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RESUMO

Na area industrial existem diversos mecanismos (fisicos, quimicos, enzimaticos, fermentativos) para degradar
biomassa e, assim, obter uma ampla variedade de bioprodutos como biocombustiveis, biopigmentos,
carotenoides, etc. Entre os componentes dos residuos naturais de biomassa, a celulose € o mais abundante
podendo degradar os residuos até glicose e gerar produtos de interesse. Desta forma, as celulases tém uma
ampla utilizacdo na industria de alimentos, detergentes, téxteis, biocombustiveis, assim como na area
farmacéutica. Na atualidade, sdo utilizadas cepas de alguns fungos para produzir as enzimas celulases em
escala industrial, como exemplo de Aspergillus niger e Trichoderma reesei. Estas enzimas, mesmo tendo um
substrato em comum, podem variar sua atividade dependendo da temperatura, pH, especificidade e
concentracdo. Portanto, identificar novos microrganismos com elevado potencial para a obtencédo de celulases
€ de grande importancia na estratégia de melhorar a economia do processo e a especificidade para a obtencao
do bioproduto. Levando em consideracdo a diversidade de microrganismos e a possibilidade de obter uma
nova fonte para produgdo da enzima, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade de enzimas celuloliticas
do fungo de ambiente marinho Trichoderma lixii -5A7, caracteriza-las quanto a producéo e identificacdo da
sequéncia codificadora. Para tanto, foi selecionado o meio D que apresentou uma maior producdo enzimatica
na temperatura de 20°C, contendo em sua composi¢cdo carboximetilcelulose (CMC;20 g/L) como indutor. Na
cinética de producao, na temperatura selecionada, obteve-se no 15° dia de producdo o maior pico de atividade
enzimatica especifica para B-glicosidase, endoglucanase, FPAse e exoglucanase (respetivamente 71,84;
65,87; 49,12 e 68,23 Ul/mg). Posteriormente, para otimizar a producdo das enzimas celuloliticas do fungo
Trichoderma lixii — 5A7 foi realizado o planejamento experimental fatorial para o melhor meio de cultura
utilizando o delineamento do composto central rotacional (DCCR) e coletando amostras nos dias 13; 14; 15 e
16. A maior producdo da enzima B-glicosidase foi no ensaio 23 com 85,91 Ul/mg de atividade especifica e no
ensaio 9 obteve-se uma atividade especifica de 125,99; 60,94; 83,60 Ul/mg para as enzimas endoglucanase,
FPAse e exoglucanase respectivamente, sendo os resultados de ambos experimentos com a maior producao
no dia 15, os ensaios mencionados foram obtidos da matriz proposta pelo software utilizado para o DCCR. A
fermentacdo em escala de biorreator (3 L) realizada posteriormente demonstrou um pequeno aumento da
atividade enzimética apenas para a B-glicosidase no ensaio 23 e no ensaio 9 para a FPAse, enquanto as
demais enzimas mostraram uma atividade similar a obtida na escala de bancada, mas, no entanto, o pico de
maior producéo foi obtido no quarto e quinto dia respectivamente. Para clonagem da sequéncia codificadora,
foi extraido o RNA total do fungo para cada ensaio (9 e 23), o qual foi utilizado para a sintese do cDNA com a
finalidade de amplificar fragmentos das enzimas celuloliticas, utilizando a técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Em seguida, foi realizado sequenciamento do produto gerado, clonagem e expressdo em
Escherichia coli para entdo avaliar a producdo e atividade celulolitica. Desta forma, no presente trabalho,
determinou-se que a produc@o das enzimas celuloliticas em T.lixii -5A7 pode ser otimizada reduzindo a
temperatura e variando as concentracdes dos componentes do meio selecionado representando uma melhora
na atividade enzimatica especifica entre 80 a 126 Ul/mg, tornando esse fungo vidvel para a producdo dessas
enzimas. Além disso, foi possivel determinar pela primeira vez a sequéncia codificadora da 3-glicosidase desse
fungo e caracteriza-la funcionalmente em bactéria.

Palavras-chave: atividade enzimatica, biorreator, Botrylloides giganteus, celulases, fungos marinhos,
Trichoderma lixii, planejamento fatorial.
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ABSTRACT

In the industrial area there are several mechanisms (physical, chemical, enzymatic, fermentative) to degrade
biomass and thus obtain a wide variety of bioproducts such as biofuels, biopigments, carotenoids, etc. Among
the components of natural biomass residues, cellulose is the most abundant and can degrade the residues to
glucose and generate products of interest. Thus, cellulases are widely use in the food, detergent, textile, biofuel,
and pharmaceutical industries. Nowadays, strains of some fungi are used to produce cellulase enzymes on an
industrial scale, such as Aspergillus niger and Trichoderma reesei. These enzymes, even having a substrate in
common, can vary their activity depending on temperature, pH, specificity, and concentration. Therefore,
identifying new microorganisms with high potential for obtaining cellulases is of great importance in the strategy
to improve the economy of the process and the specificity for obtaining the bioproduct. Taking into account the
diversity of microorganisms and the possibility of obtaining a new source for enzyme production, the present
work aimed to evaluate the activity of cellulolytic enzymes from the marine fungus Trichoderma lixii -5A7,
characterize them in terms of production and identification of the coding sequence. For this purpose, the
medium D was selected, which showed the highest enzyme production at a temperature of 20°C, containing
carboxymethyl cellulose (CMC;20 g/L) in its composition as an inducer. In the production kinetics, at the
selected temperature, the 15™" day of production was obtained as the highest peak of specific enzymatic activity
for B-glucosidase, endoglucanase, FPAse and exoglucanase (71.84; 65.87; 49.12 and 68.23 Ul/mg,
respectively). Subsequently, to optimize the production of cellulolytic enzymes from the fungus Trichoderma lixii
- BA7, a factorial experimental design was carried out for the best culture medium using the rotational central
compound design (DCCR) and collecting samples on days 13; 14; 15 and 16. The highest production of the
enzyme B-glycosidase in assay 23 obtained 85.91 IU/mg of specific enzymatic activity and in assay 9 a specific
activity of 125.99; 60.94; 83.60 IU/mg was obtained for the enzymes endoglucanase, FPAse and exoglucanase
respectively, with the results of both experiments with the highest production on day 15, the mentioned assays
were obtained from the matrix proposed by the software used for the DCCR. The fermentation in bioreactor
scale (3 L) carried out after, showed a small increase in enzymatic activity only for B-glucosidase in assay 23
and in assay 9 for FPAse, while the other enzymes showed a activity similar to that obtained on the scale
bench, but however, the highest production peak was obtained on the fourth and fifth days, respectively. For
cloning of the coding sequence, total RNA was extracted from the fungus for each assay (9 and 23), which was
used for cDNA synthesis to amplify fragments of the cellulolytic enzymes using the Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique. Then, sequencing of the generated product, cloning and expression in Escherichia coli were
performed to then evaluate the production and cellulolytic activity. Thus, in the present work, it was determined
that the production of cellulolytic enzymes in T.lixii -5A7 can be optimized by reducing the temperature and
varying the concentrations of the selected medium components, representing an improvement in the specific
enzymatic activity between 80 and 126 Ul/mg, making this fungus viable for the production of these enzymes. In
addition to, it was possible to determine for the first time the sequence encoding the B-glucosidase from this
fungus and to characterize it functionally in bacteria.

Keywords: enzyme activity, bioreactor, Botrylloides giganteus, cellulases, marine fungi, Trichoderma lixii,
factorial design.



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura molecular da celulose.......................... 26

Figura 2. Representacdo esquematica da acao catalitica do complexo celulolitico Adaptado
de (BARBOSA, 2019). ..o 28

Figura 3. llustracdo do delineamento realizado no Planejamento Fatorial Experimental. ..... 52
Figura 4. A) Biorreator TECNAL utilizado para a fermentagdo dos ensaios 9 e 23 .............. 53
Figura 5. Atividade Especifica das celulases do fungo marinho Trichoderma lixii—5A7........ 68

Figura 7. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no DCCR
(oL T o ST YT LS o I o = N R 72

Figura 8. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no DCCR
(o LAy =Y o ST Y[ 1S o I o [ = N R 72

Figura 9. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no DCCR
(o L T g ST YT LS o N o = N 73

Figura 10. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no
DCCR de 27 €nS@I0S NO QA 16. ....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 73

Figura 11. Diagrama de Pareto da Analise do Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica B-glicosidase de Trichoderma lixii-BA7. .........ovvvuiiiiiiiieeeeeeeeiie e 76

Figura 12. Diagrama de Pareto da Analise do Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica endoglucanase de Trichoderma liXii-5A7..........ccooevviiiiiiiieeenieeiieenn. 77

Figura 13. Diagrama de Pareto da Analise do Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica FPAse de Trichoderma [iXil-5AT7. ......ooevviiiiiiiiieeiieeeieee e 78

Figura 14. Diagrama de Pareto da Andlise do Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica exoglucanase de Trichoderma liXii-5A7..........oooiiiiiiiieeiiiiiiiiie e, 79

Figura 15. Atividade Especifica das Celulases nas diferentes condicbes (modificando as
concentragcBes do componente YNB) produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no ensaio 9...... 81

Figura 16. Atividade Especifica das Celulases nas diferentes condicbes (modificando as
concentracfes do componente YNB) produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no ensaio 23....81

Figura 17. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no
ensaio 9 utilizando o biorreator TECNAL........cooii i, 83


../../../../../../ALEXANDRA/DOUTORADO/doutorado-2018/Relatorio%202020%20Ale/QUALIFICAÇÃO/DEFESA-DOUTORADO/14-03-23%20CORREÇÕES%20DEFESA%20Dout%202022%20-%20Alexandra%20Daniela%20Barrios%20Eguiluz%20(1).doc#_Toc129715209
../../../../../../ALEXANDRA/DOUTORADO/doutorado-2018/Relatorio%202020%20Ale/QUALIFICAÇÃO/DEFESA-DOUTORADO/14-03-23%20CORREÇÕES%20DEFESA%20Dout%202022%20-%20Alexandra%20Daniela%20Barrios%20Eguiluz%20(1).doc#_Toc129715209

AVAYAv UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
‘gJULIO DE MESQUITA FILHO”
Conmpus de Arovagiroro

AVA
VAV

unesp

Figura 18. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7 no

ensaio 23 utilizando 0 biorreator TECNAL.........oooi i 84
Figura 19. Atividade Especifica das enzimas produzidas por Trichoderma lixii-5A7 na
temperatura de 30°C N0 PEriodo de 16 I8S. ...cccueeeiiiiiiiiiiiiiiiee et e e 85
Figura 20. Atividade Especifica das enzimas produzidas por Trichoderma lixii-5A7 na
temperatura de 20°C N0 Periodo de 16 Qi8S .....ccceeeeiiiiiuriiiiiiieee et 86
Figura 21. Confirmacg&o de RNA total extraido. .........cccoiiiiiiiiiiiiiie e 87
Figura 22. SinteSe de CDNA ... ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e arneeeeeeas 88

Figura 23. Alinhamento multiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao grupo BG1.
Sequéncias dentro do quadro azul indicam a regiao onde o primer forward foi desenhado e
as sequéncias dentro do quadro verde indicam o local do primer reverso para serem
U1 2= Vo o S F= T 4 S URSSSSR 91

Figura 24. Alinhamento mdultiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao grupo BG2.
Sequéncias dentro do quadro azul indicam a regido onde o primer forward foi desenhado e
as sequéncias dentro do quadro verde indicam o local do primer reverso para serem
ULIIZAAOS NA PCR. .. 93

Figura 25. Alinhamento multiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao grupo EnG1.
Sequéncias dentro do quadro azul indicam a regidao onde o primer forward foi desenhado e
as sequéncias dentro do quadro verde indicam o local do primer reverso para serem
ULIIZAAOS NA PCR. ..o 94

Figura 26. Alinhamento multiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao grupo EnG2.
Sequéncias dentro do quadro azul indicam a regido onde o primer forward foi desenhado e
as sequéncias dentro do quadro verde indicam o local do primer reverso para serem
ULIIZAAOS NA PCR. ..o 95

Figura 27. Alinhamento multiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao grupo EnG3.
Sequéncias dentro do quadro azul indicam a regido onde o primer forward foi desenhado e
as sequéncias dentro do quadro verde indicam o local do primer reverso para serem
ULIIZAAOS NA PCR. ..o 96

Figura 28. Alinhamento multiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao grupo ExG1.
Sequéncias dentro do quadro azul indicam a regido onde o primer forward foi desenhado e
as sequéncias dentro do quadro verde indicam o local do primer reverso para serem
ULIIZAAOS NA PCR. ..o 98

Figura 29. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacao de PCR para BG1. A canaleta 1
indica o marcador 1Kb plus DNA “Ladder” (Invitrogen). Canaleta 2 e 3 corresponde a



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

Temperatura de anelamento de 57 e 60 °C respetivamente. As bandas selecionadas para
purificagdo estdo indicadas com as setas vermelhas. ...........ooovvvviiiiiiiiiecceii e 99

Figura 30. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacdo de PCR para BG2. A canaleta 1
indica o marcador 1Kb plus DNA “Ladder” (Invitrogen). Canaleta 2 e 3 corresponde a
Temperatura de anelamento de 50 e 55 °C respectivamente. A banda selecionada para
purificacdo esta indicada com uma seta vermelha. ..............ccccoee 100

Figura 31. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacdo de PCR para EnG2. A canaleta
1 indica o marcador 1Kb plus DNA “Ladder” (Invitrogen). Canaleta 2 e 3 correspondem a
Temperatura de anelamento de 48 e 55 °C respectivamente. A banda selecionada esta
indicada com uma seta Vermelna. ...........ouuuiiiii e 100

Figura 32. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacdo de PCR para EnG3. A canaleta
1 indica o marcador 1Kb plus DNA “Ladder” (Invitrogen). Canaleta 2 corresponde a
Temperatura de anelamento de 55 °C. A banda selecionada esta indicada com uma seta
(L= 1= | - VP 101

Figura 33. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacédo de PCR para EnG1. A canaleta
1 indica o marcador 1Kb plus DNA “Ladder” (Invitrogen). Canaleta 2 corresponde a
Temperatura de anelamento de 50 °C........cooiiiiiiiiiiiie e e 102

Figura 34. Alinhamento global mdultiplo (pela ferramenta CLUSTAL O6mega) entre as
sequencias de BG1 deste trabalho e as depositadas no banco de dados que apresentaram
(=Y g o] /4o ] (oo | - VAR 104

Figura 35. Identificacdo de colbnias transformantes com sequéncia de interesse BGI.
Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR de colénia. Poco 6 e 7
contendo colonias transformantes. M: marcador de tamanho molecular............................. 105

Figura 36. ldentificacdo de col6nias transformantes com sequéncia de interesse EnGl.
Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR de colénia. Poco 1 contendo
colonia transformante. M: marcador de tamanho molecular. ...........cccccooeoei, 106

Figura 37. Teste de expresséo e producdo da BG1 em E. coli BL21 a 37°C. SDS-PAGE
12%. M: marcador de peso molecular; 1: amostra ndo induzida (Tempo 0); 2: amostra
controle (Tempo 0); 3: amostra controle apds 4 h; 4. amostra apds 4 h de inducéao; 5:
amostra da fracdo de proteinas insolaveis apos lise celular; 6: amostra da fracdo de
proteinas insollveis do controle; 7: amostra da fracdo de proteinas solluveis do sobrenadante
apos lise celular; 8: amostra da fracdo de proteinas solUveis do controle. .......................... 107

Figura 38. Atividade da BG1 heteréloga da colénia e do controle na fracdo soluvel (S) e
insoltvel (1) por periodo de 4h de inducdo na temperatura de 37°C. .........ccvviiiieeeeeeeiennnn, 108

Figura 39. Cultura e morfologia do fungo de ambiente marinho Trichoderma lixii-5A7....... 128



ys‘”MAQ‘b

P :

5;@ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA : :

u nes “* " 40LIO DE MESQUITA FILHO” : i

Cé\/VV\/P'M/S/ oe AVMWAMDU SOLIS DOML SALUS
Figura 40. Curva Analitica de Proteinas Totais no Espectrofotdmetro BEL ENGINEERING®
YY1 1 TP RTTPR 129
Figura 41. Curva Analitica de D-GlICOSE. ........cccuuuiiiiiiieiee it 129
Figura 42. Curva Analitica p-nitrofenol............cccuiiiiiii e 130
Figura 43. Curva analitiCa L-TirOSING ........cceuiiiiiiiiiiieiie ettt e e 130
Figura 44. Vetor de expressao PNIC28-BSaA4 ...........uuuuuuuuummmmmiiiiiiiiiies 147

Figura 45. Diagrama do vetor de clonagem pJETL1.2/bIunt. .........cccccovviiiiiiiimiinneeeeninnne 148



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Aplicacdes de celulase em diferentes segmentos industriaiS.............ccceevvvvvvnnnnnn. 31
Tabela 2. Producéo de Celulases via Fermentagdo Submersa. ..........ccccvvvvvveviiiviiiiiiiiennnnne. 34
Tabela 3. Celulases produzidas por microrganismos de ambiente marinho ..............ccccc...... 37

Tabela 4. Composicdo dos meios de cultura utilizados para producdo das enzimas
celuloliticas pelo fungo Trichoderma liXii BAT. .......ooi i 46

Tabela 5. Composicdo do meio de cultura D utilizado para cinética de producao das enzimas
celuloliticas pelo fungo Trichoderma liXii-5A7. .......cooiiiiiiiiie e 51

Tabela 6. Sequéncia dos primers utilizados Na PCR .........ccoviiiiiiiiieeeieeecie e 56

Tabela 7. Condi¢cdes de PCR utilizadas para amplificacdo dos diferentes fragmentos das
€NZIMAS CEIUIOITICAS. ...covviii it e e e e e e et e e e e eaaaans 57

Tabela 8. Componentes da Reacédo em cadeia da Polimerizacédo (PCR), suas concentracdes
e quantidades, utilizando a enzima Phusion polimerase. ..........ccccccoviiiii 58

Tabela 9. Componentes da Reacdo em cadeia da Polimerizacdo (PCR), suas concentracoes
e quantidades, utilizando a GOTaq POIIMEIASE. .........uiiiiieeiiiieeiiee e e e e e s 59

Tabela 10. Atividade Especifica de celulases do fungo Trichoderma lixii-5A7 produzida em
diferentes Meios de CURUIA. ..o, 67

Tabela 11. Atividade Especifica de Enzimas Celuloliticas do Fungo Trichoderma lixii -5A7
ProduzidoS €M IMEIO D......ooiiiiiiiiii et e e et e e e e e e e e aaaarana 69

Tabela 12. Matriz DCCR do meio de cultivo D e€m g/L......ooovvvviiiiiiiiiiieeecie e 71

Tabela 13. Atividade Especifica das celulases dos ensaios 9 e 23 do DCCR para os quatro
IAS A€ CUIIVO. ... 74

Tabela 14. Atividade Especifica das Celulases produzidas pelo fungo de ambiente marinho
Trichoderma lixii-5A7 no DCCR de 27 ensaios para o dia 15...........ccoovvvviiiiiiieieeeecceiiiinn. 74

Tabela 15. Analise do DCCR pelo Planejamento Experimental Protimiza da Atividade
Especifica B-glicosidase de Trichoderma liXii-BA7........coouuuiiiii i 76

Tabela 16. Analise do DCCR pela Analise do Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica endoglucanase de Trichoderma lixii-BA7..........cviiieiiiieiiiiiiiiiiie e, 77

Tabela 17. Analise do DCCR pela Analise do Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica FPAse de Trichoderma liXii-5A7. .........coeiiiiiiiiiiiiiie e 78



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

Tabela 18. Analise do DCCR pela Andlise do Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica exoglucanase de Trichoderma lixii-5A7. ..o 78

Tabela 19. Experimentos realizados para os ensaios 9 e 23 modificando as concentragdes
do componente YNB dO MeI0 D. ...cooeeiiiiiiii i 80

Tabela 20. Atividade Especifica das Celulases produzidas pelo fungo de ambiente marinho
Trichoderma lixii-5A7 nos ensaios 9 e 23 nas diferentes condiGOes. ............evvvevvveevveeieeeennnne. 82

Tabela 21. Qualidade e quantificacdo do RNA total extraido do micélio do fungo
Trichoderma lixii-5A7 nos ensaios previamente SeleCcionados.............uvvveveeieeieeiieeeeeeeeeeeeeene. 87

Tabela 22. NUumero de acesso do banco de dados NCBI, nomes das enzimas e
MICrorganisSmMOos SElECIONATOS. ..........ooi i 89

Tabela 23. Matriz das porcentagens de identidade entre as sequéncias proteicas do grupo
(o F= T SR e | o0 1 [ F= T = R 90

Tabela 24. Matriz das porcentagens de identidade entre as sequencias proteicas do grupo
(o F= =T 0o [0 | (U Tox= T T T 94

Tabela 25. Matriz das porcentagens de identidade entre as sequencias proteicas do grupo
(0 F= (0T 0 | LU o= T g o T P 96

Tabela 26. Porcentagem de Identidade entre BG1l do fungo de ambiente marinho
Trichoderma lixii-5A7 e B-glicosidases existentes no banco de dados. .............ccevvvvvvvvnnnnnn. 103

Tabela 27 Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade BG nos quatro diferentes meios
de cultivo ao nivel de 95% de CONfIANGA. .........cccvieiiiiiiiii e e e e eeaaanns 131

Tabela 28 Comparacdes de médias da atividade enzimatica da BG nos quatro diferentes
meios feitas pelo teste de comparacfes multiplas de Tukey. ........cccoovveeeriiiiiiiiiiiiie e, 131

Tabela 29. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade EnG nos quatro diferentes meios
de cultivo ao nivel de 95% de CONfIANCA..........ccceiiiiiiiiiiiii e e e e e e eaanens 131

Tabela 30. Comparacfes de médias da atividade enzimatica da EnG nos quatro diferentes
meios feitas pelo teste de comparac6es multiplas de Tukey. ........cccoeeveeeiiiiiiiiiiiieeeeeceeeein, 132

Tabela 31. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade FPAse nos quatro diferentes
meios de cultivo ao nivel de 95% de conflanCa. ...........ccoeeiiieiiiieiiiieii e, 132

Tabela 32. Comparacfes de médias da atividade enzimética da FPAse nos quatro diferentes
meios feitas pelo teste de comparac6es multiplas de TUKEY. .........ceeviiieeiiiiiiiiiiiiii e, 132

Tabela 33. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade ExXG nos quatro diferentes meios
de cultivo ao nivel de 95% de conflanGa..........coooeeiiiiieiiii i 133



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

Tabela 34. ComparagBes de médias da atividade enzimatica da EXG nos quatro diferentes
meios feitas pelo teste de comparacfes multiplas de TuKey. ..........cceeeeeeeeeiiiiei e, 133

Tabela 35. Atividade Especifica de Enzimas Celuloliticas do Fungo Trichoderma lixii -5A7
produzidos em Meio D na temperatura de 40°C.........coooiiiiiiiiiii 134

Tabela 36. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade BG nos ensaios 9 e 23 do
planejamento DCCR ao nivel de 95% de confianga. ...........ccccoeeeeeeee 134

Tabela 37. Comparacfes de médias da atividade enzimética da BG em quatro dias de
fermentacao nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey...... 135

Tabela 38. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade EnG nos ensaios 9 e 23 do
planejamento DCCR ao nivel de 95% de confianga. ...........ccccoeeeeeeee e 135

Tabela 39. Comparacfes de médias da atividade enzimatica da EnG em quatro dias de
fermentacdo nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey...... 136

Tabela 40. Anélise de variancia (ANOVA) para a atividade FPAse nos ensaios 9 e 23 do
planejamento DCCR ao nivel de 95% de conflanCa. ...........cccvvvvvviviiiiiii e 136

Tabela 41 Comparacfes de médias da atividade enzimatica da FPAse em quatro dias de
fermentacdo nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey...... 137

Tabela 42. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade ExG nos ensaios 9 e 23 do
planejamento DCCR ao nivel de 95% de conflanCa. ............coovvveviviiiiiieeeeeeeicie e 137

Tabela 43. Comparacfes de médias da atividade enzimatica da ExG em quatro dias de
fermentacdo nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey...... 138

Tabela 44. Analise de variancia (ANOVA) dos 27 ensaios no dia 15 para atividade BG ao
Nivel de 95% de CONfIANGAL. ... ...t i e e e e e e e e e e e e e e eeaanens 139

Tabela 45. ComparacfGes de médias da atividade enzimatica da BG dos 27 ensaios no dia
15 pelo teste de comparacdes multiplas de TUKEY. .........uuuiiiiiieiiiiiiiiiiei e 139

Tabela 46. Analise de variancia (ANOVA) dos 27 ensaios no dia 15 para atividade EnG ao
Nivel de 95% de CONfIANGA..........ciii i e e e e et e e e e e e e eeaanans 140

Tabela 47. Comparacfes de médias da atividade enzimatica da EnG dos 27 ensaios no dia
15 pelo teste de comparacées multiplas de TUKEY. .........uuveeiiiieiiiiiiiie e 140

Tabela 48. Analise de variancia (ANOVA) dos 27 ensaios no dia 15 para atividade FPAse ao
Nivel de 95% de CONfIANGA. .........uiii i e e e e e e e e e e e e e e eennens 141

Tabela 49. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da FPAse dos 27 ensaios no
dia 15 pelo teste de comparagdes multiplas de TUKEY. ......cooeveeieiieiiiiiiee 141



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

Tabela 50. Analise de variancia (ANOVA) dos 27 ensaios no dia 15 para atividade ExG ao
Nivel de 95% de CONFIANGA. ........coii it e e 142

Tabela 51. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da FPAse dos 27 ensaios no
dia 15 pelo teste de comparagdes multiplas de TUKEY. .....cccoeveeeeiieiiiiieee 142

Tabela 52. Analise de variancia (ANOVA) das diferentes condi¢cdes do YNB nos ensaios 9 e
23 para atividade BG ao nivel de 95% de confilanGa. ...........cccuviieeiiiieiiiiiiiiiiiecee e 143

Tabela 53. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da BG das diferentes
condicdes do componente YNB para 0s ensaios 9 e 23 pelo teste de comparac¢des multiplas
08 TUKBY . .. 143

Tabela 54. Analise de variancia (ANOVA) das diferentes condi¢cdes do YNB nos ensaios 9 e
23 para atividade EnG ao nivel de 95% de conflanGa. .........coooeveiiiiiiiiie 144

Tabela 55. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da EnG das diferentes
condi¢cdes do componente YNB para os ensaios 9 e 23 pelo teste de comparacdes multiplas
08 TUKBY. .. 144

Tabela 56. Analise de variancia (ANOVA) das diferentes condi¢des do YNB nos ensaios 9 e
23 para atividade FPAse ao nivel de 95% de conflanga...............uueeiiiieeireeeiiiiiiee e, 144

Tabela 57. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da FPAse das diferentes
condi¢cdes do componente YNB para os ensaios 9 e 23 pelo teste de comparacdes multiplas
[0 L U1 USRS 145

Tabela 58. Analise de variancia (ANOVA) das diferentes condicbes do YNB nos ensaios 9 e
23 para atividade ExG ao nivel de 95% de confianga. ............cceuvvviiiiiieeriiiiiiciie e, 145

Tabela 59. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da FPAse das diferentes
condi¢cdes do componente YNB para os ensaios 9 e 23 pelo teste de comparacdes multiplas
[0 L WU SRS 146



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Campuyy de Arovadquaio

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

LISTA DE ABREVIATURAS

AE

BG

BSA

°C

CBHs

CBH |

CBH II

cDNA

CMC

CMCase

DCCR

DNS

DTT

EC

EEB

EnG

ExG

FES

FPAse

FS

IPTG

LIC

atividade enzimatica
B-glicosidase

soro albumina bovina

graus Celsius
celobiohidrolases
celobiohidrolase tipo |
celobiohidrolase tipo I

DNA complementar
carboximetilcelulose

atividade endoglucanase
delineamento do composto central rotacional
acido dinitrosalicilico
dithiothreitol

“Enzyme Comission”

extrato enziméatico bruto
endoglucanases
exoglucanases

fermentagéo em estado solido
“Filter Paper Activity”
fermentagéo submersa

horas
isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
litros

clonagem independente de ligagao

SOLIS DOML SALUS



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

min
nm
PCR
PDA
PSMF
gPCR
RCL
RNA

rpm

Tm
Ul
um

uv

X9
YNB

Campuyy de Arovadquaio

minutos

nandémetros

reagdo em cadeia da polimerase
agar dextrose batata

fluoreto de fenilmetilsulfonil

PCR em tempo real

hidrocloreto de guanidina

acido ribonucleico

rotacdo por minuto

segundos

temperatura de “melting”
Unidade Internacional
micrometro

ultravioleta

volume de ar por volume de meio por minuto
aceleracao gravitacional

Base Nitrogenada de Levedura

WRMACE,
SISy,

FACULDADE DE €z,
CHVNOVHVEY 40

SOLIS DOML SALUS



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Cawmpus de Araraguaia
SUMARIO
SUMARIO ...ttt ettt bbbttt b ettt et 19
RESUMO ..ottt e et e e e e et e e e e et e e e e b e e e et e e etaa s 7
AB ST R A C T - oottt e e et e et et e et et et e e e et a e et 8
LISTA DE FIGURAS ...t e et e e e ettt e e e e e et e e e e e et e e eenanaeeaenes 9
LISTA DE TABELAS . ...ttt e e et e e ettt e e e e et e e eesaaaeaeenes 13
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e et e e e e et e e e eeaa e eaeee 17
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt ettt et e et ene e et e s ateetennaneeaene e 22
2. REVISAO DA LITERATURA . ...ttt ettt et sae e eee e 25
L OBUIETIVOS. .. et e et e et e e e et e e et a e et a e et aeeaaaans 44
4. MATERIAL E METODOS ..ottt ettt ettt ete e ets st s eaesteaeesreaneas 45
4.1 MicrorganiSmo € MaAnULENGAOD .........ccevieeeurruniiieeeeeeeeeettiaa e e e e eeeeeeaanna e e eeeeeeesennnnns 45
o S (o To (W ot oI =T A - £ PP 46
4.3 Preparo das curvas de CaliDraGaio ...........uuvuuiiiiieiiiieeiiiiie e a7
4.3.1 Curva de calibrac8o Bradford .............ooeuuuiiiiiiieiiieee e 47
4.3.2 Curva de Calibragao D-glICOSE .......ccovveiriiiiii i 47
4.3.3 Curva de Calibracao p-nitrofenol ............ouuiiiiiiiiice e 48
4.3.4 Curva de CalibraGao L-TirOSING .......ccoveiuiuuiiiieeeeeeieeiie e e e e e 48
4.4 D0SAQEM ENZIMALICA. ......cceeiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee it a e e e e aeeeeessnnaanas 48
4.4.1 Determinacdo de Celulase Total..........couuuiiiiiiieiiieeece e 48
4.4.2 Determinacédo de atividade de endoglucanase............cccoeeeeeeviiiiiiiiiiie e 49
4.4.3 Determinacédo de atividade de exoglucanase ............ccceeevieeeiiieiiiiiiieee e 49
4.4.4 Determinacédo de atividade de B-glicosidase .............cceeeviieiiiiiiiiiiiiiece e, 50

4.4.5 Determinacdo de atividade de Protease ..........ccovvveeiiviiiiiiiiee e 50



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

4.5 Cinética de produGao ENZIMALICA..........uueiiiiieaiiiiiiiiii e e e e e 51
4.6 Planejamento Fatorial Experimental.............cvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51
4.7 Sistema de Fermentacdo em Biorreator para producédo das celulases .................... 52
4.8 Sistema de aquisicao de dados e controle do biorreator. .............ccceeeeiieeeiiiiiiiiinnnn. 53
4.9 EXtragdo de RNA TOLAl .......oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 54
O T Y 11 (=TT Y T o I L PP 55
4.11  Desenhos dos iniciadores (primers) para PCR das enzimas celuloliticas.............. 55
4.12 Reacédo em cadeia da Polimerase (PCR)...........uuuuuuiiiiiimiiiiiiiie 56
413 Purificagc@o dos produtoS da PCR ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 59
I A ST o [N =] g Tox F= T g =T o] o PP PP PPPPPPPPPPPPP 61
4.15  Clonagem dos fragmentos de interesse obtidoS ...........cceevviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 61

4.15.1 Reacéo de ligacdo com o vetor utilizando a técnica LIC (Clonagem Independente

de Ligase) para 0 grupo BGL........oooeiiiiiiiii it e e e et a e e e aaaraaa 61
4.15.2 Reacéo de ligacdo com o vetor pJetl.2blunt para ENG1..........ccccoevvieevviviiiiinnnnnnn. 62
4.16  Analise dos Clones reCoOMDINANTES .........ciciiiiiiiiiiiiiei e 63
4.16.1 PCR de colonia BGLe ENGL.......ccooiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 63
4.16.2 PCR das colbnias do grupo ENGL...........coiiiiiiiiiiiiiiiiie e 63
4.17 Extracdo de DNA Plasmidial ..........ccooiiooiiiiiiiiiiii et e e e eaaaenes 64
4.18  Transformacédo e Expressao heterdloga em E.COli...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiciiin, 64
4.19 Inducdo da expresséao heterdloga de beta-glicosidase ..........cccoooeevvvveiiiiiiiieeeeenn.. 65
4.20  Atividade enzimatica da BG1 recombinante. ..........ccccceeeriiiiiiiiiiiiieceeee i 66
5. RESULTADOS .ttt e ettt e et e e e e e et et e e e e eta e e e eeen e eaenannns 67
5.1 Dosagem de atividade das enzimas celuloliticas .............ccccooeeeeiiiiiiiiiiiiie e, 67
5.1.1 Nos diferentes meios de cultivo (A, B, C € D)...ccooeeriiiiiiiiiiiiee e, 67

5.1.2 NO CUItIVO SEIECIONATOD .. ..o e 68



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Campuyy de Arovadquaio

5.2 Planejamento Fatorial Experimental............ccoo 70
5.3 Producédo das celulases em escala de Biorreator.............uuueiiiieeeiiieeiiiiiiiee e eeeeeiinens 83
5.4 Dosagem de atividade das enzimas proteolitiCas...........occcvvveieeiiieeiiiiiiiiiiiiieeeeeees 84
5.5 Extracdo de RNA total e sintese do CDNA ........ouiiiiiiiiiieee e 87
5.6 Desenho dos iniciadores (primers) para PCR ... 89
5.7 Reagdo em cadeia da POlIMErase ... 99
5.8  SEQUENCIAMENTO.....ccii i 102
5.9 Clonagem dos fragmentos de INtEIreSSE .......cooeviiiiiiiiiiii i 105
5.10 Expresséo e atividade da BG1 recombinante em E. COli........cccoevvvvvviiiiiniinneennnn.. 106
B. DISCUSSAD. ...ttt s sttt ettt ettt ee e e b e e e nenes 109
7. CONCLUSOES. ..ottt ettt 115
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooiiiitiiieceeee ettt 117
9. APENDICE ...ttt bbbttt 128

1O, ANEXO oo 147



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Compus de Arovogiroro

22

1. INTRODUCAO

Anualmente, sdo geradas toneladas de residuos provenientes das atividades
agroindustriais. Esses residuos séo ricos em matéria organica e seu acumulo pode
causar sérios prejuizos ao meio ambiente. Por esse motivo, uma série de estudos e
novas técnicas vem sendo desenvolvidos com a finalidade de diminuir a
acumulacao desses residuos e poder dar-lhes uma disposicdo adequada (PATEL;
SHUKLA, 2017).

Um dos principais componentes dos residuos naturais € a celulose e outros
tipos de polissacarideos, como a pectina e hemicelulose. A celulose é o principal
constituinte polissacarideo da parede celular dos tecidos vegetais e é considerado
um dos recursos biologicos renovaveis mais abundantes na biosfera (ZHANG;
LYND, 2004). Uma fibra de celulose contém de 5000 — 10000 unidades de glicose,
sendo que a sua unidade de repeticdo consiste em duas unidades de glicose anidra,
denominada celobiose (MOHAN, et al., 2006).

Existem varios tratamentos utilizados para degradar os residuos naturais,
como os tratamentos biolégicos, no qual sdo utilizados diversos microrganismos
como fungos e bactérias. Esta alternativa bioldgica é geralmente de baixo custo o
gue facilita seu acesso e aplicacdo (MEGHARAJ et al., 2011).

Os microrganismos envolvidos sintetizam enzimas geralmente com atividade
hidrolitica dos compostos presentes nos residuos. Para a sintese dessas enzimas,
sdo necessarias fontes de carbono e nitrogénio que podem ser advindos dos
residuos e induzem a expressao dos genes codificadores de diferentes enzimas
(FINDLAYS et al., 2002), inclusive levando a producdo de enzimas com atividade
sobre diferentes compostos e com complexidade estrutural (GUPTA et al., 2002;
ZHANG; LYND, 2004). A biodegradacao da celulose pode ocorrer pela atividade de
enzimas celuloliticas, produzidas por microrganismos, que Sao importantes em
diversos processos de tratamento de residuos agricolas, contribuindo para melhorar
as condicdes do solo; além disso, a hidrolise enzimética de residuos contendo
grande quantidade de celulose pode ser usada para gerar produtos sustentaveis
baseados em bioenergia para substituir o uso de combustiveis fésseis (MUNIR;
LEVIN, 2016).
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As celulases, responsaveis pela hidrélise enzimatica da celulose, s&o um
complexo enzimatico composto por:

a) endo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.4) que hidrolisam a cadeia celul6sica
internamente de maneira aleatoria;

b) exo-1,4-B-D-glucanases (glucano-hidrolase EC 3.2.1.74 e celobio-hidrolase EC
3.2.1.91) que hidrolisam a cadeia celul@sica a partir de suas extremidades liberando
celobioses;

c) 1,4-B-D-glicosidases (EC 3.2.1.21) que promovem a hidrélise da celobiose em
glicose e podem também clivar unidades glicosidicas a partir de
celuloligossacarideos.

As celulases possuem outras aplicacdes além da degradacédo de residuos
industriais, sendo aplicadas nas industrias téxtil, para remocao de fios de celulose;
de alimentos, usadas na extracéo e clareamento de sucos de frutos e de vegetais;
de detergentes, para favorecer a remocao de manchas profundas nas roupas; de
alimentacao animal, para realizar a hidrdlise parcial da celulose e da hemicelulose a
fim de favorecer uma rapida absorcdo, como aditivo no preparo de enzimas
digestivas, dentre outras aplica¢cdes (JUTURU; WU, 2014).

Apesar das vantagens que a rota enzimatica apresenta tais como o menor
gasto energético e a ndo formacao de subprodutos toxicos, o alto custo da producao
de enzimas é um obstaculo para a sua implementacdo em escala industrial,
podendo corresponder a 40% do custo total do processo (SALOMAO et al., 2019).

As celulases sdo produzidas principalmente pelos géneros Trichoderma,
Penicillium e Aspergillus (AGUIAR; LUCENA, 2011;DASHTBAN et al., 2009).
Embora esses fungos filamentosos sejam as maiores fontes de celulases e as
cepas mutantes de Trichoderma incluindo T. reesei, T. viride e T. longibrachium
sejam os melhores produtores conhecidos de celulases, € também de conhecimento
da literatura que estas espécies de Trichoderma tém um baixo nivel de atividade da
enzima B-glicosidase (SINGHANIA et al., 2010). A deficiéncia na expressdo dessa
enzima restringe a conversao de celobiose em glicose, proporcionando inibicdo da
atividade das celulases pelo acumulo de celobiose. Portanto, para sua efetiva

aplicacdo a adicao de B-glicosidase se faz necesséria, encarecendo o processo de
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hidrélise e além disso, a producdo em grande escala dessas enzimas necessita de
microrganismos que sejam capazes de produzir um complexo enzimatico com altos
teores, extracelular e completo com os trés tipos de atividade celulolitica (MORAIS
et al., 2021).

Dada a importancia de se obter enzimas celuloliticas mais estaveis, altamente
ativas e especificas para serem utilizadas nas diferentes areas industriais, assim
como, na producéo de bioetanol, a procura por novos microrganismos com maior
potencial e especificidade na producédo destas enzimas seria uma alternativa para
reduzir os gastos na producao e obter novas fontes com alta tolerancia a condi¢bes

extremas como pode ser considerado no caso dos fungos de ambiente marinhos.
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7. CONCLUSOES

> A andlise das atividades enziméticas no meio D deste estudo mostrou que a
CMC é um substrato ideal para as enzimas celuloliticas produzidas por T.
lixii, com resultados superiores aos demais meios de cultivo realizados.

» A producao das enzimas endoglucanases pelo fungo marinho T. lixii - 5A7
mostraram um melhor comportamento que as demais enzimas na
temperatura de 30°C.

» As enzimas celuloliticas mostraram uma atividade enzimatica especifica
superior na temperatura de 20°C, porém necessitaram mais dias de cultivo.

» A analise da cinética enzimatica no meio de cultivo D deste estudo mostrou
gue o pico de maior producao para todas as celulases foi no dia 15, no qual
foram obtidos 71,84; 65,87; 49,12 e 68,23 Ul/mg de atividade enzimatica
especifica para [B-glicosidase, endoglucanase, FPAse e exoglucanase
respectivamente.

» No Planejamento Fatorial Experimental a producdo das enzimas BG pelo
fungo marinho T. lixii - 5A7 obteve a maior producdo no ensaio 23 com 85, 91
Ul/mg para o dia 15.

» As enzimas endoglucanase, FPAse e exoglucanase mostraram uma
atividade enzimatica especifica superior ao ponto central do DCCR no ensaio
9 na temperatura de 20°C do dia 15 obtendo 125, 99 Ul/mg; 60,94 Ul/mg e
83,60 Ul/mg respectivamente.

» Com a diminuicdo de 50% a concentracdo do composto YNB do meio D, foi
obtido um pequeno aumento na atividade especifica das celulases na
condicéo 1 produzidas pelo fungo T. lixii-5A7 para ambos ensaios (9 e 23) no
dia 15 na temperatura de 20°C, comparado ao ponto central.

» A dosagem da atividade especifica das celulases em escala de biorreator,
demostrou que o fungo de ambiente marinho T. lixii-5A7 teve a capacidade
de produzir um pico de maior producédo no tempo de 120 horas e 96 horas

para os ensaios 9/condicéo 1 e 23/condicdo 1, respectivamente.
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Na extracdo do RNA total foi observado uma qualidade adequada para
realizar a sintese do cDNA e posteriores experimentos.

Na amplificacdo dos fragmentos codificadores das enzimas celuloliticas,
foram obtidas bandas com os tamanhos esperados para o grupo das BG,
EnG e ExG, sendo que apenas a sequéncia codificadora de BG apresentou
alta identidade (80-93%) com as sequencias de B-glucosidases de outros
microrganismos, ja depositadas no banco de dados.

A BG1 recombinante foi expressa na E.coli BL21 GroEL-GroES obtendo o
tamanho esperado de aproximadamente 52 kDa.

Observando os dados obtidos na atividade da BG1, pode-se inferir que estes
resultados sao promissores, tendo em vista o baixo numero de estudos
envolvendo expressao heterdloga de B-glicosidase de fungo de ambiente
marinho em E.coli, assim como o valor de atividade enzimatica especifica

encontrado para a enzima recombinante BG1 de 42,36 Ul/mg.
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