6.000 x g por 10 minutos. A seguir, as células foram ressuspendidas em
20 mL de 4gua e transferidas para um falcon de 50 mL. Para facilitar a permeabilizagdo

da parede celular as células foram congeladas e em seguida descongeladas a 42 °C.
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Adicionou-se 2 mL de pérolas de vidro (10% do volume de células) ao tubo e as células
foram incubadas em um banho com gelo e 4gua por 10 minutos. Em seguida, as células
foram agitadas vigorosamente em vortex, para rompimento da parede celular por atrito.
Foram feitos trés tratamentos de 45 segundos com intervalos de 15 segundos no gelo. O
extrato periplasmatico foi separado por centrifugagdao a 6.000 x g por 10 minutos. Esse

extrato foi estocado a 4 °C e utilizado nos ensaios de atividade enzimatica.
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7. Detecgdo da atividade celulolitica e caracteriza¢éo bioquimica

7.1. Ensaio enzimatico

A atividade de endoglicanase 2 foi determinada pelo ensaio colorimétrico de
detec¢do acucares redutores geradas pela hidrolise do substrato carboximetilcelulose
(CMC low viscosity — Sigma). Para a detec¢do de aglicares redutores em solugdo foi
utilizado o reagente DNS - 4cido dinitrosalicilico - (Miller, 1959). Os ensaios de
atividade de EGL2 foram feitos nas seguintes condi¢des: 250 pLL de CMC 1 % (p/v), 50
uL de tampao acetato de sddio 0,5 M pH 5,0 e 200 puL. de amostra contendo a enzima. A
mistura foi incubada a 50 °C por 1 hora e em seguida adicionou-se 500 puL de reagente
DNS. As amostras foram fervidas por 5 minutos e ap6s o resfriamento a absorbancia foi
lida a 550 nm no espectrofotometro Pharmacia LKB Ultrospec III. As leituras de
absorbancia foram convertidas em quantidade de equivalente de glicose, por meio da
curva de calibracdo obtida pela leitura da absorbancia de diferentes concentragdes de
glicose (0 a 30 pg ) com o reagente DNS (Figura 7). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata, utilizando como branco de leitura no aparelho a solu¢do contendo apenas
o tampao de reacdo; e como controle da concentragdo inicial de agucares redutores, as
amostras contendo a enzima foram fervidas por 5 minutos antes de serem adicionadas a
reagdo com CMC. Para verificar se a EGL2 ndo apresentava atividade apods a
desnaturacdao foram feitos ensaios nos quais o DNS era adicionado a reagdo antes da
amostra contendo a enzima. Uma unidade de endoglicanase foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para gerar 1 umol de equivalente de glicose por

minuto de reagao.

7.2. Atividade enzimatica em diferentes pH
O efeito da variacdo do pH na atividade enzimatica foi avaliado realizando-se os
ensaios utilizando-se 50 pL de diferentes tampodes (Tabela 5) em diferentes pH na

temperatura de 50 °C por 1 hora.
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Figura 7. Curva padrdo de glicose utilizada para se medir a quantidade de agucares

redutores nos ensaios enzimaticos. A equagio da curva ¢ y = 0,0538x de R* = 0,998.

Tabela 5. Composigdo dos tampdes utilizados no ensaio de atividade em diferentes pH

Tampéo pH(s)
Citrato de Sodio 0,5 M 2,0
Citrato de Sodio 0,1 M 3,0
Acetato de Sodio 0,4 M 4,0,5,0e6,0
MOPS 0,4 M 6,0e7,0
Tris-HC1 0,4 M 8,0

Tris-Glicina 0,4 M 9,0
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7.3. Atividade enzimatica em diferentes temperaturas e estabilidade térmica
Os ensaios para verificagdo da influéncia da temperatura sobre a atividade
enzimatica foram realizadas nas temperaturas de 0, 25, 40, 50, 60, 70 e 80 °C por 1 hora
em pH 5,0. Para o ensaio de estabilidade térmica aliquotas da enzima foram pré-
incubadas nas temperaturas de 50 e 60 °C, em pH 5,0, durante 0, 1, 2, 4 ¢ 6 horas. A
atividade remanescente da enzima foi detectada fazendo-se o ensaio na mesma

temperatura de pré-incubagdo por 1 hora com 250 uL de CMC 1% (p/v).

7.4. Atividade enzimética em diferentes concentragdes de substrato

Foram realizados dois ensaios independentes. Em um deles, foram utilizadas as
concentragdes de 0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 12,5 e 15 mg/mL de CMC. No outro, as
concentragdes utilizadas foram de 0, 0,50, 0,62, 0,83, 1,25, 2,50 ¢ 5,00 mg/mL de CMC.
Os dados obtidos foram utilizados para fazer a curva de velocidade de reacdo (produto

formado por unidade de tempo) por concentragao de substrato.

7.5. Atividade enzimatica sobre diferentes substratos

A atividade da endoglicanase 2 recombinante foi testada utilizando-se os
substratos celulose microcristalina (Sigmacell tipo 20 - Sigma), papel de filtro
(Whatman N° 2), MUC (4-metilumbeliferil-B-D-celobiosideo) e pNPC (p-nitrofenil-f-
D-celobiosideo). Os ensaios com sigmacell e papel de filtro foram feitos medindo-se a
quantidade de acucares redutores produzidos, nas mesmas condi¢des de reacdo dos
ensaios realizados com CMC, que foi substituido por 250 puL. de solucdo sigmacell 1%
(p/v) e por uma tira de 6 cm X 0,5cm de papel de filtro, respectivamente. No ensaio com
sigmacell, os tubos foram agitados a cada 15 minutos, para manter o substrato em
suspensao.

O ensaio com pNPC foi realizado adicionando-se 50 puL de tampao acetato de
sodio 0,5 M pH 5,0, 200 pL de agua e 125 pL de amostra contendo atividade de
endoglicanase a 125 pL de pNPC 2 mM. O sistema foi incubado por 1 hora a 40 °C e
em seguida foram adicionados 500 pL de acetato de sédio 1 M pH 9,0, para parar a
reacdo. O ensaio com MUC foi feito com 250 uL. de MUC 2 mM, 50 puL. de tampao
acetato de sodio 0,5 M e 200 ul. de amostra contendo a enzima recombinante e
incubados a 40 °C por uma hora. A atividade enzimatica foi detectada pela emissdo de

fluorescéncia ao incidir luz ultravioleta sobre os tubos contendo a reacao.
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8. Andlise de proteina em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

8.1. Condicoes da eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel desnaturante de poliacrilamida
segundo descrito em Silva-Pereira (2003). As amostras do extrato periplasmatico
contendo a enzima recombinante foram concentrados por centrifugacdo e evaporagao a
vacuo e ressuspendidas em tampao de amostra de proteina. As amostras foram aplicadas
em um sistema de gel separador de 15% contendo 0,1% de CMC (p/v) e concentrador
de 4%. A eletroforese foi realizada por 2 horas em voltagem de 80 a 120 V. Como
marcador de massa molecular para proteinas foi utilizado o “BenchMark Protein

Ladder” (Invitrogen).

8.2. Atividade enzimatica em gel de poliacrilamida (zimograma)

Apbs o processo de eletroforese o gel foi tratado para revelar a atividade
enzimatica conforme descrito por Takenaka et al. (1999) (com modificagdes). O gel foi
retirado do sistema de eletroforese e lavado trés vezes em solugdo de Triton X-100 1%
durante 20 minutos para remover o SDS. Em seguida procedeu-se a lavagem do gel com
agua destilada antes de incuba-lo em tampao acetato de sédio 50 mM, a 37 °C por 18
horas. A atividade enzimatica foi detectada corando o gel com solugdo de Congo Red
0,1% (p/v) durante 1 hora, seguida de lavagem com cloreto de s6dio 1 M. Apods a
deteccao da regido de degradagao do substrato no gel foram adicionados 200 puL de HCI
0,2 M a solugdo de NaCl para fixacdo da cor, permitindo um maior contraste para

visualizacdo da atividade enzimatica em gel.

8.3. Coloracéo de gel de poliacrilamida com prata

Um gel preparado nas mesmas condi¢des descritas anteriormente juntamente
com o zimograma foi utilizado para visualizagdo do perfil protéico por coloracdo com
prata. Para tal, foi utilizado o kit “Silver Staining Kit Protein Silver One™” (Amersham

Biosciences) conforme especificagdes do fabricante.



Resultados

1. Clonagem dos genes egl2 e egl4 de Humicola grisea var. thermoidea

1.1. Obtencéo dos cDNAs correspondentes as endoglicanases 2 e 4

Foi extraido o RNA total de H. grisea var. thermoidea crescido em meio
contendo bagago de cana explodido a vapor (BCA) como unica fonte de carbono a fim
de induzir a produgdo de celulases pelo fungo. Estudos realizados por De-Paula et al.
(1999, 2003) mostraram que substratos lignoceluldsicos complexos, como o BCA, sao
bons indutores de celulases em H. grisea var. thermoidea, sendo a enzima
celobiohidrolase 1.2 a proteina mais secretada pelo fungo quando crescido nessa fonte
de carbono. O RNA total obtido foi utilizado em uma reagdo de RT-PCR para a
obtengdo dos cDNA correspondentes aos genes de endoglicanase 2 (EGL2) e
endoglicanase 4 (EGL4). Os iniciadores especificos utilizados na PCR (E2SF/E2SR e
E4SF/E4SR) (Tabela 4), foram desenhados com base na seqiiéncia dos genes egl2
(nimero no Gene Bank D84470) ¢ egl4d (AB003108) de H. grisea var. thermoidea
descritas por Takashima et al. (1997, 1999a). Os produtos amplificados por esses
iniciadores inserem sitios de Hind III nas extremidades dos fragmentos para permitir a
clonagem em vetor de expressdo em S. cerevisiae.

Para se determinar a melhor temperatura de anelamento para os
oligonucleotideos foram realizadas PCR em diferentes temperaturas de anelamento,
com diferentes concentracdes de magnésio para a enzima Taq DNA polimerase
(Cenbiot). Foram escolhidas as temperaturas de 50, 52,8, 56 e 60 °C e as concentracdes
de 1,5, 2,0 e 3,0 mM de cloreto de magnésio para as reacdes. Para todas as reagdes
foram utilizados 2 plL da reagdo de transcrigdo reversa. A reagdo com o par de
oligonucleotideos E2SR/E2SR gerou um fragmento de aproximadamente 1.200 pb nas
condigdes de 2,5 e 3,0 mM de magnésio em todas as temperaturas testadas, enquanto
que com o par E4SF/E4SR houve a amplificacdo um fragmento de aproximadamente
700 pb, com baixo rendimento, em 2,5 mM de magnésio na temperatura de anelamento
de 50 °C (Figura 8). Os fragmentos amplificados correspondem aos tamanhos esperados
para os cDNAs de egl2 (1164 pb) e egl4 (682 pb). As reagdes controle sem cada um dos
iniciadores e sem o molde foram feitas e ndo amplificaram nenhum fragmento (dado

nao mostrado).
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Figura 8. Analise eletroforética dos produtos das reagdes de RT-PCR. Gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio das (A) reagdes de RT-PCR com os
oligonucleotideos E2SF/E2SR (B) e E4SF/E4SR. Para cada uma das diferentes
temperaturas de anelamento utilizadas (especificadas acima) foram feitas reagdes com

1,5 mM (1), 2,0 mM (2) e 3,0 mM de magnésio (3). M- marcador 1 kb ladder Biolabs.
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Com a finalidade de se obter quantidade suficiente desses amplicons para
ligagdo no vetor pGEM-T easy foram feitas reacdes de PCR em maior numero
utilizando-se as temperaturas de anelamento de 60 °C para o par de iniciadores
E2SF/E2SR e de 50 °C para o par E4SF/E4SR (Figura 9). Para amplificacdo do
fragmento de 1200 pb, correspondente ao cDNA da egl2, foi utilizada a mesma
concentragdo de cDNA das reagdes anteriores (2 pL da reagdo de transcrigdo reversa),
enquanto que para o fragmento de 700 pb, correspondente ao cDNA da egl4, foi
utilizado 1 pL da reagdo de PCR anterior, devido ao baixo rendimento obtido a partir da
reacdo de transcrigdo reversa. A enzima utilizada para esses procedimentos foi a
Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen). Nesse procedimento, a reacdo com os
iniciadores E4SF/E4SR geraram produtos inespecificos (Figura 9 linha 2). Portanto, o
fragmento de 700 pb foi purificado do gel de agarose e os cDNAs da egl2 e egl4 foram
ligados ao plasmidio pGEM-T easy. A digestdo dos plasmidios pGEGL2 ¢ pGEGL4
com a enzima Hind III liberou fragmentos de 1,2 ¢ 0,7 kb, correspondente aos cDNAs

egl2 e egl4, respectivamente (Figura 10).

1.2. Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Os fragmentos clonados nos plasmidios pGEGL2 e pGEGL4 foram submetidos
ao seqilenciamento e as seqiiéncias resultantes foram submetidas ao programa BLAST,
comparando com as sequéncias presentes no banco de dados GenBank. O cDNA egl2
apresentou identidade de 97% com a sequéncia do gene da endoglicanase 2 de H. grisea
descrito por Takashima et al. (1997). As seqiiéncias geradas pela reagdo de
seqiienciamento do vetor pGEG4 apresentaram baixa qualidade e ndo puderam ser
usadas para busca no banco de dados, ndo sendo confirmada a obten¢ao do cDNA egl4.
Considerando-se esse fato, os experimentos seguintes foram realizados apenas com o

c¢DNA da endoglicanase 2 de H. grisea var. thermoidea.
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Figura 9. Analise eletroforética da reagao de RT-PCR utilizando a enzima Taq Platinum
DNA polimerase (Invitrogen). Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo
indicando a amplificacdo do cDNA de (1) egl2 e (2) egl4. M- DNA do fago A digerido
com EcoR I e Hind III.

1,1kb —»

Figura 10. Perfil de restricdio dos plasmidios pGEGL2 ¢ pGEGL4. Analise
eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio: Plasmidios
pGEGL2 (1) e pGEGL4 (2) digeridos com a enzima Hind III. M- DNA do fago A

digerido com as enzimas de restrigao ECOR I e Hind III.
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1.3. Clonagem do cDNA egl2 no vetor de expressdo pAAHS de S. cerevisiae

Para expressdo do cDNA egl2 em S. cerevisiae foi utilizado o vetor pAAHS
(Ameerer, 1983; Kimura et al., 1987)). Esse plasmidio foi obtido digerindo-se o
plasmidio pAA3 com a enzima de restricdo Hind III. O plasmidio pAA3 (gentilmente
cedido pela Dra. Ana Clara G. Schenberg) contém um fragmento de 2,3 kb
correspondente ao gene da ai-amilase de Bacillus subtilis clonado no vetor pAAHS5 entre
as regioes promotora e terminadora do gene ADHI (4lcool desidrogenase 1). O
plasmidio pAA3 foi digerido com a enzima de restricdo Hind III e o fragmento de 12,6
kb, correspondente ao vetor pAAHS, foi purificado, defosforilado e ligado ao fragmento
de 1,1 kb, contendo o cDNA egl2, obtido da digestdo do plasmidio pGEGL2 com a
enzima Hind III (Figura 11). Parte do fragmento correspondente ao vetor pAAHS foi
religado e transformado em bactéria para preparacdo em grande quantidade desse vetor.

O sistema de ligacdo entre o vetor pAAHS ¢ o cDNA de egl2 foi transformado
em E. coli DH5-0 ¢ foram obtidos seis clones recombinantes. Para determinar a
orientagao de clonagem do inserto nos diferentes clones foi feito o perfil de restricdo do
plasmidio com as enzimas BamHI e Pvu II para as duas orientagdes possiveis (Figura 12
A e B). As construgdes apresentando a orientagdo correta do inserto em relagdo ao
promotor produziram fragmentos de 1,9 1,2 e 1,7 kb, enquanto que os plasmidios com o
inserto na orientagdo contraria apresentaram fragmentos de aproximadamente 2,2 0,9 e
1,7 kb (Figura 12 C). Dois clones confirmaram o ¢cDNA egl2 na orientagdo correta. O
vetor de expressdo para o cDNA de egl2 de H. grisea var. thermoidea foi denominado
de pAEGL2 (Figura 13).
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Figura 11. Analise ecletroforética do perfil de restricio dos plasmidios pAA3 e
pGEGL2. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio: plasmidios pAA3 (1) e
pGEGL2 (2) digeridos com a enzima Hind III. M- DNA do fago A digerido com as

enzimas de restricdo ECOR I e Hind II1.
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Figura 12. Clonagem do cDNA egl2 no plasmidio de expressio pAAHS. A ¢ B -
Representagdo esquemadtica da andlise do perfil de restricdo com Bam HI e Pvu II para
determinag@o da orientagdo do cDNA do gene egl2 em relagdo ao promotor ADH1, no
vetor de expressao pAAHS. Estdo mostrados os tamanhos dos fragmentos esperados
para a orientagdo correta para expressao (A) e contraria (B), os sitios das enzimas de
restricdo BamH I, Pvu II e Hind III e as regides correspondentes ao vetor (promotor e
terminador ADH1) e o inserto egl2. C-Analise eletroforética em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio: Clones (1), (2) e (3) digeridos com Pvu Il e BamH 1. M-
DNA do fago A digerido com enzimas EcoR I e Hind III.
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Figura 13. Representagdo esquematica do vetor de expressao pAEGL2
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2. Expresséo de endoglicanase 2 em Saccharomyces cerevisiae

2.1. Transformacao de levedura e deteccéo da atividade enzimatica

Os vetores pAEGL2 e pAAHS foram utilizados para transformar a linhagem
MFL de S. cerevisiae. Os tranformantes capazes de crescer em meio minimo-agar sem
leucina por receberem a complementagdo auxotrdfica contida no vetor (LEU2) foram
transferidos para placas de meio minimo-agar-CMC. Os transformantes expressando a
enzima recombinante foram detectados pela formac¢ao de um halo de hidrolise de CMC
em placa, revelado pela coloragdo com Congo red 0,1% (p/v), apds 48 horas de
crescimento dos transformantes a 30 °C. Dois transformantes que apresentaram
atividade (YAEGL2-1 e YAEGL2-2) foram crescidos em uma placa juntamente com
um transformante controle (YAAHS), que contém o vetor pAAHS sem inserto (Figura
14). Esse ensaio mostra que a atividade celulolitica produzida pela S. cerevisiae
transformada ¢ devido a expressdao do gene egl2 e que a enzima é produzida de forma

funcional.
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Figura 14. Ensaio de hidrdlise de CMC em placa. Colonias de S. cerevisiae
transformadas com os vetores pAEGL2 (1 e 2) e pAAHS (3) crescidas em meio
minimo-agar-CMC A placa foi corada com Congo Red 0,1%. O halo de degradacdo

compreende a regido amarelada e a regido escura interna.
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2.2. Cinética de producéo da endoglicanase recombinante

O clone YEGL2-2 foi crescido em meio liquido com o objetivo de se determinar
o melhor tempo de producdo enzimatica, além de se obter quantidade suficiente de
enzima para posterior caracterizacdo bioquimica. Foram retiradas amostras a cada 24
horas de cultivo. As culturas controle (YAAHS) e YEGL2-2 apresentaram o mesmo
perfil de crescimento (Figura 15 A), sendo que a densidade celular da cultura controle
foi maior nos tempos de 72 e 96 horas. A produc¢do enzimatica do transformante
YEGL2-2 chegou a 0,705 U/L de cultura no tempo de 96 horas. Ensaios feitos com o
sobrenadante da cultura e com o extrato periplasmatico da cultura revelaram que 84%
da atividade enzimatica foi encontrada no extrato periplasmatico. A atividade de
endoglicanase secretada foi detectada somente apos concentracdo do meio de cultura em

10X, sendo de 0,125 U/L (Figura 15 B).
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Figura 15. Curva de crescimento celular (A) e produgdo da atividade de endoglicanase

(B) das linahgens YAEGL2-2 (m) ¢ YAAHS (A).

Em (B): linha cheia — extrato

periplasmatico; linha pontilhada — sobrenadante; as reacdes foram feitas em triplicata e

o desvio padrao estd mostrado no grafico.
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3. Caracterizacéo bioquimica da EGL2 recombinante

Para a caracteriza¢do bioquimica da endoglicanase recombinante foi utilizado o
extrato periplasmatico concentrado obtido a partir de 200 mL de cultura da linhagem

YAEGL2-2 crescida por 96 horas em meio minimo.

3.1. Atividade enzimatica em diferentes pH

A EGL2 expressa por S. cerevisiae apresentou maior atividade em pH 5,0,
mantendo cerca de 88% da atividade nos pHs 4,0 e 6,0 em tampao acetato (Figura 16).
Em um ensaio realizado em tampao MOPS pH 6,0 a enzima apresentou menor atividade
(70% dado ndo mostrado) que em tampdo acetato no mesmo pH, indicando que a

composi¢ao do tampao afeta a atividade enzimatica.

3.2. Atividade enzimatica em diferentes temperaturas e estabilidade térmica

O ensaio para determinar a faixa 6tima de temperatura para a atividade de EGL2
foi feito em pH 5,0. Das temperaturas escolhidas para os ensaios a enzima apresentou
alta atividade na faixa de 50 a 60 °C, sendo que, a melhor atividade foi a 50 °C (Figura
17). Na temperatura de incubagdo de 70 °C a enzima apresentou uma reducdo de 36%
da atividade quando comparada a atividade em 50 °C, sendo que esse valor diminuiu
para 21% a 80° C.

Apesar da baixa diferenca na atividade de EGL2 a 50 e 60 °C, a estabilidade
dessa enzima nessas temperaturas apresentou grande variagdo. EGL2 mantém cerca de
80% de sua atividade apos pré-incubagdo por 6 horas a 50 °C em pH 5,0; enquanto que
a 60 °C a enzima mantém 61% da sua atividade apds 1 hora de pré-incubagao, valor este
que cai para 36% ap0s 6 horas (Figura 18). Os ensaios enzimaticos foram realizados por

1 hora nas temperaturas selecionadas ap6s o periodo de pré-incubagao.
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Figura 16. Efeito da variagdo de pH na atividade de EGL2 recombinante. Os ensaios

foram realizados em triplicata e o desvio padrdo para cada ponto foi menor que 10%.
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Figura 17. Efeito da varia¢ao de temperatura na atividade de EGL2. Os ensaios para as
diferentes temperaturas foram realizados em triplicata e o desvio padrdo estd mostrado

nos graficos.
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Figura 18. Termoestabilidade de EGL2 recombinante a 50 °C (A) ¢ a 60 °C (B). Os
ensaios para as diferentes temperaturas foram realizados em triplicata e o desvio padrao

para cada ponto foi menor que 5%.
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3.3. Atividade enzimatica em diferentes concentracdes de substrato

Para a obtencdo da cinética de concentracdo de substrato pelo tempo foram
realizados ensaios com a endoglicanase recombinante com concentragdes de CMC
variando de 0 a 15 mg/mL. de substrato. A enzima apresentou inibicdo em
concentragdes de substrato acima de 12,5 mg/mL (Figura 19). A producao maxima de
acucares redutores obtida com as concentragdes utilizadas foi de 0,14 pg/min. O grafico
do duplo-reciproco pode ser feito retirando-se os pontos cujos valores de concentragdo
causaram inibicdo na atividade enzimdtica (Marangoni, 2003). A curva do duplo-
reciproco (Figura 20) foi obtida excluindo-se os pontos referentes as concentragdes de
CMC acima de 7,5 mg/mL e a equagao que a representa ¢ y = 22,865x + 4,9166, com
R? = 0,9633 (devido também ao baixo numero de pontos). Dessa forma foi possivel
obter valores de K, de 4,65 mg/mL (mg de CMC por mL de reagdo) € Vpax de 0,203
pg/min (ug de agticares redutores por minuto de reagdo), que refletem a atividade da

enzima sem o efeito inibitorio de altas concentragdes de substrato.

3.4. Atividade enzimatica sobre diferentes substratos

A atividade de EGL2 foi testada sobre celulose microcristalina e papel de filtro e
comparada com a atividade em CMC. A enzima apresentou alta atividade sobre papel
de filtro e atividade significativa (20% em relacdo a atividade em CMC) sobre celulose
microcristalina (Figura 21).

Os ensaios com os substratos pNPC e MUC foram apenas qualitativos, com a
finalidade de se detectar a atividade de EGL2 nesses substratos. Esses ensaios foram
realizados também com o extrato periplasmatico do transformante YAAHS como
controle. Nao foi detectada atividade de EGL2 sobre pNPC, o que coincide com os
dados de Takashima et al. (1997). A enzima apresentou atividade sobre MUC, que foi
visualizada pela emissdo de fluorescéncia quando a reagdo foi exposta a luz ultravioleta

(Figura 22).
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Figura 19. Curva da cinética enzimatica da endoglicanase recombinante sobre CMC.
Os pontos foram obtidos a partir de dois ensaios diferentes feitos em triplicata e o erro

padrao dos pontos estd mostrado no gréfico.
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Figura 20. Grafico de duplo-reciproco para endoglicanase 2 recombinante.
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Figura 21. Atividade de EGL2 sobre celulose microcristalina ¢ papel de filtro
comparada com a atividade em CMC. Os ensaios foram realizados em triplicata e o

desvio padrdo esta mostrado no grafico.

Figura 22. Ensaio de atividade sobre MUC. Reag¢des contendo extrato periplasmatico

de YAAHS (A) YAEGL2-2 fervido (B) e YAEGL2-2 nao fervido (C).
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3.5. Determinagédo da massa molecular da EGL2 recombinante

O extrato periplasmatico da linhagem YAEGL2-2 foi submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida e comparado com o perfil do extrato periplasmatico da
linhagem controle a fim de se detectar a endoglicanase recombinante e determinar sua
massa molecular. A partir do perfil de migragao por eletroforese em gel das proteinas
desses extratos nao foi possivel identificar uma banda correspondente a endoglicanase
recombinante (Figura 23).

Para confirmar a presenca da enzima recombinante foi feito o zimograma dos
extratos periplasmatico as das linhagens controle ¢ YAEGL2-2 (Figura 24). A massa
molecular da EGL2 foi estimada pela comparagao da migracdo das amostras do gel
corado com prata com o zimograma. O zimograma apresentou um halo de hidrolise na
altura correspondente & uma proteina de aproximadamente 55 kDa, valor descrito por
Takashima et al. (1997) para a proteina glicosilada. Ndo houve a formagdo de uma areca
definida de degradagao de CMC e sim uma regido de arraste ao longo da area de
migracdo da endoglicanase (Figura 24 — linha 4). Este efeito se deve ao fato da amostra
ndo haver sido fervida antes da aplicagdo no gel. A etapa de fervura para preparacio das
amostras para o gel desnaturante levava a uma inativagao irreversivel da atividade de
endoglicanase (Figura 24 — linha 2).

O perfil protéico do sobrenadante da cultura da linhagem YAEGL2-2 também
foi submetido a analise eletroforética e zimograma (Figura 25). Os perfis de migragdo
dos sobrenadantes obtidos da cultura das linhagens YAEGL2-2 ¢ YAAHS nao
apresentaram diferenga (Figura 25-A). O zimograma da amostra YAEGL2-2 apresentou
duas 4reas de degradacdo, uma correspondente banda de 55 kDa e outra de
aproximadamente 42 kDa. O tamanho de aproximadamente 42 kDa corresponde ao

tamanho da proteina nao glicosilada (Takashima et al., 1997).
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Figura 23. Perfil eletroforético das proteinas dos extratos periplasmaticos das linhagens

YAEGL2-2 (1) e YAAHS (2). M- marcador BenchMark Protein Ladder (Invitrogen).
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Figura 24. Analise eletroforética e zimograma dos extratos periplasmaticos. Analise

eletroforética em gel de poliacrilamida 15 % corado com prata (A) e zimograma dos
extratos periplasmaticos da linhagem YAEGL2-2 nao fervido (1 e 4), fervido (2 ¢ 5) da
linhagem controle YAAHS5 (3 e 6). (M - BenchMark Protein Ladder Invitrogen).
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Figura 25. Analise eletroforética e zimograma do meio de cultura concentrado. Analise
eletroforética em gel de poliacrilamida 15 % corado com prata (A) e zimograma (B) do

sobrenadante da cultura concentrado das linhagens YAEGL2-2 ndo fervido (1 e 3) e

YAAHS (2).



Discussao

A produg¢do de etanol a partir de material lignocelulésico passou a ser
pesquisada devido a abundancia e o imenso potencial para conversdo desse material a
acucares fermentesciveis (Hari Krishna et al., 2001). O estudo de celulases ¢ de grande
interesse devido a grande quantidade de celulose presente nos rejeitos lignocelulosicos
de origem agricola e industrial. Saccharomyces cerevisiae ¢ um organismo interessante
para o estudo de caracterizagao de celulases pois, além da sua genética molecular bem
estabelecida, ndo ¢ capaz de degradar celulose. A maioria das linhagens de S. cerevisiae
produzem principalmente exo-1,3-B-glicanases e endo-1,2-p-glicanases (van Rensburg
et al, 1996), sendo também detectadas atividades de endo-1,3-B-glicanases (Hien &
Fleet, 1983). Essas enzimas, porém, ndo apresentam atividade sobre celulose ou
derivados que consistem de ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 (Wong & Maclachlan,
1979; van Rensburg et al, 1996). Além disso, ¢ um dos organismos que podem ser
usados no processo de sacarificagdo e fermentagdo simultaneas expressando celulases
heterologas.

A caracterizagdo de endoglicanases ¢ importante pois essa enzima ¢ necessaria
para  degradacdo da celulose, uma vez que diminui rapidamente o grau de
polimerizacdo do substrato, gerando celo-oligossacarideos que sdo alvos das
celobiohidrolases e B-glicosidases (Teeri, 1997). Além disso podem ser estudadas para
utilizagcdo na separagdo de hemicelulose e celulose da lignina, uma vez que algumas
endoglicanases apresentam atividade em xiloglucanas (Suda & Giorgini, 2003; Lynd et
al., 2002).

O fungo Humicola grisea var.thermoidea produz endoglicanases que possuem
CBD (EGL2 e EGL3) e endoglicanases que possuem apenas o dominio catalitico
(EGLI1 e EGL4). A EGL 2 ¢ mais termoestavel que EGL3 e apresenta atividade sobre
celulose microcristalina, que ¢ praticamente ausente nas outras endoglicanases. Em
relagdo as celulases sem CBD, EGL4 ¢ mais termoestavel que EGL1. Possuem alta
atividade sobre CMC, mas EGL4 ¢ a unica dentre as endoglicanases que ¢ mais ativa
em pH 6,0 (Takashima et al.,1996a, 1997, 1999a). Ainda ndo ¢ entendido o fato de um
mesmo microrganismo apresentar diferentes formas de endoglicanases (cinco em T.
reesei ¢ quatro em H. grisea var. thermoidea), mas acredita-se que diferentes
endoglicanases consigam apresentar melhor desempenho em gerar extremidades

redutoras para as celobiohidrolases (Lynd et al., 2002).
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Dessa forma, foram desenhados e sintetizados os pares de iniciadores
E2SF/E2SR e E4SF/E4SR para obtencdo, por RT-PCR, os cDNA correspondentes aos
genes egl2 e egl4 de H. grisea var. thermoidea, respectivamente. O fragmento de 0,7 kb
obtido com o par de iniciadores E4SF/E4SF ndo pode ser comparado com as seqiiéncias
depositadas em bancos de dados devido a baixa qualidade da seqiiéncia obtida. O
iniciador E4SF possui uma porcentagem baixa de nucleotideos CG (33%), além de uma
regido que contém oito adenosinas em seqiiéncia, fazendo com que este iniciador
apresente baixa especificidade de anelamento na regido desejada. Tal fato foi
confirmado pela baixa eficiéncia de sintese do fragmento na reacdo de RT-PCR (Figura
8 B) e pela presenca de fragmentos inespecificos quando o produto da reagdo anterior
foi usado como molde. A seqiiéncia desse iniciador foi baseada na seqiiéncia da fita
codante do gene egl4 (Takashima, 1999a), que apresenta alta taxa de nucleotideos AT
no final da fase aberta de leitura do gene (19 dos ultimos 30 nucleotideos da regido
codante, desconsiderando-se o cdédon de terminagdo, sao A ou T). Para amplificar o
cDNA correspondente ao gene egl4 um novo iniciador que se anele na regido 3° UTR
do gene deve ser desenhado considerando-se os nuleotideos ap6s o codon de terminagdo
do gene. O fragmento de 1,1 kb obtido com o par de iniciadores E2SF/E2SR foi
seqiienciado e confirmado como sendo o ¢cDNA correspondente ao gene egl2 de H.
grisea var. thermoidea (Takashima, 1997). O ¢cDNA foi entdo clonado no vetor de
expressao pAAHS, obtendo-se assim o plasmidio pAEGL2. O cassete de expressdo de
egl2 contém o promotor ADHI, um promotor constitutivo que permite atingir altos
niveis de expressao da proteina de interesse.

O vetor de expressdo construido foi transformado em S. cerevisiae para a
obten¢do de uma linhagem dessa levedura capaz de expressar a endoglicanase 2 do
organismo termofilico H. grisea var. thermoidea. Foram obtidos transformantes de S.
cerevisiae capazes de expressar a enzima EGL2 recombinante de forma funcional. A
atividade celulolitica foi confirmada em ensaio de degradacdo de CMC em placa com
meio minimo corado com Congo Red. Dois desses transformantes foram crescidos em
placa contendo CMC, juntamente com um transformante controle que contém o vetor de
expressao vazio (Figura 14), mostrando que a atividade de endoglicanase ocorre devido
a expressao do cDNA de egl2.

Os niveis de expressdo, observados para o clone YAEGL2-2, aumentaram a
partir de 24 horas de crescimento, chegando ao méaximo de atividade em 96 horas. A

maior taxa de producdo da enzima foi no periodo entre 24 e 48 horas, atingindo
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producdo maxima em 96 horas. Isso pode ser explicado pelo comportamento do
promotor ADHI, que apresenta os maiores niveis de expressdo durante o inicio da fase
exponencial de crescimento (Aho et al., 1996). Quando a cultura se aproxima da fase
estacionaria de crescimento (a partir de 96 horas em meio de cultura contendo glicose
como Unica fonte de carbono) (Herman, 2002), o crescimento celular diminui e a
atividade do promotor ADHI1 cai (Rouhonen et al., 1995), reduzindo a produgdo da
enzima. A diminuicdo da concentracdo de proteina encontrada no sobrenadante em 96
horas pode ser explicada pela acdo de proteases liberadas no meio de cultura em
resposta a baixa disponibilidade de nutrientes.

A quantidade de EGL2 recombinate produzida por S. cerevisiae foi baixa se
considerados os niveis de expressdo relatados por outros trabalhos (Tabela 6). Baixos
niveis de producdo da informagdo recombinante podem estar associados ao estresse
causado pelas condig¢des utilizadas para o crescimento das células (Mattanovich et al.
2004). Aho et al. (1996) observaram que a atividade de EGI (endoglicanase 1) de T.
reesei produzida em S. cerevisiae, dirigida pelo promotor ADHI, se apresentava 40
vezes maior em meio completo (YPD) quando comparado ao crescimento em meio
minimo (glicose ¢ YNB). Essa diferenca foi atribuida a produgdo de uma grande
quantidade de enzima inativa em meio minimo. E possivel entio que em melhores
condi¢des de crescimento (suplementando o meio minimo de cultura com vitaminas ou
aminoacidos) possa haver um aumento na producao de EGL2 pela linhagem YAEGL?2.

A expressdo da proteina heteréloga também pode causar estresse metabdlico nas
células por limitar outros processos celulares competindo por seus substratos
(Mattanovich et al., 2000). Uma proteina produzida em altos niveis pode ficar
acumulada na forma de proteina ndo enovelada e isso causa estresse na célula.
Kauffman et al. (2004) mostraram que a expressdo de uma cadeia de anticorpo
provocou diminui¢do do crescimento e conseqiiente diminui¢ao da proteina de interesse.
Isso causa ativagdo na via de resposta a proteinas nao enoveladas (UPR — unfolded
protein response), que ¢ caracterizada basicamente pelo aumento na produgdo da
chaperonina BiP. (Mattanovich et al., 2004). Para que a levedura volte a apresentar
niveis normais de crescimento € necessario que a via UPR esteja funcional (Kauffman

etal., 2004).
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Tabela 6. Expressao de hidrolases de diferentes organismos em Saccharomyces cerevisiae.

) Organismo ) Producgéo Residuos de o L
Enzima ) Promotor Meio de cultura o Secretada  Purificada Referéncia
de origem (U/mL) aminoécidos
EGL2 H. grisea ADHI1 Glicose + YNB 0,0007 388 Nao Nao Este trabalho
) YPD + extrato de
EGIII T. reesei ADHI1 0,017 234 Sim Sim Okada et al., 1998
malte
B-gli H. grisea PGK Glicose + YNB 0,09 234 Nao Nao Benoliel, 2004
) Minamiguchi et
CMCase A. aculeatus GAP Glicose + YNB 0,1 237 Sim Sim
al., 1995
Scopulariopsis Nakatani et al.,
EGI ) ) PGK YPD 0,109 229 Sim Nao
brevicaulis 2000
. Glicose + YNB + ) _
Engl A. niger GAPDH . 0,529 332 Sim Sim Hong et al, 2001
CMC + suplemento
Cryptococcus
CfXYN1 PGK Glicose + YNB 1,4 253 Sim Nao Parachin, 2006
flavus
Butyrivibrio Glicose + YNB + van Rensburg et
ENDI o PGK . 1100 521 Sim Nio
fibrisolvens suplemento al., 1996

* - aminoacidos e fatores de crescimento necessarios conforme a linhagem utilizada
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A EGL2 produzida por S. cerevisiae apresentou massa molecular de 55 kDa,

detectada por atividade em zimograma, e corresponde ao tamanho apresentado pela enzima
recombinante produzida por Aspergillus oryzae. Nesses dois microrganismos a enzima se
apresentou glicosilada, uma vez que o tamanho predito pela seqiiéncia de residuos de
aminoacidos ¢ de 42,6 kDa. Nido se sabe o tamanho da EGL2 produzida por H. grisea var.
thermoidea pois essa enzima ndo foi purificada a partir de culturas deste microrganismo
(Takashima et al, 1997). No zimograma com o sobrenadante da cultura de YAEGL2-2 com
96 horas de crescimento foram detectadas duas areas de degradacdo de CMC (Figura 25).
Uma delas corresponde a area encontrada no zimograma do extrato periplasmatico (55
kDa). A outra area apresentou um tamanho de aproximadamente 42 kDa, indicando que
parte da EGL2 recombinante, encontrada no sobrenadante da cultura de YAEGL2-2, ndo
foi glicosilada. E possivel que essa redugdo seja também produto de degradagio por
proteases presentes no meio de cultura mas que ndo afetaram o centro ativo da enzima.
A enzima EGL2 se apresentou retida na parede celular da levedura. Pelo halo de
degradacao de CMC exibido pelos transformantes crescidos em meio solido, era esperado
que a EGL2 recombinante fosse, em sua maioria, secretada para o meio de cultura. Porém,
a atividade enzimatica detectada no meio de cultura foi baixa, quando comparado com os
niveis de atividade do extrato periplasmatico. No tempo de 96 horas, cerca de 92 % da
atividade de EGL2 recombinante foi encontrada presa a parede celular da levedura (Figura
15 B). Os trabalhos listados na Tabela 6 também relatam a secre¢@o para o meio de cultura
das enzimas expressas em S. cerevisiae. Minamiguchi et al. (1995) analisou a fragdo celular
e detectou 94% da atividade de CMCase no meio de cultura. Aho et al. (1996), que
expressou uma endoglicanase I de T. reesei em S. cerevisiae, também analisou o
homogenato de células, encontrando 79% a 97% da atividade enzimatica no sobrenadante.
Uma f-glicosidase de A. kawachii estudada por Iwashita et al. (1999) e expressa em S.
cerevisiae apresentou 80% da atividade associada a parede celular em cultura liquida, mas a
enzima apresentava-se também associada a parede celular do organismo nativo,
representando uma propriedade intrinseca dessa enzima.

A endoglicanase 2 de H. grisea var thermoidea expressa em A. oryzae foi purificada
a partir do sobrenadante (Takashima et al., 1997). Nao ha relatos sobre retengdo dessa

enzima na parede celular do fungo. A sequéncia da enzima EGL2 de H. grisea var.
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thermoidea obtida por Takashima et al. (1997) apresenta trés possiveis sitios de N-

glicosilagao (Figura 26). Esse dado foi obtido submetendo-se a seqiiéncia da proteina a uma

analise com o programa NetNGlyc 1.0 (www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), que procura
na sequéncia de aminoacidos da proteina por regides consenso contendo residuos de
asparagina que possam ser reconhecidos e glicosilados. Proteinas que contém peptideo sinal
e sdo glicosiladas apresentam bons niveis de secre¢ao em diferentes condigdes (meio de
cultura, temperatura de crescimento ¢ pH) (Rossini et al., 1993). As proteinas que
apresentam N-glicosilacdo tém maior eficiéncia de secrecdo, sendo que, se a glicosilacao
ocorrer na regido N-terminal da proteina, os niveis de secre¢do podem aumentar em até
cinco vezes (Han et al., 2005, Sagt et al., 2000).

Esses fatos conflitam com o dado obtido nesse trabalho sobre a localizacdo da
enzima recombinante. A enzima produzida por S. cerevisiae contém o peptideo sinal da
propria proteina e se apresentou glicosilada, uma vez que a massa apresentada em gel de
poliacrilamida (55 kDa) ¢ maior que o tamanho predito somente para a cadeia de residuos
de aminoacidos (42,6 kDa) (Takashima, et al., 1997). Sendo assim, é possivel que a enzima
tenha ficado retida na parede celular devido a uma diminui¢do da sua permeabilidade,
apesar de estar sendo corretamente direcionada para o meio extracelular. A camada externa
da parede celular, que consiste de cadeias pesadas de manoproteinas glicosiladas, limita sua
permeabilidade, indicando que a estrutura da parede celular pode afetar as etapas finais de
secre¢do da proteina (Bartkevicuite & Sasnauskas, 2004; Klis et al., 2002). A enzima pode
também ter ficado parcialmente retida no reticulo endoplasmatico ou no ponto de saida para
o Golgi. As etapas de dobramento de proteinas no reticulo endoplasmatico e de transporte
para o Golgi possuem uma grande maquinaria celular responsavel por sua eficiéncia e
manuten¢do, mas que, em uma célula geneticamente modificada para expressdo de
proteinas heter6logas em altos niveis, pode apresentar falhas ou limitagdes (Bartkevicuite &

Sasnauskas, 2004).


http://www.cbs.dtu.dk/services%20/NetNGlyc/
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MKHSVLASLFATGALAQGGAWQQCGGVGFSGSTSCVSGYTCVYLNDWYSQCQPQPTTLR

TTTTPGATSTTRSAPAATSTTPAKGKFKWFG INQSCAEFGKGEYPGLWGKHFTFPSTSS
92

IQTHINDGFNMFRVAFSMERLAPNQLNAAFDANYLRNLTETVNF I TGKGKYAMLDPHNF
155

GRYYERI I TDKAAFASFFTKLATHFASNPLVVFDTNNEYHDMDQQLVFDLNQAAIDAIR

AAGATSQY IMVEGNSWTGAWTWNVTNNNLAALRDPENKLVYQMHQYLDSDGSGTSTACV
259
STQVGLQRVIGATNWLRQNGKVGLLGEFAGGANSVCQQAITEGMLNHLQENSDVWTGALW

WAGGPWWGDY 1 YSFEPPSGIGYTYYNSLLKKYVP

Figura 26. Seqiiéncia de aminoacidos da EGL2 analisada no programa NetNGlyc
mostrando as regides consenso para N-glicosilagdo (sublinhadas) e o peptideo sinal da
proteina (negrito). Os numeros representam a posi¢do dos residuos de asparagina (N)

preditas para serem glicosiladas.
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Lynd et al. (2002) relataram trabalhos nos quais a enzima heteréloga produzida por
S. cerevisiae ndo foi secretada. Em um deles, uma celobiohidrolase expressa sobre o
controle do promotor SUC2 (invertase) e o peptideo sinal da invertase de S. cerevisiae nao
foi secretada pela levedura. Os autores afirmaram que a translocagdo da proteina era
influenciada por sua estrutura (Uozumi et al., 1993). Quando o promotor foi substituido
pelo promotor do gene STAl (glicoamilase extracelular) e o peptideo sinal de uma
glicoamilase fungica foi utilizado, a levedura recombinante secretou aproximadamente 40%
da celobiohidrolase sintetizada. A partir destes dados € possivel que a mudanga do peptideo
sinal da EGL2 por um peptideo sinal de S. cerevisiae, como a sequéncia sinal do fator alfa
de acasalamnento de levedura, leve a um aumento nos niveis de secrecdo da enzima. A
regido pré-pro do fator a apresenta sitios de glicosilagdo em sua seqiiéncia, o que facilita o
reconhecimento para secre¢do em S. cerevisiae inclusive de proteinas citoplasmaticas e
heter6logas (Moraes, 1989).

Takashima et al. (1997) fizeram a caracterizagdo da EGL2 de H. grisea var.
thermoidea expressa em A. Oryzae, uma vez que ndo conseguiram realizar a expressao
homoéloga da enzima. Os dados obtidos nesse trabalho foram comparados com os que
Takashima et al. (1997) obtiveram para a EGL2 expressa em A. Oryzae. A enizima
expresssa em S. cerevisiae teve sua massa molecular determinada por zimograma e
apresentou aproximadamente 55 kDa, tamanho apresentado pela enzima produzida em A.
oryzae O comportamento dessas enzimas em relagdo a variacdo de pH foi semelhante,
apresentando faixa de pH 6timo de 5,0. Diferengas na atividade foram verificadas quanto a
variacdo de temperatura. EGL2 produzida em A. oryzae apresentou temperatura 6tima de
75 °C em ensaios de 5 minutos e estabilidade de 80% apds pré-incubacdo por 10 minutos a
75 °C. A enzima produzida por S. cerevisiae apresentou atividade Otima entre as
temperaturas 50 e 60°C em ensaios de 1 hora e estabilidade de 80% apos pré-incubagdo por
6 horas. Essa diferenga no comportamento de EGL2 de H. grisea var. pode ser decorrente
da diferenca de tempo de ensaio adotado. A temperatura 6tima de celulases para ensaios de
curta duracdo pode chegar a 70 °C, enquanto que para ensaios com mais de 1 hora de
duracdo geralmente apresentam temperatura 6tima de 50 °C (Mandels & Reese, 1963).

Outra diferenga ¢ que os ensaios realizados neste trabalho foram feitos com enzima nao
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purificada. O extrato periplasmatico preparado para obtengdo da enzima contém impurezas
tais como polissacarideos, nutrientes, produtos do metabolismo e outras proteinas, que
podem interferir com a atividade enzimatica. A remocao destes compostos pode levar a um
aumento da atividade da enzima. Entretanto, os efeitos especificos das moléculas
remanescentes s3o desconhecidos. Sabe-se que elas podem atuar inibindo a atividade
enzimatica, mas ¢ possivel que existam proteinas que protejam a enzima de fatores
inibitorios (Halliwell, 1963; Mandels & Reesei, 1963).

A cinética enzimatica de EGL2 recombinante foi obtida fazendo-se o ensaio em
diferentes concentracdes de CMC. A curva obtida com os dados do ensaio mostra um
comportamento diferente do padrao Michaeliano, pois, com o aumento da concentragdao de
substrato, a velocidade da reagdo atinge um valor maximo e em seguida decai, indicando
que a enzima apresenta inibicdo por altas concentragdes de substrato. O aumento na
concentragdo do substrato provoca diminui¢do da concentracdo de 4agua, reagente
necessario para a hidrdlise, reduzindo a velocidade da reagdo. Pode ocorrer também que
mais moléculas do substrato se liguem simultaneamente ao sitio ativo da enzima gerando
complexos incapazes de completar a reagdo (Mandels & Reese, 1963; Webb, 1963), sendo
que esse tipo de inibicdo ocorre mais freqlientemente em estudos com substratos sintéticos
(Westley, 1969), como, no caso, o CMC. A curva do duplo-reciproco (Lineweaver-Burk)
para essas enzimas apresenta um padrao semelhante ao mostrado pela Figura 27, ndo sendo
possivel determinar diretamente os valores de Ky, € Vimax, Esses dados podem ser estimados
fazendo-se uma extrapolagdo da curva com os valores de concentracdo que nao afetaram a
atividade da enzima. Para EGL2 recombinante, os valores obtidos com as condi¢des do
ensaio foram de 0,189 pg/min para Vi € 4,65 mg/mL de CMC para Km. O K;, obtido
para uma endoglicanase de Coptotermes formosanus foi de 3,8 mg/mL de CMC
(Nakashima & Azuma, 2000). Os dados cinéticos obtidos para EGL2 produzida por S.
cerevisiae devem ser confirmados realizando-se ensaios com um maior nimero de pontos

em concentracdes nao inibitorias.
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1/V,

1/[S]

Figura 27. Grafico do duplo-reciproco representando o efeito inibitdrio da enzima pelo
substrato. A linha pontilhada representa a reacdo sem inibi¢do (Adaptado de Leskovac,

2003).
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A atividade de EGL2 produzida por S. cerevisiae foi também testada em outros
substratos além de CMC. A enzima apresentou atividade significativa sobre celulose
microcristalina, dado que coincide com o relatado para EGL2 expressa em A. oryzae
(Takashima et al., 1997) ¢ alta atividade sobre papel de filtro. Das endoglicanases de H.
grisea var. thermoidea caracterizadas por Takashima et al, (1996a, 1997), EGL2 ¢ a que
apresenta maior atividade sobre celulose microcristalina.. O dominio de ligagdo a celulose
(CBD) ¢ essencial para a atividade enzimatica de celulases em substratos solidos (Linder e
Teeri, 1996). As endoglicanases apresentam atividade principalmente sobre a regido amorfa
da celulose, o que explica a alta atividade em papel de filtro. Na celulose microcristalina as
fibras de celulose sdo bastante compactas, sendo mais resistente ao ataque das
endoglicanases. Essas enzimas apresentam, porém, forte efeito sinergistico de degradagao
desse substrato quando associado com a CBHI desse mesmo microrganismo (Takashima et
al, 1999a).

A atividade de EGL2 recombinante foi testada sobre os substratos sintéticos pNPC e
MUC. Assim como a EGL2 produzida por A. oryzae, ndo foi detectada atividade sobre
pNPC e o autor ndo testou a atividade sobre MUC. A enzima expressa em S. cerevisiae
apresentou atividade sobre MUC, separando o celobiosideo da 4-metilubeliferona, um
produto fluorescente. Isso indica que a enzima apresenta atividade sobre celo-
oligosacarideos curtos, apesar de apresentar preferéncia para longas espécies de celo-
oligosacarideos (Takashima et al., 1997).

A linhagem de S. cerevisiae YAEGL2-2 obtida nesse trabalho foi capaz de produzir
a endoglicanase 2 de H. grisea var. thermoidea de forma ativa. Os baixos niveis de
producdo e a ineficiéncia de secrecdo da enzima por esta levedura ndo a tornam atrativas
para utilizagdo em processo de sacarificagdo e fermentagdo simultdneas, uma vez que a
atividade de endoglicanase ¢ essencial no meio extracelular. Mas ¢ possivel aumentar os
niveis de expressdo da enzima fazendo-se a otimizagdo das condigdes de cultivo dessa
linhagem, bem como melhorar a secrecdo substituindo-se o peptideo sinal da enzima por
um peptideo sinal melhor reconhecido pela levedura.

As caracteristicas da EGL2 produzida por S. cerevisiae obtidas nesse trabalho se

mostraram semelhantes as caracteristicas previamente obtidas por Takashima et al. (1997).
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Essa enzima apresenta potencial para utilizagdo no processo de sacarificagdo pois se
apresentou termoestavel a 50 °C, temperatura ideal para sacarificacdo da celulose (Lin &
Tanaka, 2006), por pelo menos 6 horas. A capacidade de degradacdo de substratos solidos,
conferida pela presenca do CBD nessa enzima, € outra caracteristica que a torna uma boa

opgao para degradagdo de celulose.



Conclusoes e Perspectivas

Os dados obtidos por esse trabalho permitem chegar as seguintes conclusoes:

1. O fragmento de DNA de 1,1 kb obtido por RT-PCR com os iniciadores

E2SF/E2SR ¢é o cDNA correspondente ao gene egl2 de Humicola grisea var. thermoidea;

2. O cDNA correspondente ao gene egl2 clonado no vetor de expressdo em S.
cerevisiae e transformado nessa levedura gerou linhagens capazes de expressar a enzima de

interesse de forma funcional,;

3. A endoglicanase 2 (EGL2) de H. grisea var. thermoidea apresentou baixos niveis
de secrecdo pela levedura S. cerevisiae, sendo que a maior parte da enzima produzida ficou

retida na parede celular da levedura;

4. A enzima EGL2 produzida por Saccharomyces cerevisiae se apresentava
glicosilada, apresentando massa molecular de aproximadamente 55 kDa, sendo que a forma

nao-glicosilada (42 kDa) foi detectada no sobrenadante de cultura da levedura;

5. A enzima EGL2 recombinante possui atividade otima em pH 5,0, nas
temperaturas de 50 e 60 °C e ¢ termoestavel, mantendo cerca de 80% de sua atividade apos

6h de incubacao a 50 °C.

6. A enzima recombinante teve sua atividade inibida por altas concentracdes do

substrato soluvel carboximetilcelulose (CMC);

7. EGL2 produzida por S. cerevisiae apresentou boa atividade sobre substratos
solidos (celulose microcristalina e papel de filtro) e foi capaz de hidrolisar o substrato

sintético MUC, indicando que a enzima tem atividade sobre oligossacarideos pequenos;
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8. A endoglicanase 2 produzida por S. cerevisiae apresenta bom potencial para
utilizacdo em processos de sacarificacdo para producdo de etanol por apresentar boa
atividade sobre substratos solidos e termoestabilidade a 50 °C, temperatura geralmente

utilizada no processo de sacarificacao.

Os resultados desse trabalho abrem ainda as seguintes perspectivas:

1. O desenho de um novo iniciador para reacdo de PCR que se anele na regido 3’
UTR do gene egl4 de H. grisea var. thermoidea para maior eficiéncia de amplificagdo do

cDNA correspondente e sua posterior clonagem;

2. A construcdo de um cassete de expressdao do cDNA correspondente ao gene egl2
substituindo a seqiiéncia sinal desse gene pela regido pré-pro do fator a de acasalamento de

S. cerevisiae, com a finalidade de melhorar a secregdo da enzima pela levedura;

3. Otimizagao das condigdes de cultivo da linhagem recombinante para uma melhor

producado da enzima heter6loga;

4. Purificagdo da endoglicanase 2 recombinante produzida por S. cerevisiae para
utilizacdo em ensaios de caracterizacdo bioquimica, incluindo o estudo do efeito de

moléculas como ions, glicose e celobiose sobre a atividade enzimatica;

5. Realizagdo de novos ensaios para a determinagao dos parametros cinéticos (Km e

Vmax) de atividade da EGL2 recombinante;

6. Utilizagao das celulases de H. grisea var. thermoidea (EGL2, CBHIIL.2 e BGL4)
conjuntamente em um ensaio para avaliagdo da capacidade de degradacao de celulose a

glicose por essas enzimas.
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	 Para a obtenção da cinética de concentração de substrato pelo tempo foram realizados ensaios com a endoglicanase recombinante com concentrações de CMC variando de 0 a 15 mg/mL. de substrato. A enzima apresentou inibição em concentrações de substrato acima de 12,5 mg/mL (Figura 19). A produção máxima de açúcares redutores obtida com as concentrações utilizadas foi de 0,14 μg/min. O gráfico do duplo-recíproco pode ser feito retirando-se os pontos cujos valores de concentração causaram inibição na atividade enzimática (Marangoni, 2003). A curva do duplo-recíproco (Figura 20) foi obtida excluindo-se os pontos referentes às concentrações de CMC acima de 7,5 mg/mL e a equação que a representa é y = 22,865x + 4,9166, com R2 = 0,9633 (devido também ao baixo número de pontos). Dessa forma foi possível obter valores de Km de 4,65 mg/mL (mg de CMC por mL de reação) e Vmax de 0,203 μg/min (μg de açúcares redutores por minuto de reação), que refletem a atividade da enzima sem o efeito inibitório de altas concentrações de substrato.
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