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Resumo 
 

A conversão enzimática dos polissacarídeos da biomassa é um fator chave no 

desenvolvimento de bioetanol de segunda geração. A recalcitrância da 

lignocelulose para a degradação enzimática e o custo elevado de enzimas 

hidrolíticas necessárias para a despolimerização de polissacarídeos 

encontrados na parede celular da planta são barreiras significativas para a 

produção em larga escala e para a comercialização de biocombustíveis e 

bioprodutos derivados da biomassa vegetal.  A fim de aumentar rapidamente a 

produção de biocombustíveis celulósicos e bioprodutos, existe a necessidade 

de desenvolver coquetéis enzimáticos mais eficientes e de menor custo para a 

conversão de biomassa em açúcares fermentáveis. Nesse contexto, o estudo 

de enzimas degradadoras da parede celular é essencial.  

No presente trabalho a enzima endo-1,4-β-D-glucanase de Aspergillus terreus 

(ATEG_09894) foi clonada para expressão em A. nidulans. O teste de 

expressão mostrou a expressão solúvel da proteína. Sua identidade foi 

confirmada por espectrometria de massas. O pH ótimo e a temperatura ótima 

para sua atividade enzimática foram de 5,0 e 55ºC, respectivamente. A 

desnaturação térmica mostrou que a partir de 60ºC a enzima começa a perder 

estrutura. Interessantemente a enzima apresenta atividades β-glucanase e 

xiloglucanase, tendo preferência por β-glucano. A caracterização estrutural 

mostrou que ATEG_09894 foi expressa corretamente e os resultados de SEC e 

SAXS mostram que a proteína é monomérica em solução e o modelo de sua 

estrutura tridimensional indica que a superfície eletrostática da molécula 

contribui para um monômero estável. Os dados apresentados nesse trabalho 

são importantes pois identificam peculiaridades da enzima ATEG_09894, que 

atua na degradação da biomassa, sugerem os determinantes de sua 

seletividade enzimática e apresenta a degradação, não usual, de β-glucanos e 

xiloglucanos, característica promissora para a degradação do material 

lignocelulósico.  



 

 

 

Abstract 

 

The enzymatic conversion of polysaccharides from biomass is a key factor in 

the development of second generation bioethanol. The recalcitrance of 

lignocellulose to enzymatic degradation and the high cost of hydrolytic enzymes 

necessary for the depolymerization of polysaccharides found in plant cell wall 

are significant barriers to large-scale production and commercialization of 

biofuels and bioproducts derived from plant biomass. In order to rapidly 

increase the production of biofuel and byproducts cellulosic, a need exists to 

develop more efficient and lower cost enzymatic cocktails for the conversion of 

biomass into fermentable sugars. In this context, the study of cell wall degrading 

enzymes is essential. 

In this work the enzyme endo-1,4-β-D-glucanase from Aspergillus terreus 

(ATEG_09894) was cloned for expression in A. nidulans. The expression test 

showed the expression of a soluble protein. Its identity was confirmed by mass 

spectrometry. The optimum pH and optimum temperature for the enzyme 

activity were 5.0 and 55 ºC, respectively. The thermal denaturation showed that 

above 60 ºC the enzyme starts to lose structure. Interestingly, the enzyme has 

β-glucanase and xiloglucanase activities, preferring β-glucan. Structural 

characterization showed that ATEG_09894 was expressed correctly folded and 

the results of SEC and SAXS show that the protein is monomeric in solution 

and the model of its three dimensional structure indicates that the electrostatic 

surface molecule contributes to a stable monomer.  The data presented in this 

study are important because they identify peculiarities of ATEG_09894, which 

acts in the degradation of biomass, suggest the determinants of its selectivity 

and enzymatic degradation presents, unusual, of β-glucans and xyloglucans, 

promising feature for degradation of lignocellulosic material. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1  Suprimento de energia atual 

O uso do petróleo como fonte de energia está atrelado a diversos aspectos da 

sociedade humana, desde o bem-estar individual até o desempenho industrial e de 

prestação de serviços. Desempenho este que é fator determinante no 

posicionamento econômico, político e social das nações (Bon et al., 2008).  

Alterações no suprimento ou no uso do petróleo teriam desdobramentos 

econômicos, políticos e sociais de alcance mundial (Bon et al., 2008). Isto porque o 

petróleo e seus derivados transformaram-se ao longo do século XX não só na 

principal fonte primária da matriz energética mundial, como mostra a figura 1, 

também em insumo para praticamente todos os setores industriais (ANEEL, 2008). 

Já é possível se observar a escassez e o aumento do preço desta fonte não 

renovável de energia (ODAC, 2011).  

 

 

Figura 1. Participação do petróleo na matriz energética mundial em 2006 

(fontes primárias). Fonte: ANEEL, 2008. 

 

Além disso, a cadeia produtiva do petróleo e seus derivados é extremamente 

agressiva ao meio ambiente, inclusive produzindo em várias etapas, como na 

geração de energia elétrica e no consumo de combustíveis, emissões de gases que 
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contribuem para o efeito estufa (ANEEL, 2008). 

Neste contexto, a busca por fontes renováveis de energia e de alternativas ao 

uso do petróleo, está mobilizando, internacionalmente, setores acadêmicos, 

industriais, sociais e governamentais, com ênfase no desenvolvimento de processos 

biotecnológicos de menor impacto ambiental (Bon e Piccatagio, 2002). 

 

1.2  Biocombustíveis 

 Os biocombustíveis são combustíveis de origem biológica não fóssil. O 

bioetanol é o biocombustível mais comum, representando cerca de 90% do total de 

biocombustível em uso (AIE, 2007). Sua produção convencional é um processo bem 

conhecido, baseado na conversão enzimática do amido em acúcares, e/ou 

fermentação de açúcares de 6-carbonos com destilação final do etanol (Figura 2) 

(AIE, 2007). Analisando o processo total de produção de etanol e gasolina, estima-se 

que o etanol emite 73% menos CO2 que a gasolina (Embrapa Agrobiologia, 2009). 

Na produção de biocombustíveis, a emissão de CO2 na atmosfera é compensada 

pela absorção desse gás durante o desenvolvimento dos vegetais. 

O etanol pode ser produzido a partir de diversas matérias-primas, incluindo 

culturas de cereais, milho, cana-de-açúcar, beterraba, batata, sorgo e mandioca. 

Sendo a cana-de-açúcar a matéria prima cuja conversão em açúcar é mais fácil. Os 

maiores produtores mundiais de bioetanol são Brasil (etanol de cana-de-açúcar) e 

Estados Unidos (etanol de milho). O etanol é utilizado tanto em baixa concentração 

(5% - 25%) em mistura com gasolina, quanto em alta concentração (85%) como 

combustível para automóveis. No Brasil, a gasolina deve conter um mínimo de 22% 

de bioetanol (AIE, 2007, Bon et al., 2008).  
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Figura 2. Ciclo de produção do etanol a partir da cana-de-açúcar. Fonte: 

Seabra, 2008. 

 

O Brasil já vem, por muitas décadas, utilizando apenas álcool como 

combustível ou em mistura com a gasolina. O Programa Nacional do Álcool 

(Proálcool), para a produção de álcool combustível, foi lançado em 1975, no governo 

de Ernesto Geisel, dentro de uma política de independência para o setor energético 

e em resposta à primeira crise internacional do petróleo (Bon et al., 2008). No Brasil, 

o álcool combustivel é produzido apenas a partir do caldo de cana-de-açúcar, 

matéria prima prontamente fermentável, por possuir o substrato (sacarose) na forma 

molecular passível de utilização direta pelo agente biológico produtor de etanol, a 
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levedura Saccharomyces cerevisae.  

A falta de investimento em novas usinas e reforma dos canaviais, aliada aos 

problemas climáticos, reduziram a oferta de etanol, que caiu de 28 para 23 bilhões 

de litros entre 2011 e 2012. Por outro lado, o aumento da frota flex fuel de 12,2 para 

14,9 milhões de veículos (22%) ocasionou o crescimento da demanda reprimida por 

etanol hidratado, a qual foi atendida pela gasolina C (EPE, 2012). 

As exportações brasileiras de etanol totalizaram 2,0 bilhões de litros em 2011, 

praticamente o mesmo volume do ano anterior. Os volumes exportados pelo Brasil 

nos dois últimos anos foram os mais baixos desde 2004 devido à crise econômica 

que atingiu os países da Europa e os Estados Unidos, levando-os a reduzirem seus 

orçamentos, inclusive suas importações. Além disto, um desequilíbrio entre a oferta 

e a demanda do Brasil intensificou a restrição às exportações (EPE, 2012). 

Estes fatos ilustram o desafio de aumentar consideravelmente a produção de 

etanol, não apenas para atender ao aumento da demanda interna, mas também para 

exportar este combustível. Para suprir o aumento na demanda, além de se contar, 

com a expansão da cultura da cana, deve-se produzir etanol a partir de outras 

fontes.  

A produção avançada de bioetanol concentra-se em processos que utilizam 

todas as fontes de lignocelulose disponíveis. Esses processos têm o potencial de 

aumentar a variedade e quantidade de matéria-prima adequada, incluindo resíduos 

celulósicos, palha de milho, palha de cereais, resíduos de processos alimentícios, 

bem como plantas de crescimento rápido como árvores de álamo e grama (AIE, 

2007).  

A matéria-prima celulósica pode ser cultivada em terras não aráveis ou ser 

produzida a partir de culturas integradas, o que poderia aumentar consideravelmente 
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a disponibilidade de terras uma vez que a necessidade da obtenção de culturas 

plantares para a produção de biocombustíveis desvia o uso de terras agrícolas em 

detrimento do abastecimento alimentar (Buckeridge et al., 2010).  

Diferentemente da fermentação alcoólica de matérias-primas sacarinas, o uso 

de matérias-primas lignocelulósicas, como substrato para fermentação alcoólica, 

inclui a hidrólise dos polissacarídeos presentes nessas matérias para a liberação dos 

açúcares fermentáveis (Bon et al., 2008). Dessa forma, a produção de etanol a partir 

de lignocelulose inclui pré-tratamento da biomassa para liberar celulose e 

hemicelulose, a hidrólise para liberar açucares fermentáveis de 5- e 6-carbonos, a 

fermentação do açúcar, a separação dos resíduos sólidos e não-hidrolisado de 

celulose, e a destilação para produção do combustível (Figura 3) (AIE, 2007).  

Existem diversos tipos de pré-tratamentos, com diferentes rendimentos e 

efeitos distintos sobre a biomassa e consequentemente impacto nas etapas 

subsequentes. Dentre os vários métodos de pré-tratamento, os mais comumente 

utilizados são pirólise, steam explosion, amonnia fiber explosion, CO2 explosion, 

ozonólise, hidrólise ácida, hidrólise alcalina, deslignificação oxidativa e processo 

Organosolv (Sun e Cheng, 2005). 

O custo dos biocombustíveis é altamente dependente de matéria-prima, 

processo, terra e os custos trabalhistas, créditos para subprodutos, subsídios 

agrícolas, alimentos (açúcar) e do mercado de petróleo. Atualmente o custo do 

etanol de cana de açúcar é 70% menor que o etanol lignocelulósico. Uma das 

melhorias para a redução de custos é a produção em escala comercial de enzimas 

hidrolíticas e microrganismos selecionados e/ou modificados para tornar a hidrólise 

um processo mais eficiente (AIE, 2007). 
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Figura 3. Representação esquemática da produção de etanol a partir da 

biomassa lignocelulósica. Fonte: Santos et al., 2012. 

 

1.3  Biomassa lignocelulósica  

A biomassa lignocelulósica pode ser agrupada em quatro categorias 

principais: resíduos da agricultura, culturas energéticas dedicadas, resíduos da 

madeira e resíduos de papel. É constituída por três principais frações poliméricas: 

lignina (primeira fração), hemicelulose (segunda fração) e celulose (terceira fração), 

unidas entre si por ligações covalentes formando uma rede complexa e resistente a 

ataques microbianos (Figura 4) (Jeffries, 1990). Celulose, hemicelulose e lignina 
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formam estruturas chamadas microfibrilas, que são organizadas em macrofibrilas 

que medeiam a estabilidade estrutural da parede celular vegetal. 

 

Figura 4. Arquitetura da parece celular vegetal. (adaptado de: 

http://biofuel.webgarden.com/sections/blog/pictures-for-lignocellulose) 

 

Além destes três compontentes majoritários, os materiais lignocelulósicos 

apresentam, em menores proporções, resinas, taninos, ácidos graxos e fenóis, entre 

outros (D´almeida, 1988; Wayman e Parekh, 1990). Compostos nitrogenados 

(proteínas) são também encontrados. Entre os sais minerais, os sais de cálcio, 

potássio e magnésio são os mais frequentes. A tabela 1 apresenta a composição dos 

resíduos lignocelulósicos. 

A celulose é o principal componente do material lignocelulósico. A celobiose é 

a unidade repetitiva da celulose, dissacarídeo formado por duas unidades de glicose 
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unidas através de uma ligação β-1,4 (Delmer, 1999) (Figura 5). Uma molécula de 

celulose pode conter até 10.000 unidades de glicose (Fengel e Wegener, 1989) e 

sua hidrólise produz monômeros de glicose (Klemm, 2005).  

 

TABELA 1. Composição de diversos materiais lignocelulósicos. 

Componente 

(%) 

Sabugo 

de milho 

Palha 

de trigo 

Palha 

de 

arroz 

Bagaço 

de cana 

Semente 

de 

algodão 

Jornal Lixo 

Glicose 39,0 36,6 41,0 38,1 20,0 64,4 40,0 

Manose 0,3 0,8 1,8 n.i 2,1 16,6 8,0 

Galactose 0,8 2,4 0,4 1,1 0,1 n.i n.i 

Xilose 14,8 19,2 14,8 23,3 4,6 4,6 13,0 

Arabinose 3,2 2,4 4,5 2,5 2,3 0,5 2,0 

Lignina 15,1 14,5 9,9 18,4 17,6 21,0 20,0 

Cinzas 4,3 9,6 2,4 2,8 14,8 0,4 1,0 

Proteína 4,0 3,0 n.i 3,0 3,0 n.i n.i 

n.i – não informado. Fonte: Wayman e Parekh (1990). 

 

 

Figura 5. Estrutura da fração celulósica. Adaptado de Fengel e Wegener, 

1989. 
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A hemicelulose, o segundo componente mais abundante de lignocelulose, é 

composto de diferentes polissacarídeos com cadeias menores que as da celulose, 

tais como arabinana, galactana, manana e xilana (Figura 6). As hemiceluloses estão 

associadas às microfibrilas de celulose por pontes de hidrogênio, e promovem a 

união das microfibrilas de celuloses adjacentes (Figura 4). O principal constituinte da 

fração hemicelulósica é a xilana, um polissacarídeo composto de monômeros de 

xilose. Este composto faz ligações cruzadas com a celulose e lignina formando o 

complexo lignina-carboidratos (Lawoko et al., 2005, 2006). 

 

Figura 6. Componentes da fração hemicelulose. Fonte: Morais, 2005. 

O álcool p-cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico são os precursores 

de três tipos de ligninas: lignina p-hidroxi-fenila (H), lignina guaiacila (G) e siringila 

(S), respectivamente (Fengel e Wegener, 1989) (Figura 7). Dependendo da natureza 

do vegetal, distintas unidades compõe o polímero de lignina. As unidades G e S são 

encontradas em madeiras de folhosas, já a lignina de coníferas é formada por 

unidades G (Chen, 1991). 
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Figura 7. Esquema estrutural para a lignina da madeira moída de Eucalyptus 

grandis (a): estruturas dos alcoóis precursores das unidades fenilpropanóides 

guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H). (b). Fonte: Piló-Veloso et al., 1993.  

 

Os cultivos bioenergéticos de segunda geração em estudo são constituídos 

principalmente de culturas de plantas lenhosas de crescimento rápido (El Bassam, 

1998). Na Europa Ocidental, têm-se o cultivo de Álamo (Populus) e Salgueiro (Salix). 

Na América do Norte e Europa, capim-elefante (Miscanthus x giganteus) é o principal 

cultivar. Na Ásia, e parte da América do Sul, o bambu é o cultivar de escolha para 

produção de etanol de segunda geração (Potters et al., 2010). Como estas plantas 

necessitam de menor quantidade de fertilizante que outras culturas vegetais, elas 

têm menor probabilidade de esgotar o solo e podem ser produzidas em terra 

marginal que não são utilizadas para o cultivo alimentar.  

A celulose e as hemiceluloses podem ser degradadas por via enzimática, 

produzindo açúcares que podem ser fermentados para produzir etanol. Dependendo 
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da fonte das lignoceluloses (agrícolas ou florestais), cerca de 110 a 300 litros de 

etanol pode ser produzido a partir de uma tonelada de matéria-prima (Oak Ridge 

National Laboratory, 2006; Mabee et al.,  2006; Sims et al.,  2010). Outras grandes 

fontes de lignocelulose são resíduos de processamento de madeira e a fracção 

orgânica dos resíduos urbanos em geral. Segundo a Agência Internacional de 

Energia (AIE) (2007), é possível destilar em torno de 1020 J de energia a partir 

destes resíduos (cerca de 20% do consumo de energia do mundo atual). 

 

1.4  Hidrólise enzimática da lignocelulose 

Previamente à hidrólise da celulose encontrada nos materiais 

lignocelulósicos, é necessário um pré-tratamento dessa biomassa visando à quebra 

da estrutura cristalina da lignocelulose, a remoção da lignina para que as moléculas 

de celulose e hemicelulose sejam expostas à ação enzimática.  

A hidrólise de lignina e hemicelulose gera açúcares e subprodutos 

(principalmente, difenóis, derivados de fenilpropano, cetonas, furfural e ácido 

acético), que muitas vezes inibem a fermentação microbiana. Além disso, a celulase 

adsorve fisicamente sobre ligninas. Por esta razão, a biomassa sofre um pré-

tratamento para separar a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose e 

hidrolisar a hemicelulose, separando o hidrolisado da celulose, a qual sofre 

tratamento específico para a obtenção de glicose (Ogeda e Petri, 2010). 

Hidrólises enzimáticas de materiais lignocelulósicos possuem um rendimento 

de produção de açúcar menor que 20% enquanto que, se uma etapa de pré-

tratamento for utilizada, o rendimento pode alcançar até > 90% (Gosh e Ghose, 

2003). 
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Para a hidrólise de hemicelulose há enzimas específicas, como as xilanases 

ou mananases e para a remoção de lignina; lignina-peroxidases e lacases ajudam a 

remover uma quantidade considerável de lignina da biomassa (Ogeda e Petri, 2010). 

A hidrólise enzimática da celulose é catalisada por enzimas altamente 

específicas que agem de forma sinérgica e constituem o complexo enzimático 

chamado celulase. É composto por endo-1,4-β-D-glucanases ou endoglucanases 

(E.C. 3.2.1.4), exo-1,4-β-D-glucanases ou celobio-hidrolases (E.C. 3.2.1.91) e β-

glicosidases (E.C. 3.2.1.21). As endoglucanases clivam as cadeias de celulose 

randomicamente dentro das próprias cadeias, atuando majoritariamente em porções 

amorfas, liberando oligossacarídeos com terminações redutoras e não redutoras 

livres. As celobio-hidrolases degradam eficazmente as regiões cristalinas da celulose 

mediante a clivagem de dímeros de celobiose nas extremidades (redutoda ou não 

redutora) das cadeias celulósicas de forma contínua (Divine, 1994; Li, 2007; Davies, 

1995). A celobiose é posteriormente convertida à glicose pela β-glicosidase 

minimizando a ação inibitória que a presença de celobiose exerce sobre as 

atividades endo e exo (Henrissat, 1994; Lynd et al., 2002) (Figura 8). 

Quando comparada com a hidrólise ácida, a hidrólise enzimática da celulose 

geralmente é conduzida em condições mais brandas (pH 4,8 e temperatura entre 

45° e 50°C), não causa problemas de corrosão e permite maiores rendimentos 

(75%- 85%). Devido ao seu grande potencial de evolução, muitos especialistas veem 

a hidrólise enzimática como a chave para a produção de bioetanol de segunda 

geração a um custo competitivo em longo prazo (Philippidis e Smith, 1995; Lynd et 

al., 2002). Para melhorar o rendimento e a taxa de hidrólise, é necessário otimizar o 

processo e reforçar a atividade das celulases (Sun e Cheng, 2002). 



13 

 

 

 

Figura 8. Representação esquemática da ação catalítica do complexo celulase. Fonte: 

Ogeda, 2011 

 

1.5  Glicosil hidrolases 

Glicosil hidrolases (GHs), também chamadas glicosidases, são enzimas 

capazes de catalisar a hidrólise de ligações glicosídicas entre polímeros de 

sacarídeos ou entre um sacarídeo e outra molécula não polissacarídica. Essas 

enzimas estão presentes em todos os reinos da vida, onde desempenham diversas 

funções biológicas.  

Podem atuar nas extremidades (exo-GHs) ou internamente (endo-GHs) da 

cadeia polissacarídica. A nomenclatura IUBMB (International Union of Biochemistry 

and Molecular Biology) dessas enzimas é baseada na sua especificidade ao 

substrato e, ocasionalmente, no seu mecanismo molecular; tal classificação não 

reflete as características estruturais das enzimas. Há alguns anos, foi proposta a 

classificação das glicosidases em famílias, com base em semelhanças de 

sequências de aminoácidos (Henrissat, 1991; Henrissat e Bairoch, 1996). Esta 

classificação reflete melhor suas características estruturais e relações evolutivas. O 

banco de dados CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes Database) continuamente 

atualiza as famílias de glicosidases. Até o momento 132 famílias distintas estão 
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categorizadas (GH1 132).  

A clivagem da ligação glicosídica pelas GHs pode ocorrer com inversão da 

configuração do centro anomérico ou com retenção da configuração do centro 

anomérico (Collins et al., 2005). A maioria das enzimas caracterizadas até o 

momento tende a adotar o mecanismo clássico (de retenção) proposto por Koshland 

(1953). 

A inversão da estereoquímica na posição anomérica envolve um mecanismo 

de uma etapa (Figura 9), em que a protonação do oxigénio glicosídico pelo ácido 

geral e a liberação do grupo de partida é concomitante com o ataque nucleofílico de 

uma molécula de água que foi desprotonada pela base geral. As reações ocorrem 

com a assistência ácido/básica da cadeia lateral de dois aminoácidos, geralmente 

aspartato ou glutamato (McCarter e Withers, 1994). 

A hidrólise pelo mecanismo de retenção da estereoquímica envolve um 

mecanismo de deslocamento-duplo envolvendo um intermediário glicosil-enzima 

(Figura 10). A reação ocorre com a assistência de ácido/base e nucleofílica das 

cadeias laterais de dois aminoácidos, geralmente glutamato ou aspartato, 

localizados 5.5 Å de distância. Durante o primeiro passo, geralmente chamado de 

etapa de glicosilação, um resíduo tem o papel de nucleófilo, atacando o centro 

anomérico para deslocar a aglicona e formar o intermediário glicosil-enzima. O outro 

resíduo funciona como catalisador ácido e protona o oxigênio glicosídico ao mesmo 

tempo em que a ligação é clivada. No segundo passo da reação, também conhecida 

como etapa de deglicosilação, o complexo glicosil-enzima é hidrolisado pela água, 

com o outro resíduo atuando como catalisador básico e desprotonando a molécula 

de água nucleofílica (McCarter e Withers, 1994; Zechel e Withers, 2000). 
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Figura 9. Mecanismo geral de inversão das glicosidases. Fonte: Cazypedia, 2012 

A hidrólise pelo mecanismo de retenção da estereoquímica envolve um 

mecanismo de deslocamento-duplo envolvendo um intermediário glicosil-enzima 

(Figura 10). A reação ocorre com a assistência de ácido/base e nucleofílica das 

cadeias laterais de dois aminoácidos, geralmente glutamato ou aspartato, 

localizados 5.5 Å de distância. Durante o primeiro passo, geralmente chamado de 

etapa de glicosilação, um resíduo tem o papel de nucleófilo, atacando o centro 

anomérico para deslocar o radical e formar o intermediário glicosil-enzima. O outro 

resíduo funciona como catalisador ácido e protona o oxigênio glicosídico ao mesmo 

tempo em que a ligação é clivada. No segundo passo da reação, também conhecida 

como etapa de desglicosilação, o complexo glicosil-enzima é hidrolisado pela água, 

com o outro resíduo atuando como catalisador básico e desprotonando a molécula 

de água nucleofílica (McCarter e Withers, 1994; Zechel e Withers, 2000). 

http://www.cazypedia.org/index.php/File:Inverting_glucosidase_mechanism.png
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Figura 10. Mecanismo geral de retenção das glicosidases. Fonte: Cazypedia, 2012 
 

http://www.cazypedia.org/index.php/File:Retaining_glycosidase_mechanism_1.png
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GHs têm recebido considerável atenção devido ao seu potencial de aplicação 

industrial. Por exemplo, indústrias alimentares empregam lipases, pectinases, 

celulases, amilases e xilanases na digestibilidade de seus produtos, a recuperação 

de fibras recicladas por celulases, branqueamento de papel por xilanases e manases 

(enzimas hemicelulolíticas) (Bhat e Bhat, 1997; Buchert et al., 1998; Penttilä et al., 

2003; Galante et al., 1998a; Galante et al., 1998b; Kenealy e Jeffries, 2003; Ahuja, 

2004;  Bajpai, 2004, Polizeli, 2005).  

Tecnologias emergentes para a exploração da biomassa também requerem 

GHs. Os exemplos incluem a produção de biocombustíveis a partir de produtos 

residuais de lignocelulose e gordura utilizando celulases e lipases (Lynd et al., 1999) 

e geração de produtos de alto valor a partir de fibras de madeira, com o auxílio de 

uma variedade de GHs (Brumer et al., 2004; Gustavsson et al., 2005). 

Tais aplicações requerem enzimas eficientes e de baixo custo para fazer uma 

grande variedade de produtos comercialmente viáveis. Membros da família GH12 

são largamente utilizadas num certo número de aplicações industriais, tais como 

têxteis, detergente e alimentos (Bayer et al., 1994; Clarkson et al., 1992; Lange 

1993; Maurer, 1997). 

 

 
1.6  Glicosil hidrolase família 12 (GH12) 

Enzimas pertencentes a família GH12 são usadas em processos industriais e 

o interesse na aplicação dessas enzimas na indústria alimentícia, processamento 

têxtil e empreendimentos farmacêuticos é crescente (Goedegebuur et al., 2002). 

Esta família apresenta diferenças na especificidade para o substrato (Tabela 2). 

Compreedem endo-β-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4) fúngicas e bacterianas, tais como 

Cel12A de Gloeophyllum trabeum (Cohen et al.,  2005), Cel12A de Trichoderma 
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reesei (Karlsson et al., 2002; Grishutin et al., 2006), Cela de Thermotoga neapolitana 

(Bok et al., 1998) e Cel12A de B. Licheniformis (Liu et al.,  2004); endo-β-1,3-1,4-

glucanases (EC 3.2.1.73) tais como Cel12A de Chrysosporium lucknowense 

(Bukhtojarov et al., 2004), Cel12A de Rhodothermus marinus (Wicher et al.,  2001), e 

Cel12A de Pyrococcus furiosus (Bauer et al.,  1999). A família GH12 contém ainda 

endo-β-1,4-glucanase xiloglucano específico (3.2.1.151), tais como XEG2 de 

Aspergillus aculeatus (Pauly et al.,  1999) e XEGA de A. niveus (Damasio  et al., 

2012); e xiloglucano endo-transglicosilases (XET) (EC 3.2.1.207). Esta última 

atividade foi observada em um único membro de GH12 usando um teste para 

atividade específico, embora possa representar uma atividade paralela de uma 

enzima predominantemente xiloglucano endo-hidrolase (Gilbert et al., 2008).  

As enzimas com atividade endo-β-1,4-glucanase, também conhecidas como 

celulases, catalisam a endo-hidrólise de ligações β-14-D-glucosídicas em celulose, 

amido e β-glucanos de cereais. Agem em β-glucanos que possuem ligações β14 e 

β 13. As enzimas com atividade endo-hidrolase xiloglucano específico, catalisam a 

clivagem do xiloglucano em oligossacarídeos. As enzimas com atividade endo-β-1,3-

1,4-glucanase, também conhecidas como liquenases, catalisam a hidrolise de 

ligações β-14-D-glucosídicas em β-glucanos contendo ligações β 13 e β 14.  

GH12s são enzimas de retenção, e acredita-se seguir um mecanismo clássico 

de Koshland de duplo deslocamento (Figura 10) e que diferenças no seu estado 

oligomérico pode estar relacionada com a atividade. A endo β-1,4-glucanase 

xiloglucano-específica (GH12) de Aspergillus niveus é dimérica a 20oC e 

monomérica na sua temperatura ótima de atividade (60ºC, Damasio et al., 2012). 
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TABELA 2. Comparação de especificidade da família GH12 

Organismo Enzima Atividade Específica (U mg-1) Referências 

Barley – β - glucano CMC 

Stachybotrys atra 
BP-A 

Cel12A 27 0,5 Picart et al., 
2012 

Aspergillus 
japonicus 

BG 263 3,9 Grishutin et al., 
2006 

Cochliobolus 
carbonum 

Mlg2 25 Low Kim et al., 2001 

Chrysosporium 
lucknowense 

Cel12A 125 11 Bukhtojarov et 
al., 2004 

Rodothermus 
marinus 

Cel12A 7,2 0,7 Wicher et al., 
2001 

Pyrococcus 
furiosus 

Cel12A 58 7,1 Bauer et al., 
1999 

Trichoderma 
reesei 

Cel12A 17 23 Grishutin et al., 
2006 

Aspergilus 
aculeatus 

XEG2 ND ND Pauly et al., 
1999 

Gloephyllum 
trabeum 

Cel12A ND 42000 Cohen et al., 
2005 

Thermotoga 

neapolitana 

CelA ND 1219 Bok et al., 1998 

Bacillus 
licheniformis 

Cel12A ND 117 Liu et al., 2004 

Adaptado de Picart et al., 2012. 

Alinhamento de sequências de GH12 mostra que a tríade catalítica é 

constituída dos resíduos Asp100, Glu115 e Glu201 (numeração de AnXEG12A, 

Powlowski et al., 2009), conservados entre as GH12. Análise filogenética permite a 

sua diferenciação em quatro subfamílias: GH12 fungícas alocam-se nas subfamílias 

12-1 e 12-2, enzimas de Streptomyces alocam-se na subfamília 12-3, e a subfamília 

12-4 compreende enzimas de termófilos (Goedegebuur, et al., 2002). Até o 



20 

 

 

momento, as enzimas fúngicas com grande preferência por xiloglucano são 

reportadas apenas na subfamília 12-2 e não na subfamília 12-1 (Master et al., 2008).  

Esta classificação é baseada não apenas no alinhamento da sequência de 

proteína, mas também nas combinações específicas de posições dos íntrons e as 

inserções e supressão de aminoácidos em posições específicas dentro da molécula 

(Goedegebuur et al., 2002). 

Estudos de alinhamento de sequência (Master et al., 2008), mutação sítio 

dirigida (Yoshizawa et al., 2012) e sobreposição de estruturas (Gloster et al., 2007, 

Powlowski et al., 2009) tentam desvendar os fatores determinantes da especificidade 

das GH12.  A sobreposição de estruturas de AnXEG (xiloglucano específico de A. 

nidulans) e BlXG12 (endoglucanase de B. licheniformis) sugerem a participação de 

resíduos e da superfície molecular na seletividade dessas duas GH12 (Figura 11), e 

uma inserção SST (130-132) conservada em GH12 xilogucanases, posicionada na 

região da extremidade não redutora do sítio de ligação ao substrato de AnXEG, pode 

estar relacionada com a maior afinidade a xiloglucanos (Powlowski et al., 2009). 

Além disso, há possibilidade da glicosilação atuar na seletividade enzimática 

(Sandgren, 2003). No entanto, por existirem poucas estruturas de GH12 resolvidas e 

caracterizadas bioquímicamente, é difícil fazer generalizações sobre determinantes 

da especificidade do substrato. 

 

  



21 

 

 

Figura 11. Comparação estrutura de xiloglucanases e celulases. A- Estrutura de 

AnXEG12A (cinza) e BlXG12 (dourado) em complexo com XXXG/XX (azul escuro) 

(PDB ID 2JEN). Resíduos catalíticos D100, E115 e E201 (vermelho), resíduos 

preditos como ligantes de substrato W22 e W119, (verde), resíduos que são preditos 

em influenciar na especificidade ao substrato em GH12 xiloglucanases W7, V94 e 

G127 (roxo) e a sequência de inserção SST (130-132) está evidenciada em azul 

claro. B e C- superfície molecular de AnXEG12A (B) e HgGH12 (C; celulase). A 

cavidade de ligação ao substrato é mais profunda em B que C sugerindo uma maior 

afinidade por susbtratos ramificados. Fonte: Powlowski et al., 2009. 
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Alguns estudos (Yoshizawa et al., 2011; Yoshizawa et al., 2012; Scarafoni et 

al., 2010) focam nos determinantes da inibição da atividade de GH12. A estrutura do 

complexo XEG-EDGP releva detalhes do mecanismo de inibição de 

xiloendoglucanases, onde 2 argininas localizadas nos loops de inibição 1 e 2 (IL-1 e 

IL2-) de EDGP entram no sítio catalítico de XEG e mimetizam as interações 

formadas entre XEG e xiloglucano (Figura 12). As duas argininas em IL-1 e IL2- são 

conservadas na maioria dos GHIPs (GH inihitor proteins). Ainda mais, Leu202 e 

Pro203 (que contatam o subsítios -4 do sitio ativo da enzima) são conservados nas 

GHIPs da maiora das plantas (Yoshizawa et al., 2012). 

 

Figura 12. Sobreposição XEG-EDPG e XEG-xiloglucano. Comparação das 

interações de XEG (azul) e EDGP (laranja) e XEG (azul) e xiloglucano (amarelo). 

Fonte: Yoshizawa et al., 2012. 
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1.7  Expressão de enzimas lignocelulolíticas em fungos filamentosos 

O primeiro relato de transformação de espécies fúngicas ocorreu em 1973 na 

Universidade de Rockefeller (MISHRA, 1979; MISHRA et al., 1973). Esses 

resultados foram recebidos com ceticismo. Após essa primeira experiência, com a 

transformação de outros genes e outras espécies, essa técnica se tornou 

amplamente aceita. O primeiro grande avanço ocorreu com a preparação de 

protoplastos transformáveis o que aumentou a eficiência desse processo (HINNEN 

et al., 1978). Desde então, o desenvolvimento de plasmídeos para expressão em 

fungos e o uso de diferentes espécies vem aumentando.  

Fungos filamentosos são capazes de converter uma variedade de fontes 

baratas e abundantes de carbono e nitrogênio em proteínas secretadas para o 

ambiente extracelular. Os gêneros Aspergillus e Trichoderma são as principais 

linhagens fúngicas utilizadas para a produção de proteínas em larga escala. Vários 

vetores para produção de proteínas heterólogas em fungos filamentosos vêm sendo 

desenvolvidos (Meyer et al., 2011a; Verdoes et al., 1994) com promotores fortes e 

peptídeo sinal de secreção em fusão com proteínas alvos (Record et al., 2003; 

Meyer et al., 2011b; Joosten et al., 2003). Ainda compõem novas estratégias para 

expressão em fungos, a construção de cepas deficientes na expressão de proteases 

(Plunt et al., 2008; Swift et al., 2000); desenvolvimento em meio especializado 

(Weenink et al., 2006), e mutagênese aleatória de proteínas juntamente com 

varredura de variantes para a secreção aumentada (Kück e Roff, 2010).  

Apesar de sistemas de expressão em procariotos serem econômicos e 

empregados com sucesso em muitos casos (Guzman et al., 1995; Lee et al., 1987; 

Santos et al., 2010; Squina et al., 2009), apresentam desafios para tradução de 
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algumas proteínas eucarióticas (degradação, enovelamento incorreto e baixa 

solubilidade) (Peroutka et al., 2011) e requerem métodos extensivos para isolamento 

e purificação da proteína de interesse. Na produção heteróloga em Pichia pastoris, 

embora a tradução ocorra através da maquinaria de um eucarioto, padrões de 

glicosilação variados, ineficiência de secreção e instabilidade são desvantagens 

desse sistema (Yurimoto et al., 2009; Bauer et al., 2006). Diante disso, a expressão 

em Aspergillus nidulans, fungo filamentoso com capacidade inata de produzir e 

secretar enzimas no meio de cultivo (Fleissner et al., 2010; Kuck & Hoff, 2010; 

Nevalainen et al., 2005; Sims et al., 2005; Punt et al., 2002; Conesa et al., 2001; 

Bodie et al., 1994; Squina et al., 2009; Damasio et al., 2011) vêm se destacando 

para a produção direcionada por vetores.  

Nesse contexto, foi desenvolvido o vetor de expressão e secreção pEXPYR 

(Segato et al., 2012) que quando integrado no genoma do Aspergillus nidulans 

direciona a superexpressão induzida por maltose com boa acumulação de proteínas 

no meio extracelular, facilitando a coleta e purificação das proteínas recombinantes.  

Um coquetel enzimático para a degradação do material lignocelulósico é o 

grande objetivo no estudo de produção de etanol de segunda geração. Para isso, 

sistemas de expressão de diferentes proteínas em um único hospedeiro vêm sendo 

desenvolvidas. O flanqueamento do marcador urotidina 5’-fosfato carboxilase 

(pyrG+) com uso de elementos repetitivos mate1 (Aleksenko  et al., 1996) facilita a 

recombinação ectópica e randômica e excisão desse marcador de seleção. As 

linhagens PyrG-  podem ser selecionadas na presença de 5-FOA. A excisão da 

marca de seleção possibilita a transformação em série de vetores pEXPYR contendo 

diferentes proteínas clientes. Devido a esses aspectos, é crescente a expressão de 

enzimas com potencial biotecnológico em fungos filamentosos. 
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2 OBJETIVOS 
 

 Os objetivos gerais incluem a caracterização funcional e estrutural da 

endoglucanase I (XP_001218516) de Aspergillus terreus com potencial uso na 

degradação da biomassa lignocelulósica.  

 Como objetivos específicos têm-se: 

1. Clonar, expressar e purificar uma endoglucanase I (XP_001218516). 

2. Caracterizar bioquímica e funcionalmente com determinação de pH, 

temperatura e substrato ótimos; identificar ativadores e supressores da 

atividade enzimática e produtos da hidrólise. 

3. Caracterizar estruturalmente: determinar o conteúdo de estrutura 

secundária e estabilidade térmica por dicroísmo circular, determinar o 

envelope molecular por espalhamento de raios-X a baixo ângulo 

(SAXS), predizer através de métodos in silico os determinantes 

estruturais da especificidade.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  
 

3.1 Técnicas Moleculares 

A sequência correspondente ao gene endoglucanase I de Aspergillus terreus 

foi amplificado por reação em cadeia da polimerase (PCR) (Mullis et al., 1986) 

utilizando-se DNA de A. terreus. O DNA amplificado foi ligado em vetor PGEM-T-

easy vector (Promega) e submetido ao sequenciamento. Após a confirmação da 

sequência correta, a subclonagem em vetor de expressão pEXPYR (Segato et al., 

2012) foi realizada. Após o sequenciamento para confirmação dos genes, os 

plasmídeos foram utilizados para transformar Aspergilus nidulans A773. 

A metodologia empregada para a obtenção do clone é ilustrada na figura 13 e 

detalhada nos itens seguintes. 

 

 

 

Figura 13. Esquema ilustrativo das etapas de clonagem para expressão de 

ATEG_09894. 
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3.1.1 Desenho dos oligonucleotídeos 

Para o isolamento da sequência ilustrada na tabela 3 foram desenhados 

oligonucleotídeos (Tabela 4) com base na sequência de cDNA depositada no banco 

de dados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_001218515.1). Sítios para 

enzimas de restrição (NotI e XbaI) foram adicionados na região 5´ de cada 

oligonucleotídeo permitindo ligação em plasmídeo específico para expressão em A. 

nidulans.   

 

TABELA 3. Descrição da sequência de GH12 utilizada neste estudo. 

NOMENCLATURA SEQUENCIA MOLDE (GENEBANK) REGIÃO DE 
AMPLIFICAÇÃO 

ATEG_09894 XM_001218515 
 

46-705 pb 

 

 

TABELA 4. Oligonucleídeos utilizados para clonagem de ATEG_09894. 

OLIGONUCLEOTÍDEOS 

ATEG_09894F                 
TATAGCGGCCGCCAGGAGCTCTGCGAGCAATATGG 
ATEG_09894R        TATATCTAGATGCCACACTAGCAGACCACT 
 

 

3.1.2  Amplificação gênica por PCR 

A amplificação da sequência de 660 pares de base correspondente ao gene 

de interesse foi feita por reação em cadeia da polimerase (PCR) para um volume 

final de 50 µL, utilizando-se 50 ng de DNA genômico, 5 µL de 10X PCR Buffer 

(Fermentas), 40 µM dNTP (Fermentas), 20 pmol de cada oligonucleotídeo do par, 2 

mM MgCl2, 5 U de Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen). O programa foi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_001218515.1
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iniciado a 94ºC por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de: 94ºC/30s, 55ºC/30s, 

72ºC/60s e finalizado a 72ºC por 10 minutos. É importante ressaltar que o gene 

possui 2 íntrons, mas como o sistema de expressão é em linhagem de Aspergillus, 

não se faz necessário amplificar o gene de interesse a partir de biblioteca de cDNA. 

 

3.1.3 Eletroforese em gel de agarose 

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%. Foi utilizado como padrão 

MassRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentas), e como tampão de amostras 6X 

MassRulerTM Loading Dye Solution (Fermentas). A eletroforese foi realizada a 

5V/cm por 1 hora. 

 

3.1.4  Extração de DNA do gel de agarose 

Após a eletroforese em gel de agarose, as bandas referentes às sequências 

nucleotídicas desejadas foram excisadas e purificadas utilizando-se QIAquick Gel 

Extraction Kit Protocol (QIAgen). O fragmento do gel foi ressuspenso em tampão QG 

e incubado a 50oC por 10 minutos. Após este período foi adicionado isopropanol e a 

mistura filtrada em coluna QIAquick. O DNA se liga a membrana e após lavagens 

com tampão PE é eluído com solução 10 mM Tris·Cl, pH 8.5. 

 

3.1.5 Ligação em vetor de clonagem 

A ligação do inserto em vetor pGEM®-T Easy (Promega), foi feita utilizando-se 

200 ng de amostra purificada do gel, 50 ng de vetor e 5 U de T4 DNA Ligase. A 

reação foi incubada a 16oC por 16 horas.  
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3.1.6 Preparo de bactérias competentes e transformação por choque 

térmico 

Uma colônia isolada de Escherichia coli TOP10 foi crescida em 5 mL de meio 

de cultura Luria-Bertani (LB) líquido sob agitação de 200 rpm por aproximadamente 

16 horas a 37ºC. Após esse período, foi realizada uma diluição 1:100 em LB líquido 

e mantida sob as mesmas condições até que atingisse densidade óptica entre 0,6 e 

0,8 (600 nm). As células foram resfriadas em banho de (gelo por 10 minutos e 

coletadas por centrifugação a 4000xg por 10 minutos a 4ºC. A homogeneização foi 

feita em 10 mL de solução 0,1 M CaCl2 e 10% glicerol por 15 minutos em banho de 

gelo. As células foram centrifugadas a 4000g por 15 minutos a 4ºC, ressuspensas 

em 1 mL de solução 0,1 M CaCl2 e 10% glicerol e rapidamente congeladas em 

nitrogênio líquido. A estocagem foi feita a -80ºC. 

A transformação foi realizada adicionando-se 1 µg de plasmídeo a 75 µL de E. 

coli TOP 10, com posterior incubação em gelo por 30 minutos. Elevou-se então a 

temperatura a 42ºC por 2 minutos e em seguida colocou-se em gelo por 2 minutos. 

Logo após foram adicionados 800 µL de LB líquido e incubou-se por 60 minutos a 

37ºC. As células foram então plaqueadas em meio apropriado (LB suplementado 

com 50 µg/mL de ampicilina). 

 

3.1.7 PCR de colônia 

  Colônias isoladas de transformantes foram ressuspensas em 10 µL de H2O 

estéril e utilizada como molde de DNA. Procedeu-se à reação conforme descrito na 

seção 3.1.2. As colônias positivas foram crescidas em meio LB com ampicilina para 

a extração plasmidial. Um alíquota para estoque foi mantida a -80ºC em glicerol 

20%. 
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3.1.8 Extração de DNA plasmidial em pequena escala 

Foi realizada através uso do kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) de acordo 

com o protocolo do fabricante. Uma cultura da bactéria com o plasmídeo de 

interesse crescida por 16 horas é centrifugada por 1 minuto, a 14000g. O pellet é 

ressuspenso em tampão apropriado. Em seguida é feita a lise alcalina e 

neutralização do lisado. A reação é submetida à centrifugação por 10 minutos, 

13200g. O sobrenadante é então filtrado em coluna QIAprep. O DNA se liga a 

membrana e após lavagens com tampão PE é eluído com solução 10 mM Tris·Cl, pH 

8.5. 

 

3.1.9 Seqüenciamento 

Os plasmídeos selecionados foram seqüenciados pelo serviço de 

sequenciamento do LNBio-CNPEM. O resultado foi analisado em banco de dados 

usando BLAST nucleotídeos (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschull et al., 

1990). O alinhamento do sequenciamento e a sequência depositada no banco de 

dados foi realizada pelo programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/ 

Tools/msa/clustalw2/). 

 

3.1.10 Digestão plasmidial 

O plasmídeo pGEM®-T Easy contendo o inserto de interesse e o vetor 

pEXPYR foram submetidos a reação de digestão utilizando-se 10U das enzimas 

NotI e XbaI para cada 1 μg de vetor. A reação foi mantida a 37ºC durante 2 horas e 

inativação das enzimas foi realizada a 65ºC por 15 minutos. Foi realizada uma 

eletroforese para confirmar a digestão (item 3.1.3) e excisão da banda digerida (item 

3.1.4). 
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3.1.11 Ligação de insertos em vetores de expressão 

Os insertos foram ligados nos vetores previamente digeridos com as mesmas 

enzimas de restrição. Foram utilizadas 2 U de T4 DNA ligase (Fermentas), tampão 

de ligação 1X, 200 ng de vetor e 80 ng inserto. O volume final foi de 10 µL e a 

reação incubada por 16 horas a 16ºC.  

 

3.2  Expressão heteróloga da β-glucanase GH 12 

3.2.1 Obtenção de protoplastos 

 

Aproximadamente 5x108 esporos da linhagem A773 de A. nidulans foram 

inoculados em meio mínimo suplementado com uracila, uridina e ácido-5-fluorótico e 

incubados a 37ºC, sob agitação (180 rpm) por 18 horas. O micélio foi separado por 

filtração com papel Whatman no1 e lavado com MgSO4 0,6 M e incubado com 25 ml 

de solução DSPC (KCl 1,1M, ácido cítrico 0,1 M, pH 5,8 ajustado com KOH 1 M e 

esterilizada por filtração). Ao micélio foram adicionas as seguintes enzimas: 100 

mg/mL de “Lysozyme from Chicken egg White” (SIGMA L6876), 50 mg/mL de “Lysing 

Enzymes from Trichoderma harzianum” (SIGMA L1412-10G) e 100 mg/mL de 

albumina bovina. A mistura foi incubada a 30ºC e 100 rpm por 1-2 horas ou até não 

haver pellets visíveis.  

Os protoplastos foram coletados por filtração em funil de Buchner contendo 

uma camada de membrana Miracloth (Calbiochem) em tubo de vidro estéril e 

lavados 2 vezes com 50 mL de STC 50 (sorbitol 1,2 M, CaCl2 50 mM, Tris-HCl 50 

mM pH 7,5, autoclavado e mantido 4ºC). Os protoplastos obtidos foram utilizados 

para transformação com construção de interesse. 
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3.2.2 Transformação  

O DNA plasmidial (10 µg) foi diluído para 50 µL com solução STC. Em 

seguida, foram acrescentados 150 µL de uma suspensão de protoplastos, seguido 

de incubação à temperatura ambiente 10-15 min. Foram adicionados 2 mL de 

solução PEG 60% (6g de PEG 4000 em 10 mL de STC) seguido de agitação 

cuidadosa e extensiva à temperatura ambiente 20-25 min. Após esse período, 8 mL 

de solução STC foram adicionados seguido da transferência de 2 mL da mistura final 

para placas contendo meio de regeneração de protoplastos (meio mínimo 

adicionado de Sorbitol 1,2M) e seleção de transformantes (sem uracila, uradina ou 

5-FOA). Por fim, as placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas.  

Os transformantes positivos foram isolados pela sua habilidade de crescer na 

ausência de uracila e uridina. A expressão da endoglunase GH12 recombinante de 

A. terreus foi realizada em meio mínimo suplementado com 10 mM de piridoxina e 

2% de maltose (meio de expressão), incubados a 37ºC sob condições estáticas por 

48 horas. 

 

3.3 Purificação de ATEG_09894  

O micélio foi filtrado em papel de filtro (Whatman nº1) e o extrato bruto foi 

concentrado através de sistema Amicon® (Millipore) utilizando uma membrana com 

corte de 10 kDa. Após ser concentrado, o extrato bruto contendo a ATEG_09894 foi 

dialisado em tampão acetato de amônia 50 mM pH 6,0. 

Para a purificação, as amostras concentradas e dialisadas foram aplicadas 

em alíquotas de 500 µL em coluna Sephadex G-75® (GE Healthcare Life Sciences) 

acoplada ao sistema ÄKTA™ FPLC™ (GE Healthcare Life Sciences) utilizando um 

fluxo de 0,5 mL.min-1 e pressão máxima de 1,8 MPa. O mesmo tampão foi utilizado 
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para eluição da amostra. 

 

3.4 Ensaio enzimático e quantificação de proteína 

 A atividade enzimática foi medida por método colorimétrico utilizando β-

glucano de cevada (P-BGBH, Megazyme) como substrato e os açúcares redutores 

liberados foram quantificados pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 

1959). A mistura de reação, consistindo de 50 µL de substrato (0,5% m/v) em água e 

50 µL de solução de enzima em tampão acetato de amônia 50 mM pH 6.0, foram 

incubadas a 50ºC em Thermostat® (Eppendorf) por 30 minutos a 700 rpm de 

agitação, a reação foi paralisada pela adição de 100 µL de DNS e fervida a 99ºC por 

5 minutos. Os açúcares redutores liberados foram mensurados a 540 nm no 

espectrofotômetro Infinite M200® (Tecan- Switzerland). 

 

3.5  Determinação de pH e temperatura ótimos da enzima 

Os efeitos do pH e temperatura na atividade de ATEG_09894 foram 

verificados usando β-glucano (0.5% m/v) como substrato. Para determinar o pH 

ótimo da enzima, os ensaios foram realizados em tampão citrato-fosfato pH (3,0, 4,0, 

5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0). Para os ensaios para a obtenção da temperatura ótima 

foi utilizado tampão citrato-fosfato pH 5,0 e as reações incubadas a 30, 35, 40, 45, 

50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85ºC.  

 

3.6 Painel de substratos e íons para avaliação das atividades 

enzimáticas 

A atividade de ATEG_09894 foi testada em diferentes substratos na 

concentração de 0,5% (m/v). 
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Sendo eles: β-glucano (Megazyme), Xiloglucano (Megazyme), Konjac Manana, 

Carboximetilcelulose (Sigma), Arabinogalactana lariço (Megazyme), Laminarina 

(Sigma), Arabino xilana de trigo (Megazyme), Xilana de madeira de faia 

(Megazyme), Arabinana desramificada (Megazyme), Galactomanana (Megazyme), 

goma de alfarroba (Megazyme), arabinoxilana de centeio (Megazyme), xilana de 

aveia (Megazyme). A influência de vários íons, solventes próticos, detergentes e 

agentes quelantes também foi verificada. Dentre eles: KCl (50 mM), Tween (0,5%), 

DMSO (0,5%), Triton-X-100 (0,5%), MgCl2 (0,5%), CaCl2 (10 mM), MnCl2 (10 mM), 

EDTA (50 mM), FeCl3 (10 mM), CuSO4 (10 mM) e CdCl2 (50 mM). 

Cada ensaio foi realizado em triplicata para um volume final de 100 µL, sendo: 

40 µL de tampão fosfato de sódio 20 mM pH 5,0, 50 µL de substrato 0,5% (m/v) e 10 

µL de enzima (aproximadamente 100 ng). Cada reação continha seu respectivo 

branco. Após 60 minutos de incubação a 55ºC, adicionou-se 100 µL de DNS e a 

reação foi incubada novamente por 5 minutos a 99ºC. A reação foi medida a 540 nm 

de absorbância. A partir de uma curva padrão preparada no laboratório com glicose 

e xilose, a quantidade de açúcares redutores totais foi calculada e a atividade foi 

expressa em unidade por mL do extrato enzimático (µmol de glicose 

equivalente/min.mL), que foi posteriormente transformada em atividade relativa. 

 

3.7 Espectrometria de Massas 

A banda correspondente à ATEG_09894 obtida em um gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate – Polyacrilamide Gel Electrophoresis) foi 

cortada e tratada como descrito por Schevchenko et al. (1996), e digerida com 

tripsina, como forma de preparação das amostras para aplicação no espectrômetro 

de massas. 
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Para injeção no LC-MS-MS as amostras foram ressuspendidas em 12 µL de 

ácido trifluoroacético 0,1% e uma alíquota (4,5 µL) da fração resultante da mistura do 

peptídeo foi separada por C18 (100 µm x 100 mm) RP-nanoUPLC (nanoAcquity, 

Waters) acoplada com um espectrômetro de massas Q-Tof Ultima (Walters) com 

fonte de nano-eletrospray com fluxo de 0,6 µL/min. O gradiente foi 2-90% de 

acetonitrila em 0,1% de ácido fórmico por 60 minutos para as proteínas digeridas. O 

instrumento foi operado no modo top three, no qual um espectro de MS é adquirido 

seguido de MS/MS dos três picos mais intensos detectados. O espectro foi adquirido 

usando o software Mass Lynx v. 4.1 e os arquivos com dados preliminares foram 

convertidos para uma lista de picos sem somar as análises, pelo software Mascot 

Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.) e comparados no banco de dados 

NCBI. 

  

3.8 Eletroforese capilar de oligossacarídeos 

Para entender o modo de ação da enzima foi utilizado celohexaose 

(Megazyme, Bray, Ireland) marcada com APTS (ácido 1,3,6-trissulfônico-8-

aminopireno) por aminação redutiva. Ensaios enzimáticos foram preparados como 

no item 3.4 utilizando pH 5,0 e temperatura de 55ºC com variação de tempo de 

reação (0, 15 e 30 min.)  A eletroforese capilar dos oligossacarídeos foi realizada em 

um sistema P/ACE ™ MDQ (Beckman Coulter) com detector de fluorescência 

induzida por laser. Um capilar de sílica fundida (TSP050375, Polymicro 

Technologies) com diâmetro interno de 50 µm e 31 cm de comprimento foi usado 

como coluna de separação para os oligossarídeos. As amostras foram injetadas pela 

aplicação de uma pressão de hélio de 4,5 psi por 0,22 minutos. As condições de 

eletroforese foram 15 kV/70-100 µA com o cátodo na entrada, 0,1 M de fosfato de 
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sódio, pH 2,5 como tampão de corrida, e uma temperatura controlada de 20ºC. O 

capilar foi lavado com NaOH 1 M seguido de tampão de corrida com ciclo de 

mergulho para evitar transição após a injeção. Os oligômeros marcados com APTS 

foram excitados a 488 nm e a emissão foi coletada através de um filtro com banda 

de 520 nm. 

 

3.9 Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

O espectro de CD foi coletado usando espectropolarímetro Jasco J-715 

(Jasco corporation, Tókio, Japão), sendo a temperatura mantida a 20°C através de 

um Peltier Type Control System PFD425S (JASCO). Todos os dados foram 

coletados usando cubeta de quartzo de 1 mm de caminho óptico.   

Mediu-se a elipticidade em graus na região do UV distante, no intervalo de 

comprimento de onda de 260 nm a 190 nm, com uma velocidade de 100 nm/min, 

sendo feitas no total 30 leituras com resposta de 1 segundo em varredura contínua. 

Os valores obtidos em miligraus foram convertidos para elipticidade molar por 

resíduo ([θ]MRW), em miligraus.cm2.dmol-1, que é definida pela equação (Adler et al., 

1973): 

 

 

Onde θobs é a elipticidade observada em graus, MRW é o peso molecular 

médio dos resíduos da proteína, d é o caminho óptico da cuβ em centímetros e c é a 

concentração da proteína em mg/mL. O MRW é calculado dividindo-se o peso 

molecular da proteína em Daltons pelo número de resíduos. 

A desnaturação térmica foi realizada variando a temperatura de 4ºC a 90ºC 

sendo monitorada a 215 nm, e obtendo um espectro (de 190 nm a 260 nm) a cada 

cd
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variação de 5ºC. 

 

3.10 Modelagem e Docking molecular 

As coordenadas atômicas de endoglucanase de Aspergillus niger (PDB: 

1KS5) (Khademi et al., 2002) foram utilizadas como modelo para a modelagem 

molecular por homologia de ATEG_09894 utilizando o programa MODELLER (Sali e 

Blundell, 1993) disponível no servidor HHpred (Söding et al., 2005). 

 Para o docking molecular foram utilizados como ligantes celohexaose (PDP ID 

2EJ1) e xiloglucano (PDB ID 2JEN). A estrutura dos ligantes foi obtida de NCBI 

Pubchem Data Bank (Bolton et al., 2008). 

Molegro virtual docker (MDV) (Thomsen et al., 2006) foi usado para as 

simulações de docking molecular com os seguintes parâmetros: rede de 0.30 Å, 15 

Å de raio a partir da cavidade selecionada para o docking, MolDock SE como 

algoritmo de busca. O número de corridas foi ajustado para 10 e o número máximo 

de interações ajustado para 1500. Após cada corrida de docking, minimização de 

energia e otimização das ligações de hidrogênio foram realizadas. MolDock e 

Rerank scores foram utilizados para selecionar a melhor posição de cada ligante.  

 

3.11 Espalhamento de raio-X a baixo ângulo (SAXS) 

Através da técnica de SAXS, informações sobre a massa molecular das 

partículas espalhadoras e do raio de giro (Rg) da proteína de estudo são obtidos a 

partir dos dados coletados. Por meio de programas computacionais como DAMMIN 

(Svergun,1999) e GASBOR (Svergun et al., 2001), um modelo de baixa resolução da 

forma da proteína pode ser obtido. 

Os dados de SAXS foram obtidos na linha de luz D11A-SAXS1 no Laboratório 
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Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), Campinas-SP, Brasil, usando comprimento de 

onda de 1,48 Å e um detector bidimensional, com arranjo CCD (MARCCD, USA), de 

165 mm. A distância do detector para a amostra foi de 1068,04 mm e os dados na 

faixa de 0,02 nm-1 para 0,21 nm-1 foram coletados usando proteína pura nas 

concentrações de 2,5 e 5 mg/ml, em tampão em tampão acetato de amônia 50 mM 

pH 6.0. Exposições de 300 e 600 s foram realizadas e os dados do tampão foram 

coletados antes e depois dos dados da amostra para fazer a correção do solvente e 

normalização do espalhamento. 

 Ajuste dos dados experimentais e avaliação da função p(R) foram realizados 

utilizando o programa GNOM (Svergun, 1992). O envelope a baixa resolução de 

ATEG_09894 foi determinado usando modelagem ab nitio implementada no 

programa DAMMIN. O modelo a baixa resolução e o modelo da estrutura 

tridimensional foram superpostas usando o programa SUPCOMB (Kozin e Svergun, 

2001). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 4.1 Produção de ATEG_09894 em A. nidulans 

Aspergillus terreus, é um ascomiceto filamentoso, normalmente encontrado 

no solo que pode causar aspergilose. Esta doença provoca mortalidade e morbidade 

em todo o mundo sendo a principal causa infecciosa de morte em leucemia e 

transplante de células-tronco, afetando milhares de pacientes por ano. A infecção 

causada por A. terreus é responsável por uma taxa de mortalidade maior que 

aspergilose causada por outras espécies de Aspergillus, com a mortalidade 

atingindo 100% em muitas séries. Este microrganismo é completamente resistente à 

anfotericina B, medicamento fundamental no tratamento de infecções fúngicas 

(MSC, 2012).  

A. terreus é a principal fonte de lovastatina, o primeiro medicamento da classe 

estatina a ser aprovada pela FDA para o tratamento de hipercolesterolemia em 

humanos. O mercado mundial de estatinas movimenta mais de US $ 12 bilhões 

anuais. Além de lovastatina, A. terreus produz vários outros metabólitos secundários 

(por exemplo, patulina, citrinina, isoterrin, asterriquinone) e de enzimas 

comercialmente importantes (por exemplo, xilanases) (MSC, 2012).  

Esses fatos foram determinantes para que o sequenciamento do genoma de 

A. terreus fosse objeto de estudo da Iniciativa Broad Fungal Genome, financiado 

pelo Instituto Nacional de Alergia e Doenças Infecciosas (NIAID), através do Broad's 

Microbial Sequencing Center (MSC). 

Com o genoma disponível foi possível a busca por genes de interesse para 

este estudo. Para a identificação de um gene que codifica uma endoglucanase 

GH12 no genoma de A. terreus utilizou-se a ferramenta “Simple Modular Architecture 
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research tool” SMART (Letunic et al., 2008). A sequência nucleotídica encontrada 

(GeneBank code XM_001218515.1) foi analisada pelo software “Signal P 4.0 server”, 

onde regiões referentes a peptídeo sinal são identificadas. Após essa análise foram 

construídos oligonucleotídeos iniciadores para amplificação do nucleotídeo 45 ao 

705 (Figura 14). 

  

Figura 14. Gráfico ilustrando a predição in silico de regiões de peptídeo sinal na 

sequência de aminoácidos de ATEG_09894.  

 

A amplificação de um fragmento composto de 660 nucleotídeos foi observada 

por eletroforese em gel de agarose (Figura 15). As bandas foram excisadas do gel, 

ligadas em pGEM®-T Easy (Promega) (Figura 16) e estes usados para transformar 

células E. coli TOP10. A seleção dos clones foi feita por alfa complementação em 

meio contendo X-GAL.  
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Figura 15. Gel de agarose 1% mostrando produto de PCR da endoglucanase GH 12 

de A. terreus amplificado a partir do DNA genômico. M: marcador de pares de base 

(1Kb) 

 

 

Figura 16. Vetor de clonagem pGEM-T-Easy Vector. Observa-se que o sitio múltiplo 

de clonagem encontra-se no interior da sequência do gene lacZ. Quando nenhuma 

sequência é inserida este gene codifica a proteína β-galactosidade, no entanto, se a 

clonagem é a realizada esta proteína não é produzida. 

 

Algumas colônias brancas foram crescidas em meio LB para a realização da 

extração plasmidial. Os plasmídeos foram submetidos ao sequenciamento e o 

resultado foi comparado à sequência depositada no banco de dados (Figura 17).  
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Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com sítios para as 

enzimas de restrição NotI e XbaI visando a clonagem no vetor de expressão 

pEXPYR (Segato et al., 2012), um vetor de alta expressão e secreção de proteínas 

recombinantes em Aspergillus nidulans. Este fungo é um sistema modelo de fácil 

cultivo em laboratório e possui capacidade inata de produzir e secretar enzimas 

(Fleissner e Dersch, 2010; Kück e Hoff, 2010; Nevalainen et al., 2005; Sims et al., 

2005; Punt et al., 2002; Conesa et al., 2001; Bodie et al., 1994; Squina et al., 2009; 

Damásio et al., 2011). 

 

Figura 17. Alinhamento de sequência entre o clone AtGH12_pGEM e a sequência 

depositada no banco de dados (GeneBank code 001218515.1).  
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O plasmídeo digerido foi submetido à eletroforese em gel de agarose, e o 

inserto foi excisado e purificado do gel. Foi feita ligação no vetor de expressão 

pEXPYR previamente digerido com as mesmas enzimas. Células E. coli One Shot® 

TOP10 (Invitrogen) foram transformadas e PCR de colônia confirmou a presença de 

vetores contendo o gene de interesse nas células (Figura 18).  

 

 
Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1% de PCR de colônia. M: Marcador de 

pares de base (1Kb) A: ATEG_09894. 

 

Esse vetor foi então utilizado para transformar Aspergillus nidulans A773, 

linhagem que tem mostrado resultados satisfatórios para a expressão de hidrolases 

fúngicas. O vetor de expressão e secreção, pEXPYR, quando integrado no genoma 

do hospedeiro Aspergillus, dirige super-expressão induzida por maltose, juntamente 

com alto rendimento a secreção e acumulação de proteínas recombinantes no meio 

extracelular (Segato et al., 2012).  

Apesar das vantagens inerentes de sistemas eucarióticos de expressão 

gênica com relação ao processamento pós-traducional, a expressão de proteínas 

heterólogas em fungos filamentosos não é um processo trivial. Primeiramente é 

necessária a confirmação do evento de integração no genoma do organismo 
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hospedeiro e após esta confirmação, é necessário fazer uma triagem de vários 

clones, visando selecionar a melhor linhagem com relação à eficiência de expressão 

e de secreção da proteína de interesse (Squina et al., 2009; Damasio et al., 2011). 

Quatro transformantes foram cultivados em meio de expressão e a produção 

de ATEG_09894 avaliada em SDS-PAGE (Figura 19). 

 
Figura 19. Screening de transformantes. SDS – PAGE de quatro transformantes e 

da linhagem de referência A773. No detalhe a banda correspondente a At_G12. 

 

Após a seleção de uma boa linhagem produtora (Figura 19), foi realizada a 

expressão da ATEG_09894 em larga escala. Apesar de a sequência de aminoácidos 

da GH12 em estudo ter apenas 48% de similaridade com a GH12 de A. nidullans, 

ambas as proteínas possuem massa molecular similar. Um experimento de 

espectrometria de massas foi realizado para confirmar que a proteína purificada 

correspondia à proteína de interesse. Este método permite a determinação da 

massa molecular de compostos com altíssima precisão. Dessa forma é possível 

determinar a massa dos peptídeos presentes nas amostras digeridas com tripsina; e 
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através de softwares comparar estes dados com os gerados teoricamente para 

todas as sequências de proteínas presentes nos bancos de dados. Se a sequência 

da proteína analisada estiver no banco de dados, ela será imediatamente 

identificada. Os peptídeos identificados confirmaram que a amostra isolada do SDS-

PAGE correspondia à proteína GH12 de A. terreus (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Confirmaçao da expressão da ATEG_09894. A- SDS-PAGE mostrando a 

endoglucanase ATEG_09894 purificada. Essa banda foi excisada do gel e 

submetida a identificação de peptídeos por ESI Q-TOF. B- Os peptídeos em 

vermelho foram identificados e confirmam a expressão de ATEG_09894.  

 

A expressão em larga escala foi realizada para se obter proteína 

satisfatoriamente para os ensaios bioquímicos e estruturais. Para tal o extrato do 

meio de cultivo, que continha a proteína recombinante secretada, foi submetido à 

cromatografia de exclusão molecular em coluna Sephadex G75. A coluna utilizada 

para este tipo de purificação contém “poros” e, dessa forma, separa amostras de 

acordo com o tamanho das moléculas presentes na solução. Quanto maiores forem 

estas moléculas, mais rapidamente elas serão eluídas já que as mesmas “desviam-
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se” dos obstáculos ao percorrerem a coluna, de maneira que percorrem um caminho 

menor que as moléculas menores, que, por sua vez, penetram em porosidades 

estreitas, ficando retidas na coluna por mais tempo. 

Para a estimativa da massa molecular da amostra purificada, uma curva de 

calibração é construída (peso molecular contra Volume de eluíção (Ve)/V morto da 

coluna (Vo). Calculando Ve/Vo da amostra, a partir de seu volume de eluição, é 

possível estimar sua massa molecular utilizando a curva de calibração. Na curva de 

calibração (Figura 20, inset) abaixo mostra-se Ve/Vo da cromatografia de albumina 

bovina (66.0), anidrase carbônica (29.0 kDa), citocromo C (12.4 kDa) e aprotinina 

(6.5 kDa) em Sephadex G-75. 

 

Figura 21. Purificação de ATEG_09894. Cromatografia de exclusão molecular do 

meio de cultivo contendo ATEG_09894 (ponto vermelho). Inset: curva de calibração 

utilizando proteínas com massa molecular conhecidos. Em vermelho, ponto 

estimando de ATEG_09894. Em azul e amarelo, pontos estimados dos outros picos 

observados na cromatografia. 
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Sabendo-se que o volume morto dessa coluna é 7 mL e observando a eluição 

do primeiro pico em 12 mL estima-se que a massa da proteína purificada neste pico 

é por volta de 25 kDa. Isso nos indica que a ATEG_09894 é monoméria em solução. 

Outros dois picos foram observados na cromatografia, no entanto trata-se 

provavelmente de metabólitos de baixo peso molecular encontrados no meio de 

cultura (Figura 21).  

 

4.2 Determinação dos parâmetros físico-químicos 

A influência do pH e temperatura na atividade da enzima purificada foi 

avaliada. Esta enzima mostrou-se bastante responsiva em ambiente ácido, tendo pH 

ótimo igual a 5.0. Em contrapartida, demonstrou-se sensível a pHs não ácidos. Em 

pH 7 (neutro), por exemplo, a enzima apresenta aproximadamente 25% de atividade 

e em pHs acima de 8, sua atividade é quase nula (Figura 22).    

 

Figura 22. Efeito de pH na atividade B-glucanase de ATEG_09894. Desvios 

inferiores a 5%. 

A sensibilidade enzimática de GH12 ao pH difere entre as enzimas dessa 

família. FGSG_11037, FGSG_07892 e FGSG_16349 (endo-xilanases de Fusarium 
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graminearum) são bastante sensíveis à variação de pH. Apresentam pH ótimo por 

volta de 6.0, sendo que em pH 7.0 sua atividade é de 50% da encontrada no pH 6.0 

(Habrylo et al., 2012). A atividade em pH ácido também é observada para uma 

xiloglucanase GH12 de A. niveus (pH ótimo 6.0) (Damásio et al., 2012). Já 

FGSG_05851 e Cel12A de Stachybotrys atra são menos sensíveis a variação de pH 

(Habryolo et al., 2012; Picart et al., 2012). Observa-se que quando a variação de pH 

não influencia fortemente a atividade enzimática, essas GH12s são menos ativas 

que as sensíveis a essa variação, ou seja, a atividade específica é maior naquelas 

sensíveis à variação de pH quando se observa a atividade em seus pHs ótimos 

(Habrylo et al., 2012). 

A temperatura ótima de atividade detectada foi de 55ºC (Figura 23A). Através 

da análise do espectro de dicroísmo circular pode-se verificar que em temperaturas 

igual ou menores que 55ºC, o conteúdo de estrutura secundária é correspondente a 

uma proteína rica em folha-β (mínimo em 215 nm) (Figura 23B). A presença de 

estrutura secundária da proteína recombinante sugere enovelamento. Além disso, é 

sabido que as GH12 são ricas em folha- β, de forma que este resultado indica o 

enovelamento esperado da proteína recombinante.  

O ensaio de desnaturação térmica nos mostra que acima de 55ºC a enzima 

começa a perder estrutura (Figura 23B-C). Em temperaturas acima de 75ºC, a 

enzima perde completamente a estrutura e portanto, não desempenha sua atividade 

(Figura 23A). Já em temperaturas abaixo do ótimo, o conteúdo de estrutura 

secundária da proteína permanece semelhante ao conteúdo encontrado na 

temperatura ótima (Figura 23B-C). Portanto, nessas temperaturas, mudanças locais 

determinam atividade enzimática distintas.  
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Figura 23. Efeito da temperatura na atividade β-glucanase. A- Atividade relativa em 

diferentes temperaturas, B- Espectros de dicroísmo circular em diferentes 

temperaturas. C- Curvas de desnaturação térmica em 215nm. 
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4.3 Especificidade de substrato e identificação de ativadores e 

supressores da atividade enzimática 

A atividade da enzima purificada com os substratos polissacarídeos (0.5%) foi 

determinada a 55ºC e pH 5,0, condição ótima para a enzima (Tabela 5). Os 

substratos Konjac Mannan (glucomanana fibrosa), CMC (celulose amorfa) e 

Arabinogalactana lariço foram hidrolisados em proporções muito pequenas, 8,6%, 

1,4% e 0,6% e todos os outros substratos apresentaram baixa especificidade (Tabela 

5).  

TABELA 5. Especificidade pelo substrato DE ATEG_09894 
Substrato Atividade relativa (%)* 

β-glucano 100 
Xiloglucano 45.1 

Konjac manana 8.6 
CMC 1.4 

Arabinogalactana lariço 0.6 
LAM 0.4 

Arabino xilana de trigo 0.3 
Xilana de madeira de faia 0.3 

Arabina desramificada 0.3 
Galactomanana 0.2 

Goma de alfarroba 0.1 
Arabinana de beterrada 0.1 
Arabinoxilana de centeio 0.0 

Xilana de aveia 0.0 

*Desvios inferiores a 5% 

ATEG_09894 apresenta alta atividade com xiloglucano e β-glucanos, com 

preferência por este último. β-glucanos são polissacarídeos que contêm apenas 

glicose como componentes estruturais e estão unidas por ligações glicosídicas. Já 

os xiloglucanos, possuem um cerne formando por resíduos de glicoses unidos por 
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ligações β1→4 e substituições de xilose nas cadeias laterais. Esses resultados 

demonstram a atividade β-glucanase de ATEG_09894. Além disso, mostram que 

enzima pode tolerar as cadeias laterais de xilose, embora seja menos responsiva 

que frente ao β-glucano. Esses resultados mostram ainda a atividade reduzida frente 

ao CMC, celulose metilada, o que indica que a metilação da celulose também 

diminui a interação enzima-substrato.  

Esses resultados podem ser úteis, pois hidratos de carbono complexos na 

biomassa contêm glicose e xilose como as principais unidades de açúcar e sabe-se 

que o xilano pode ter um "efeito de bloqueio" na atividade de celulases sobre a 

celulose e o uso de uma enzima com atividade glucanase/xiloglucanase pode 

maximizar o rendimento de açúcar na sacarificação enzimática (isto é, a conversão 

de hidratos de carbono complexos para açúcares simples). 

Atualmente têm-se observado que o pré-tratamento da biomassa com 

xilanase melhora a acessibilidade de beta-glucanases e consequentemente sua 

atividade. Por outro lado, em alguns casos observa-se que a xilanase pode bloquear 

a atividade de beta-glucanases (Suurnakki ET AL., 1997; deJong ET AL., 1997; 

Wong ET. Al., 1997; Arantes & Saddler, 2010). Nesse trabalho, a caracterização da 

ATEG_09894 mostra que se trata de uma enzima com potencial biotecnológico pois 

além de ser ativa contra beta-glucanos é também ativa contra xiloglucanos. Sendo 

interessante tanto para compor um coquetel enzimático quanto como modelo para 

estudo de especificidade enzimática. 

A influência por solventes orgânicos, detergentes, agentes redutores, 

quelantes e íons metálicos na atividade enzimática de ATEG_09894 foi verificada 

(Tabela 6). Foi verificado que alguns metais podem inibir a atividade enzimática 

(Blackburn et al., 1994). Os metais pesados possuem a capacidade de se ligar a 
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grupamento sulfidrilas de cisteínas. Como no caso de ATEG_09894, nenhuma 

cisteína compõe o sítio ativo da proteína, sugere-se que a inibição ocorrerá pois o 

grupamento SH é fundamental para o enovelamento da proteína, com isso o metal 

pesado pode funcionar como agente desnaturante.  

 

TABELA 6. Identificação de ativadores e supressores da atividade enzimática 

 Atividade relativa (%)* 

Sem aditivo 100 
KCl (50 mM) 112.2 

Tween (0.5%) 110.6 
DMSO (0.5%) 107.6 

Triton-X-100 (0.5%) 105.2 
MgCl2 (0.5%) 103.1 

CaCl2 (10 mM) 90.5 
MnCl2 (10 mM) 56.9 
EDTA (50 mM) 57.9 
FeCl3 (10 mM) 30.4 

CuSO4 (10 mM) 27 
CdCl2 (50 mM) 16.5 

*Desvios inferiores a 5% 

 

4.4 Produtos da hidrólise 

A análise do padrão de hidrólise de celohexaose (seis moléculas de glicose 

unidas por ligação do tipo  1-4) marcada com APTS foram analisados por 

eletroforese capitar. ATEG_09894 liberou majoritariamente celotetraose (tetrâmero) e 

celobiose (dímero) (Figura 24).  

Observamos a hidrólise incompleta do substrato (15 minutos) (Figura 24 B) e 

completa (30 e 60 minutos) (Figura 24 C e D). A predominante liberação de 
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celobiose sugere que a enzima hidrolise preferencialmente o quarto resíduo a partir 

da extremidade não redutora da molécula de celohexaose. 

 

 

 

Figura 24. Produtos de hidrólise por ATEG_09894. (A) Eletroforese capilar de 

oligossacarídeo (G6) marcado com APTS (8-aminopireno-1,3,6-ácido trisulfonico); A 

– Celohexaose marcada com APTS (substrato); B – Celohexaose marcada com 

APTS após exposição por 15 minutos (hidrólise parcial) na presença de 

ATEG_09894; C – Celohexaose marcada com APTS após exposição por 30 minutos 

(hidrólise completa) na presença de ATEG_09894; D – Celohexaose marcada com 

APTS após exposição por 1 hora (hidrólise completa) na presença de ATEG_09894 

e E – Eletroferograma controle de tamanhos definindos: G1, glicose; G2, celobiose; 

G3, celotriose; G4, celotetraose; G5, celopentaose; G6, celohexaose; G7, 

celoheptaose; G8, celoctaose; G9 celoenaose e G10, celodecaose. 
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 Esse padrão de hidrólise difere de algumas GH12 já caracterizadas, a 

endoglucanase Cel12A de T. reesei (Grishutin et al., 2006), C. lucknowense Cel12A 

(Bukhtojarov et al., 2004) e S. atra Cel12A (Picart et al., 2012) mostram glicose e 

celobiose entre os produtos da hidrolise. Já a liquenase de Bacillus subtilis libera 

trissacarídeos e tetrassacarídeos como produtos da hidrólise de uma mistura de 

glucanos (Grishutin et al., 2006), que é um perfil de produtos de liquenases 

autênticas.   

Esses dados ressaltam a importância da caracterização de enzimas em busca 

de suas peculiaridades e nos ajudam a compreender como ocorre o posicionamento 

do substrato no sítio ativo da enzima, sendo de suma importância para obtenção de 

dados confiáveis na caracterização in silico.  

  

4.5 Determinação do envelope molecular de ATEG_09894 

A coleta de dados de SAXS foi realizada na linha de luz D11A-SAXS1 no 

Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS). O comprimento de onda utilizado em 

todos os experimentos foi = 1, 488Å. O tratamento dos dados bidimensionais e 

integração das contagens sobre a região detectada para obtenção de uma curva de 

espalhamento unidimensional foi realizada utilizando o programa FIT2D 

(Hammersley, copyright 1987 – 2005). O tratamento dos dados foi realizado no 

programa PRIMUS (Konarev et al., 2003). O cálculo da função p(r) para todas as 

curvas de intensidade de espalhamento foram obtidas utilizando o programa GNOM 

(Svergun, 1992). Esse programa realiza uma transformada de Fourier dos dados 

experimentais de espalhamento e fornece a função p(r) a partir de um ajuste da 

curva de espalhamento. Ele também fornece o valor do raio de giro (Rg) e o valor da 

máxima dimensão da partícula. 
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A curva experimental de SAXS e a distribuição p(r) de ATEG_09894 são 

exibidos na figura 25 A. O valor Rg obtidos a partir da função p(r) é de 1,85 + 0,01 

nm.  O modelo de baixa resolução ATEG_09894 obtido por cálculos ab initio mostrou 

uma forma globular (Figura 25 B).   

Um modelo da estrutura tridimensional de ATEG_09894 foi construído. Para a 

construção do modelo foi utilizado o programa MODELLER (Sali e Blundell, 1993), 

este programa é utilizado para a modelagem por homologia a estruturas 

tridimensionais de proteínas. O programa automaticamente constrói um modelo 

baseado na análise de um alinhamento de sequências entre a proteína para a qual 

se deseja construir o modelo e uma proteína relacionada cuja estrutura 

tridimensional já foi resolvida. A qualidade do modelo pode ser avaliada, por 

exemplo, através de gráficos e tabelas que analisam restrições químicas e físicas de 

cada átomo constituinte do modelo. 

A estrutura da endoglucanase GH12 de A. niger foi utilizada como molde para 

construção da estrutura de ATEG_09894. Estas estruturas possuem 64% de 

similaridade entre si.  

   A estrutura modelada foi sobreposta ao modelo de baixa resolução obtido por 

SAXS e observa-se que a proteína é monomérica em solução (Figura 25 B).  
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Figura 25. Envelope molecular de ATEG_09894. A - Curva  de  espalhamento  

experimental e teórico  de ATEG_09894 utilizando  o  programa  GNOM  e  

distribuição  de  p(r)  de ATEG_09894.  B - Monômero de ATEG_09894 ajustado ao 

envelope de SAXS. 

  

Esses resultados indicam que diferentemente da XegA de Aspergillus niveus, 

a oligomerização não influencia na atividade enzimática. Em XegA, em temperaturas 

ambientes, a proteína é dimérica e não apresenta atividade (Damásio et al., 2012). O 

dímero provavelmente obstrui a cavidade do sítio ativo. Na temperatura ótima, essa 

enzima é monomérica e ativa (Damásio et al., 2012). No nosso caso, o estado 

oligomérico não parece ter influência na atividade enzimática, as diferenças na 

atividade são provavelmente provenientes de alterações locais do sítio ativo. 

A análise da superfície eletrostática mostra que a superfície da molécula é 

negativamente carregada indicando porque a enzima tende a ser monomérica. 
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Como não há complementariedade de carga da superfície, com regiões positivas e 

negativas, a interação entre moléculas não é favorável (Figura 26).  

 

Figura 26. Análise da superfície eletrostática de ATEG_09894. 4 faces da proteína 

rotacionadas por 90º.  

 

4.6  Determinantes da seletividade de ATEG_09894 

O alinhamento da sequencia de ATEG_09894 com endoglucanases e 

xiloglucanases de Aspergillus sp mostra alguns resíduos que são exclusivos de 

acordo com a atividade enzimática (Figura 27). Procedeu-se com o docking de 

celohexaose e um oligossacarídeo de xiloglucano para avaliar a importância desses 

resíduos exclusivos na especificidade enzimática.  
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A docking da celohexaose na estrutura de ATEG_09894 mostra que para que 

o quarto resíduo a partir da extremidade não redutora da molécula de celohexaose 

seja hidrolisado, como observado nos ensaios de hidrolise, os seguintes resíduos 

são determinantes para promover a atividade enzimática e o posicionamento do 

ligante: N35, W37, A43, V73, Y76, D114, F116, V124, T125, E131, M133, W135, V142, A143, I145, 

G146, W162, Q211, E215 (Figura 28A-B). 

Quando o xiloglucano é posicionado no sítio ativo de GH12 o resíduo R109 

colide com o substrato (Figura 28C). Essa colisão impede que o xiloglucano se 

aloque corretamente para sofrer a catálise pelos resíduos E131 e E215 (Figura 28C). 

Em xiloglucanases, observa-se uma valina nessa posição que não se choca com o 

substrato (Figura 27, 28C). Os ensaios de atividade contra xiloglucanos mostrou que 

ATEG_09894 é capaz de hidrolisar esse substrato em uma taxa 50% menor que β-

glucanos. A análise estrutural sugere que é necessário um deslocamento do loop 

140-156 para a hidrólise desse substrato.  

O alinhamento de sequência (Figura 27) mostra duas regiões: deleção YSG e 

inserção STT que parecem estar associadas com a atividade de xiloglucanases 

(Master, 2008). Analisando essas regiões em nosso modelo, verifica-se que a 

deleção YSG situa-se na entrada do sítio catalítico e que a região correspondente à 

inserção SST presente em XEGs localiza-se no loop 140-156 de ATEG_09894. Uma 

vez que XEGs possuem uma inserção SST, as endoglucanases GH12 que possuem 

atividade tanto em β-glucanos quanto em xiloglucanos podem na movimentação 

desse loop mimetizar as interações realizadas pela inserção.  

Esse dado indica a importância do loop 140-156 na especificidade ao 

substrato. No entanto, são necessários estudos de mutação sítio dirigida para 

confirmação dos indícios gerados pelos dados in silico. 
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Figura 27. Alinhamento de sequencias de aminoácidos de ATEG_09894, endoglucanase de A. clavatus (XP_001273448.1);  A. 

fumegatus (XP_748895.1), A. kawachi (AF435072_1), A. niger (CAA11964.1) e XEG de A. niger (XP_001388766.1); A. aculeatus  

(pdb id: 3vl8) e A. kawachi (GAA88716.1). Flechas indicam resíduos únicos em xiloglucanases ou endoglucanases. Caixa 

vermelha indica R109. Caixa verde mostra deleção no loop 1Caixa azul mostra inserção SST no loop 2, conservada em 

xiloglucanases.
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Figura 28. Docking de substratos em ATEG_09894. Docking de celohexaose 

(carbono-α azul) (A) e xiloglucose (carbono-α em amarelo) (C) em ATEG_09894 

(cinza). Resíduos catalíticos E215 e E131; R109 (numeração de ATEG_09894) que 

colide com xiloglucano, loop 140-156 (verde), região correspondente à deleção 

SST(roxo) e inserção YSG (vermelho) estão evidenciados. B- Plotagem dos resíduos 

de ATEG_09894 que interagem com celohexaose.  

 

Além disso, comparando a estrutura de ATEG_09894 com a GH12 de Bacillus 

lichniformis (BlGH12; PDBid: 2JEN) é possível verificar que a BlGH12 possui um 

loop que abraça o sítio ativo tornando sua área 35% menor que em ATEG_09894 

(Figura 29). Nesse loop está presente o resíduo W146 (numeração de BlGH12) que 

estabiliza a extremidade do xiloglucano (Figura 29). Esse loop não é conservado em 

XEGs de Aspergillus sp e portanto não influi na capacidade de reconhecimento de 

XEGs ao substrato mas pode estar relacionado com uma maior atividade enzimática.  
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Figura 29. Sobreposição de ATEG_09894 e BlGH12. Xiloglucano (carbono-α 

amarelo). Loop de BlGH12 em azul com W146 evidenciando. Loop de ATEG_09894 

em verde. 
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5 CONCLUSÕES 

 
 Um gene correspondendo a uma endoglucanase GH12 foi ligada a sistema 

para expressão em A. nidulans. O teste de expressão mostrou que o gene foi 

expressa satisfatoriamente. ATEG_09894 foi expressa em larga escala, e sua 

identidade confirmada por espectrometria de massas.  Esta enzima mostrou-

se bastante responsiva em ambiente ácido, tendo pH ótimo igual a 5.0. A 

temperatura ótima de atividade detectada foi de 55ºC. ATEG_09894 

apresenta alta atividade com xiloglucano e β-glucanos, com preferência por 

este último. O padrão de hidrólise mostrou que ATEG_09894 liberou 

majoritariamente celotetraose (tetrâmero) e celobiose (dímero). Compostos 

ativadores e supressores de sua atividade foram identificados. 

 A caracterização estrutural mostrou que ATEG_09894 foi expressa 

funcionalmente enovelada e mostra-se estável até 60oC, apresentando TM de 

55oC.  Resultados de SAXS e gel filtração indicam que a proteína é 

monomérica em solução e o modelo de sua estrutura tridimensional indica 

que a superfície eletrostática da molécula contribui para um monômero 

estável. 

 Análise de sequências mostrou resíduos conservados em endoglucanases e 

ausentes em xiloglucanases, sugerindo determinantes para seletividade de 

substrato. Análises de docking molecular indicaram os resíduos determinantes 

para promover a atividade enzimática e o posicionamento de celohexaose no 

sítio ativo de ATEG_09894; além de sugerir o deslocamento do loop 140-156 

para a hidrólise do xiloglucano. 
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