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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.
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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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2. REVISAO DA LITERATURA

Residuos naturais

Todos os anos, as industrias que processam qualquer tipo de biomassa geram
residuos com caracteristicas especificas, variando em volume, estado fisico e
composi¢do. Mesmo sendo residuos, esses materiais ainda sédo biodegradaveis, no
entanto, geralmente precisam ser tratados antes do descarte final ou poderao
ocasionar problemas ambientais de contaminacdo provenientes da pratica de
manejo dos residuos, como queima a céu aberto, abandono ou aterro. A
biotecnologia e o bioprocessamento fornecem alternativas para o uso de residuos
naturais como matéria prima para novos processos, através da bioconversédo de
suas moléculas, que sdo uma rica fonte de energia, carbono e nutrientes para
obtencao de novos produtos (WOICIECHOWSKI et al., 2020).

Esses residuos sao formados principalmente por trés componentes: celulose,
hemicelulose e lignina (BADHAN et al., 2007).

A celulose (Figura 1), que € o principal componente da parede celular da fibra
vegetal, € formada por unidades de glicose unidas entre si por ligacfes glicosidicas
do tipo B (1—4). As ligagbes glicosidicas sao formadas pela eliminacdo de uma
molécula de agua, envolvendo os grupos hidroxilicos dos carbonos 1 e 4 de duas
glicoses adjacentes. O dissacarideo formado recebe o nome de celobiose, e é
considerado a unidade estrutural basica da celulose (LORENCINE, 2013).
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Figura 1. Representagdo esquematica da estrutura molecular da celulose.

Adaptado de NASCIMENTO, 2017.

As cadeias de celulose podem estabelecer interacdes de hidrogénio, tanto
intra quanto intermoleculares, que fazem com que as cadeias de celulose sejam
agregadas na forma de microfibrilas, na qual regibes altamente ordenadas
(cristalinas) se alternam com regides menos ordenadas (amorfas), considera-se que
essas areas amorfas sejam formadas pela presenca de moléculas de agua que
evitam a cristalizacdo da celulose. Ao passo que, as interacdes de hidrogénio, inter
e intramoleculares sdo responsaveis pela manutencdo das regides cristalinas,

tornando a celulose resistente a hidrolise acida ou alcalina (JUHASZ et al., 2005).

Enzimas celuloliticas

As enzimas celuloliticas pertencem ao grupo de hidrolases que atuam nas
ligacbes O-glicosidicas. Pela classificacdo da Enzyme Comission (EC), a
codificacdo das celulases é 3.2.1.x: os trés primeiros digitos indicam a sua atuacéo
nas ligacdes O-glicosidicas e o ultimo numero varia de acordo com 0 mecanismo de
atuacdo do grupo de celulases em questdo. Essas enzimas sao capazes de

degradar materiais lignocelulésicos promovendo sua hidrélise, e podem ser geradas
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por microrganismos que as liberam sobre a celulose reduzindo-a em acgucares para
obtencao de fonte de energia (SINGH et al., 2018; HENRISSAT, 1991).

7

A celulose € uma macromolécula natural e o biopolimero mais abundante
encontrado na natureza, formada por mondémeros de D-glicopiranose unidos por
ligagbes B-1,4 que geram as microfibras cristalinas (KLEMM et al., 2005) e pode ser
hidrolisado, utilizando microrganismos, a aclUcares solUveis como a glicose ou
celobiose (LI et al., 2018). Existe uma variedade de microrganismos com a
capacidade de sintetizar pelo menos uma das enzimas celuloliticas e, dentre eles os
Actinomicetes, Actinosynnema mirum, Nocardiopsis, Thermobifida fusca foram
reportados como microrganismos celuloliticos (ANDERSON et al.,, 2012). Essa
capacidade para decompor a biomassa gerando assim produtos de interesse
industrial, evidencia as celulases como um dos componentes dos sistemas
enzimaticos mais amplamente estudado (BHAT, 2000; CRUCELLO et al., 2015).

A degradacéo da celulose por microrganismos envolve a atividade sinérgica de
trés enzimas celuloliticas: endo-B-1,4-glucanase (Enzyme Comission, EC 3.2.1.4),
exo-B-1,4-celobiohidrolase ou exoglucanase (EC 3.2.1.91) e B-glicosidase (EC

3.2.1.21) conforme apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica da acéo catalitica do complexo celulolitico Adaptado

de (BARBOSA, 2019).

As celulases sdo o terceiro grupo de enzima mais utilizadas em escala
industrial, possuem potencial para aplicacdo no processamento de algoddo, nas
industrias de papel, farmacéutica, de alimentacdo animal e alimentacdo de modo
geral, na producdo de detergentes e industria téxtil, além de serem utilizadas na
producdo de etanol a partir da biomassa (SIQUEIRA et al., 2020). Porém, a
producdo dessas enzimas tem um custo elevado, que dificulta sua utilizacdo em
diferentes processos. Por esse motivo, existe uma crescente demanda por
microrganismos que sejam capazes de produzi-las utilizando técnicas
economicamente mais viaveis. Além da busca pela producdo de enzimas estaveis
gue possibilitem sua aplicacdo em processos sobre uma ampla faixa de pH e
temperatura, facilitando os processos industriais para que sejam mais eficientes e

econdmicos (BAJAJ; MAHAJAN, 2019).
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As enzimas endoglucanases (EnG) ou endo-1,4-3-D-glucanases (EC 3.2.1.4)
catalisam, de forma aleatdria, a hidrolise de liga¢des glicosidicas 3-1,4 no interior da
cadeia de celulose diminuindo o comprimento da cadeia gerando novos terminais,
sendo um redutor e um néo redutor, tendo como produto final celo-oligossacarideos
e celobiose. As exoglucanases (ExG) ou exo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.91)
atuam nos terminais da cadeia de celulose, liberando glicose e principalmente,
celobiose. Entre as mais eficientes exoglucanases estdo as celobiohidrolases
(CBHs), com nome sistematico [-1,4-D-glucana-celobiohidrolase. Elas agem
essencialmente nos processos de decomposicdo, sendo divididas em:
celobiohidrolase tipo | (EC 3.2.1.176) (CBH 1), que cliva as regibes terminais
redutoras; e a do tipo Il (EC 3.2.1.4) (CBH II), que cliva as regifes terminais nao
redutoras (BARBOSA, 2019). Outra importante exoglucanase € a exoglicohidrolase
(EC 3.2.1.74), com nome sistematico (B-1,4-D-glicana-glicobiohidrolase (GH), essa
enzima atua sobre os terminais, atuando de forma sequencial, degradando a fibra
celulésica e liberando glicose. Tanto as celobiohidrolases quanto as
exoglicohidrolases sofrem inibicdo pelo produto da hidrélise (celobiose e glicose,
respectivamente) (MENEZES; BARRETO, 2015).

O terceiro grupo das celulases sdo as B-glicosidases (BG) que catalisam a
formacao de residuos de D-glicose a partir dos celobioligossacarideos (residuos de
celodextrina e celobiose) (BEGUIN; AUBERT, 1994; ARISTIDOU; PENTTILA,
2000;SILVA, 2016).

As enzimas do complexo celulolitico, quando atuam conjuntamente,
apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos quando atuam
isoladamente umas das outras (LYND et al., 2003), tal efeito é conhecido como
sinergia. Sao conhecidas pelo menos trés formas de sinergia entre as celulases:
Sinergia EnG-ExG, atuando nas regides amorfas da fibra, disponibiliza terminais
redutores e ndo redutores para atuacdo de CBH | e CBH II, respectivamente;
sinergia EXG-ExG, CBH | e CBH Il tem acao simultanea na hidrélise dos terminais
redutores e nao redutores liberados por acdo da EnG; sinergia ExG-BG e EnG-BG,
como seus produtos de hidrolise, EXG e EnG liberam celobiose e oligossacarideos,
respectivamente, que sao substratos para a BG (CASTRO; PEREIRA, 2010).



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Compus de Arovogiroro

30

Existem alguns fatores relacionados com as enzimas celuloliticas que
influenciam a hidrélise da celulose, dentre estes, destacam-se: os tipos de enzimas
presentes no preparado enzimatico empregado e acdo sinérgica entre elas
(endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase), concentragcédo das enzimas, acesso
das enzimas ao substrato, inativacdo das enzimas por processos mecanicos,
térmicos ou quimicos e inibicdo pelo produto final também afetam a eficiéncia e o
rendimento da hidrélise enzimatica (ANDERSEN, 2007).

Para realizar a quantificacdo da atividade enziméatica dos diferentes grupos do
complexo celulolitico existem diferentes substratos comerciais para cada ensaio de
atividade (GHOSE, 1987; ADNEY; BAKER, 2008). Os mais utilizados s&o:

Carboximetilcelulose (CMC) que é um derivado da celulose com suficiente
guantidade de substituicdo de grupos carboximetilicos para facilitar sua solubilidade
em agua (MARTINS, 2005). Esse substrato é recomendado para medir a atividade
endoglucanasica; celobiose é utilizado para medir a atividade da B-glicosidase e o
papel de filtro que apresenta fibras de celulose complexas, insoltvel é utilizado para
a atividade celulolitica total do complexo enzimatico, chamada FPAse.

(Zhang; Lynd, 2004) recomendam celulose microcristalina, Avicel, para

determinar a atividade exoglucanasica.

Aplicacédo das enzimas celuloliticas

A producéao de celulases em escala industrial teve seu inicio na década de 80,
sendo aplicada como aditivo para racdo animal e como insumo para a industria de
alimentos. Posteriormente, foram utilizadas nas indastrias téxtil, nas industrias de
polpa e papel e em lavanderias (CASTRO; PEREIRA, 2010;COELHO, et al., 2008).

Desde 1997, Bhat; Bhat mencionavam que as celulases possuem grande
importancia econdémica, podendo ser aplicadas em uma variedade de atividades
industriais. Desde a década passada, a celulase é a terceira enzima mais utilizada
na industria em varios processos. Estas enzimas sdo utilizadas, por exemplo, na
indUstria téxtil, no processo de “stonewashing” de tecidos “jeans” para amolecer as
fibras e obter uma aparéncia desbotada e desgastada. Na industria farmacéutica,

sao utilizadas em preparacdes digestivas para a hidrolise rapida de celulose e para
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para diminuir a viscosidade de sucos de frutas, na industria de bebidas melhorando
a qualidade e a produtividade nos processos de fermentacdo na obtencdo de
cerveja, durante o processo de vinificagdo, auxiliando na extragdo de antocianinas e
terpenos, que estdo presentes na casca da uva e S80 0S COmpostos responsaveis
pela coloracdo e aroma do vinho (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011; JAYASEKARA;
RATNAYAKE, 2019).

Na Tabela 1 podemos observar as principais aplicacbes da celulase em

diferentes

segmentos

industriais

RATNAYAKE, 2019).

(BEHERA et al,

2017;JAYASEKARA;

Tabela 1. Aplicacdes de celulase em diferentes segmentos industriais (BEHERA

et al., 2017)
Indastria Funcéo Aplicacéo
Alimentos Hidrélise de componentes da Extracdo de suco de frutas; alteracdo das

Racao animal

Cerveja e vinho

parede celular; diminuindo a
viscosidade e mantendo a
textura do suco de frutas

Pré-tratamento de silagem
agricola e racéo de graos para
hidrolise parcial de materiais
lignoceluldsicos

Hidrélise de polissacarideos

propriedades sensoriais de frutas, legumes,
Oleo de azeitonas e sopas; extracdo de
pigmentos aplicAveis como corantes
naturais de alimentos.

Melhoria da qualidade nutricional da
alimentacdo animal; ganho de peso de
frangos de corte e galinhas; diminuicdo da
colonizacdo de bactérias patogénicas no
intestino grosso.

Melhoria na maceracao da casca e extracao

da parede celular vegetal, de cor das uvas, qualidade, estabilidade e
modificacdo de  residuos clarificagdo e aroma dos vinhos.
aromaticos.
Téxteis, Atuar no tecido de algodao e Producéo de tecidos de alta qualidade;
lavanderia e rompimento das pequenas prevengao ou remogao permanente de
detergentes pontas de fibra do tecido de formacao de pelos e bolinhas. Aumenta a
algodao, soltando o corante eficiéncia na limpeza de manchas e no
apos a lavagem, prevencgdo ou cuidado de tecidos.
remocao permanente da
formagao de “pilling”,
Polpa e papel Polpacao mecanica, Aumento da resisténcia a tracdo e alta

biomodificacdo de fibras,
remocdo de revestimento de

gualidade das fibras, reducdo do consumo
de energia, melhora a drenagem das
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Converséao de material
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fabricas de papel e fabricagdo de papéis
macios como toalhas de papel e papéis
higiénicos.

Producdo de protoplastos vegetais ou
fungos, linhagens hibridas e mutantes,
fertilidade do solo, crescimento de plantas.

Producdo de proteina unicelulares ou
produtos de fermentacdo como etanol.

Preparacéo de digestina, hidrolise rapida de
celulose, degradacdo das paredes celulares

de organismos patogénicos.

Gestao de Degradacdo de residuos Reducédo da poluicdo ambiental.
residuos celulésicos.

Embora tenham uma ampla aplicacdo, o uso das celulases esta limitado
devido a perca de atividade enzimatica utilizando temperaturas elevadas nos
processos industriais.

A elevacdo de alguns graus acima da temperatura ideal gera mudancas
conformacionais afetando sua funcionalidade. Assim as caracteristicas de
estabilidade térmica da enzima sédo dados importantes para avaliar a eficiéncia em

aplicacoes biotecnoldgicas (BASHIROVA et al., 2019).

Microrganismos produtores de celulases.

Para o adequado desenvolvimento dos microrganismos, € necessaria uma
fonte de carbono, mas, para que produzam celulases é preciso que o0 substrato
tenha celulose, glicanos de ligagbes mistas incluindo as B-(1—4) e alguns
oligossacarideos. O substrato pode ser celulose cristalina, carboximetilcelulose
(CMC), celobiose, etc. ou residuos agroindustriais (bagaco e palha de cana, palha e
farelo de trigo, etc.). Tanto a celulose comercial como de residuos, tem efeito
indutor para a producéo de celulases (CASTRO et al., 2010). Também é importante
mencionar a suplementacdo do meio com nutrientes minerais como sulfato de
amonio e elementos tracos como Fe, Zn, Mn e Co, que Sd0 necessarios para o

efetivo crescimento do microrganismo produtor. Esses nutrientes minerais
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participam do metabolismo do microrganismo como cofatores enzimaticos
(MANDELS; REESE, 1957;MANDELS; WEBER, 1969).

Essas enzimas celuloliticas podem ser produzidas por uma grande variedade
de organismos, incluindo bactérias, fungos e plantas (LYND et al., 2003). Dentre as
bactérias descritas como produtoras de celulases, o género Bacillus foi o mais
estudado e descrito na literatura (VIJAYARAGHAVAN et al., 2016; ASHA;
SAKTHIVEL, 2014). Porém, os fungos sdo os mais utilizados na inddstria por sua
ampla capacidade de adaptacéo a diferentes substratos, capacidade de degradar a
celulose e utilizad-la como fonte de carbono e energia, e principalmente os fungos
flamentosos que apresentam maior relevancia biotecnologica uma vez que estéo
presentes em varios ecossistemas, possuem crescimento rapido em condi¢des
facilmente controladas e sédo capazes de produzir complexos de celulases com
todas as trés classes de enzimas necessarias para a completa hidrolise da celulose
(BHAT, 2000; SINGHANIA et al., 2010). Entre eles temos os géneros Trichoderma,
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (SANDHU et al., 2013; NATHAN et al., 2014;
HAN et al., 2017).

O género Trichoderma é considerado um bom produtor de celulases. Wang e
colaboradores (2014) utilizaram farelo de trigo com suplementacéo de celulose e
lactose para producdo de celulases via fermentacdo submersa (FS) utilizando
Trichoderma koningii D-64 e obtiveram 1300 Ul/L de atividade endoglucanase
(CMCase). Kilikian e colaboradores (2014) estudaram o Trichoderma reesei RUT C-
30 para producao de celulases via fermentacdo em estado soélido (FES) utilizando
bagaco de cana in natura juntamente com farelo de trigo como substrato e obteve
uma atividade FPAse de 2,3 Ul/g. O fungo Trichoderma harzianum, pouco estudado
para producdo das celulases, também apresentou bons resultados relatados em
outro trabalho, demonstrando que a linhagem de T. harzianum |OC-3844 é boa
produtora de celulases e apresenta potencial aplicacdo como fonte dessas enzimas;
nesse mesmo estudo, o sobrenadante da cultura obtido a partir do cultivo do micélio
induzido para a producao das celulases, apresentou niveis significativos de FPAse e
de B-glicosidase (CASTRO et al., 2010; PETERSON; NEVALAINEN, 2012).
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As principais informagdes de alguns trabalhos encontrados na literatura sobre

a producéao de celulases sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Producdo de Celulases via Fermentacdo Submersa. Modificada de

(SALOMAO, 2017)

Microrganismo

Trichoderma
koningii D-64

Trichoderma
harzianum 10C-
3844

Trichoderma
reesei QM 9414

Trichoderma
reesei QM 9414

Trichoderma
reesei QM 9414

Trichoderma
reesei QM 9414

Substrato

Farelo de trigo
1,4% (m/v),
celulose 1% e
lactose 1%.

Bagaco de cana
tratado com
acido sulfarico
3% (m/v) e
hidréxido de
sédio 4% (m/v) —
7,50/L

Avicel — 10 g/L

Bagaco de cana
in natura — 30,3
g/L

Bagaco de cana
tratado com
solucéo alcalina
a temp. ambiente
-30,3g/L

Bagaco de cana
tratado com
solucéo alcalina
a 100°C - 30,3
g/L

Condicdes de
cultivo

30°C, 120 rpm, 2
dias, in6culo 10%
(viv), pH 5,0

30°C, 200 rpm, 3
dias, in6culo 5%
(v/v) com
concentracdo de
células 3,35 g/L,
pH 5,0

300C, 400 rpm,
in6culo 1% (v/v),
68h, pH 4,8

300C, 400 rpm,
in6culo 1% (v/v),
44h, pH 4,8

300C, 400 rpm,
in6culo 1% (v/v),
44h, pH 4,8

30°C, 400 rpm, pH
4.8

Méaxima Atividade

(UIIL)

2100 FPase
1300 CMCase

6358 CMCase
450 FPase

163 FPase

90 FPase

85 FPase

Nao foi detectado
atividade.

Ref.

Wang et al.,
(2014).

Castro et al.,
(2010).

Aiello et al.,
(1996).

Aiello et al.,
(1996).

Aiello et al.,
(1996).

Aiello et al.,
(1996).
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Tabela 2 Producao de Celulases via Fermentacdo Submersa. Continuacéo
Microrganismo Substrato Condi¢gbes de Maxima Atividade Ref.
Cultivo (UIIL)
CMC 1% (m/m) e 37°C, 150 rpm,
Penicillium farelo de trigo 0,5% 8 dias, 270 FPase, Martins et
echinulatum (m/m) 10° 1530 CMCase al., (2008).
esporos/mL,
pH 4,8
30°C, 150 rpm,
Penicillium Sabugo de milho 7 dias, 4x10° 65,3 B-glicosidase Kaur &
janthinellum 5,0 % (m/v) esporos/mL, Chadha,
pH 4,0 (2015).
Bagaco de cana 30°C, 200 rpm,
Penicillium tratado com &cido 3 dias,
funiculosum sulftrico 1% (m/v) e 10° 260 FPase, Maeda,
hidréxido de sédio  esporos/mL pH 7100 CMCase (2010).
4% (m/v) — 15 g/L 5,0
38°C, 200 rpm,
Bagaco de cana in 5 dias, 107
Penicillium sp. natura — 1,6% (m/v) esporos/mL, 351 CMCase Lacerda &
pH 5,3 Pinotti,
(2015).
Bagaco de cana
tratado com acido
Penicillium sp. sulftrico 1% (v/iv) e 38°C, 200 rpm, 491 CMCase Lacerda &
hidréoxido de sédio 5 dias, 10 Pinotti,
7% (m/v) — 2,7% esporos/mL, (2015).
(m/v) pH 5,3
Bagaco de cana 38°C, 200 rpm,
tratado com 5 dias, 10’ 450 CMCase Lacerda &
Penicillium sp. peréxido de esporos/mL, Pinotti,
hidrogénio — 2,7% pH 5,3 (2015).
(m/v)
28°C, 180 rpm,
Penicillium Avicel — 10 g/L 8 dias 10° 700 FPase, Saini et
oxalicum Farelo de trigo — 25 esporos/mL, 8170 CMCase al., (2015).
g/L pH 5,0
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Microrganismos de ambiente marinho produtores de celulases

O ambiente marinho se caracteriza por ser um nicho ainda pouco explorado,
sendo uma alternativa promissora na pesquisa de novos microrganismos. Este
ambiente apresenta algumas caracteristicas que o difere significativamente do
ambiente terrestre, tais com salinidade, concentracdo de metais, exposicdo a
periodos de incidéncia solar continua, variacdo de temperatura, altas pressoes,
todas essas caracteristicas reunidas favorecem a producdo de metabdlitos
estruturalmente diferenciados (FELICIO, OLIVEIRA e DEBONSI, 2012).

Quando se trata de microrganismos marinhos o nimero de espécies utilizadas
€ inferior, uma vez que a maior parte dos microrganismos estudados sao isolados
de ambientes terrestres (RICHARDS et al., 2012). Porém na atualidade, os
microrganismos marinhos ou associados a algas marinhas estdo tendo um papel
importante na producdo de enzimas devido a alta tolerancia de suas estruturas a
condi¢cBes extremas como concentracdo de sal (1,7 M), temperatura (80-108°C) e
altas pressdes (60 MPa) (MARHUENDA-EGEA; BONETE, 2002; SINGH et al.,
2013).

Celulases isoladas de fungos marinhos tém um alto potencial de sacarificacéo
sobre as celulases bacterianas, como mostrado no estudo de Trivedi et al.(2015),
gue obteve celulase derivada de fermentacdo em estado solido (FES) do fungo
marinho Cladosporium sphaerospermum usando alga verde Ulva fasciata como
substrato.

Devido ao fungo Trichoderma lixii ser pouco estudado como produtor das
celulases, foi 0 motivo de realizar o presente trabalho.

A tabela 3 resume varias celulases estudadas a partir de fontes microbianas

marinhas.
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ambiente marinho

(TRIVEDI; REDDY; LALI, 2016).

Microrganismo
Gracilibacillus sp. SK1
Aureobasidium
pullulans 98
Bacillus cereus

JD0404

Cladosporium
sphaerospermum

Brachybacterium,
Brevibacterium,
Halomonas, Kokuria,
Micrococcus,
Nocardiopsis,
Pseudomonas, and
Streptomyces (genera)
Aspergillus ZJUBE-1
Bacillus flexus
Bacillus aquimaris

Aspergillus terreus
Mucor plumbeus

Aspergillus niger

Chaetomium sp.

* SSF fermentacdo em estado sélido

Isolado de
Lago salgado

Salméao do mar

Sedimentos de
manguezais

Ulva de algas
marinhas

Alga Eucheuma
Cottonii

Solo de mar
Ulva de algas
marinhas
deterioradas
Ulva de algas
marinhas
deterioradas

Agua marinha

Mar de China

Folhas dos
manguezais

pHe Caracteristicas Ref.
temperatura
8 e 60°C Estavel em meio Yu and Li (2015)
alcalino
Potencial CMCase Yanjun, Liang,
5,6 e 40°C Zhenming,
and Xianghong
(2015)
Capaz de degradar Chantarasiri (2015)
7 e 50°C residuos
agroindustriais
Trivedi, Reddy,
4 e 25°C SSF Radulovich, and
Jha (2015)
Santhi, Bhagat,
Saranya,
Govindarajan, and
Degradacéo da Jebakumar (2014)
4,8 e 50°C biomassa
lignoceluldsica
Liu, Xue, He, & Yao
4-5 e 65°C SSF (2012)
Trivedi et al.
10 e 45°C Alcalino (2011a)
Solvente organico Trivedi et al.
11 e 45°C estavel (2011b)
Producéo de Padmavathi,
7e37°C celulases através Agarwal, and
de agro residuos Nandy (2012)
Producéo de Xue, Chen, Lin,
celulase usando Guan, and
6 e 28°C E.crassipes, farelo Yao (2012)
de trigo cru, palha
de arroz crua
Producéo de Ravindran,
9,7 e 50°C celulase usando Naveenan, and
residuos agricolas Varatharajan
e industriais (2010)
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Metodologias usadas para a producao de celulases

A produgdo de enzimas por microrganismos, utilizando processos
fermentativos, constitui um dos métodos empregados mais antigos. Na industria,
sua producéo é dividida em trés etapas: tratamentos iniciais (processos “upstream”)
para poder colocar o sistema em condi¢gbes adequadas para 0 processo de cultivo;
a fermentacédo e os tratamentos finais (processos “downstream”) onde se realiza a
separacdo e purificacdo dos produtos e subprodutos obtidos (BORZANI, et al.,
2001).

Para a producdo das enzimas ha dois processos fermentativos mais utilizados,
a fermentacéo em estado solido (FES) que consiste no crescimento e na formacao
do produto em particulas solidas na auséncia (ou quase auséncia) de agua,
contudo, o substrato contém a umidade necessaria ao metabolismo microbiano, e a
fermentacdo submersa (FS), que se da pelo crescimento do microrganismo como
suspensao em meio liquido, contendo nutrientes sollveis ou com excesso de agua
(NIYONZIMA et al., 2015;0RLANDELLI et al., 2017).

A FS é um processo grandemente empregado na producdo de enzimas
(MORE et al.,, 2018) devido a facilidade de os microrganismos crescerem em
condi¢cdes controladas de pH, temperatura e possibilitar a secrecdo extracelular de
enzimas industriais em quantidades importantes no meio de producdo. E a técnica
mais viavel em escala industrial pelo rapido processo de fermentacdo e maior
facilidade no aumento de escala. Mais de 75% das enzimas industriais s&o
produzidas por FS (NIYONZIMA, 2015). Esse método proporciona uma melhor
transferéncia de calor, permite que o0 microrganismo permane¢a submerso e
uniformemente distribuido, favorecendo assim a absorcdo de nutrientes (GMOSER
et al., 2019).

A maioria das celulases comerciais sdo produzidas pelos géneros Trichoderma
e Aspergillus em processos de fermentacdo submersa. O cultivo submerso é um
processo onde a formacao do produto e o crescimento celular séo influenciados por
alguns parametros operacionais como: temperatura, pH, composicdo do meio de

cultura, forcas de cisalhamento, morfologia do fungo, natureza e concentracdo do
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substrato, presenca de indutores, disponibilidade de nutrientes, quantidade de
oxigénio dissolvido, etc. A producdo em larga escala de enzimas celuloliticas requer
0 adequado conhecimento desses parametros (SINGHANIA et al., 2010).

O acompanhamento do cultivo permite que alteragdes na composi¢cao do meio
e nas condi¢cdes de cultivo sejam efetuadas a cada novo cultivo, melhorando o
entendimento sobre o fungo estudado e otimizando a obtencdo de produtos de
interesse, sem 0 aumento excessivo nos custos de producéo. Esses cultivos podem
ser realizados em frascos pequenos agitados, ou em biorreatores que utilizam
sistemas de mistura por agitadores mecanicos internos, dentro de um recipiente
cilindrico fechado de aco inoxidavel contendo um eixo interno com pas para
agitacao, realizando o controle do cultivo através de dispositivos acoplados ao
recipiente principal. Os estudos em frascos pequenos ajudam na avaliacdo das
melhores condi¢cdes de cultivo para que 0 processo possa ser escalonado,
diminuindo o risco de falha no processo no nivel industrial (ABDULLAH et al., 2013).

Os processos fermentativos em FES e FS realizados em biorreatores, que sao
equipamentos fechados, sdo utilizados tanto em escala de pesquisa como em
escala industrial, com diferenca em relacdo ao tamanho dos equipamentos
utilizados, sdo comumente chamados de fermentadores. Na induUstria sua principal
funcdo € o cultivo de microrganismos para obtencdo de diversos produtos como
enzimas, alcoois, acidos organicos, antibioticos, horménios de plantas, alcaloides,
entre outros (KAVANAGH, 2011).

Os biorreatores sdo equipamentos automatizados, com sistemas de controle
das variaveis do processo, para acompanhar e otimizar os cultivos. Os biorreatores
normalmente sdo construidos em aco inoxidavel, com conexdes para acoplamento
de sensores, valvulas e sdo esterilizaveis. O controle do processo passa pela
capacidade de acompanhamento das varidveis, seja por meio de sensores
acoplados ou pela retirada de amostras (ROSSI, FURIGO e OLIVEIRA, 2007). Esse
acompanhamento permite a alteracdo das condicbes de cultivo, melhorando o

desempenho do processo.
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Influéncia do pH e da temperatura na producao de celulases

O crescimento do fungo altera o pH do meio, seja pela producdo de &cidos
organicos ou pela absorcdo da fonte de nitrogénio e liberacdo de ions H*, apenas
em biorreatores o pH pode ser automaticamente mantido constante durante o
crescimento do fungo. Geralmente os fungos filamentosos apresentam uma
diminuicdo no valor de pH no meio de cultivo durante seu crescimento em
substratos que contem carboidratos, e apos esgotada a fonte de carbono, se
observa um aumento nos valores de pH (BAILEY; TAHTIHARJU, 2003).

O pH ideal para a producdo de celulases fungicas varia dependendo da
espécie, sendo os valores 6timos entre 3,0 — 6,0 (GARG; NEELAKANTAN, 1982;
NIRANJANE et al., 2007).

Juhasz et al. (2004), testaram diferentes controles de pH em cultivos com T.
reesei RUT-C30 e observaram que no cultivo na condi¢do controlada a pH 5,0, o
crescimento do fungo foi mais rapido quando comparado com condi¢cdes no meio
guando o pH abaixava a 3,5 e depois retornava a pH 5,0.

Os autores sugeriram que a condicdo acida influenciou a producdo das
enzimas. No mesmo trabalho, foram testadas as condi¢cdes com pH 6,0 e nenhuma
atividade superior foi encontrada.

Ahmed et al. (2009) ao estudarem valores de pH entre 4,0 e 7,0, na producao
de celulases por T. harzianum, obtiveram uma maior producédo de endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidases utilizando um pH de 5,5.

Outro fator importante no cultivo fungico para a producdo das celulases é a
temperatura que afeta os parametros de crescimento como o tempo de adaptacdo
(fase lag), a taxa especifica de crescimento e o rendimento total, influenciando tanto
no metabolismo primario quanto secundario (CARLILE, M. J.; WATKINSON, 1997).

Ahmed et al. (2009) estudaram diferentes temperaturas (entre 22 e 34°C) na
producédo de celulases pelo fungo T. harzianum e observaram que na temperatura
de 28°C se obteve uma maior producdo de endoglucanases, exoglucanases e B-

glicosidases em 120 horas de cultivo.
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Podemos observar a importancia de obter celulases que sejam altamente
especificas e estaveis devido que as enzimas celuloliticas usadas nas industrias
requerem maior atividade e estabilidade, em comparagédo com o habitat terrestre, 0s
microrganismos de ambiente marinho experimentam condi¢cdes variaveis, e
portanto, poderiam representar uma nova fonte de celulases com maior potencial

catalitico (DALMASO et. al., 2015).

Producédo de enzimas por engenharia genética

A tecnologia de DNA Recombinante conhecida como engenharia genética,
tém sido amplamente utilizadas na producdo de enzimas industriais (BILAL, M.,
IQBAL, 2019). Essa técnica aplicada na Biotecnologia moderna, coloca os genes
em funcionamento para a producdo de proteinas recombinantes e de outros
compostos necessarios aos diversos processos industriais (BILAL, M., IQBAL,
2019). Os avancos nesta area permitiram a clonagem de diversos genes de
interesse e a manipulacdo de diferentes células (em especial as bacterianas),
permitindo maior producdo da enzima de interesse (ZIMMER, 2009; KHAN et al.,
2017).
A engenharia genética permite o melhoramento genético de espécies animais
e vegetais com grande potencial biotecnoldgico através da clonagem molecular de
genes, a qual consiste no isolamento de sequéncias de DNA especificas,
recombinacao in vitro e a propagacao dessas moléculas (ASTOLFI FILHO; NUVES-
SILVA; BIGI, 2014). A clonagem molecular compreende pelos menos duas etapas
basicas: (1) o fragmento do DNA contendo o gene de interesse (inserto) € ligado a
outra molécula de DNA chamado de vetor para produzir uma molécula de DNA
recombinante; (2) A molécula do DNA recombinante é introduzida em uma célula
hospedeira compativel por um processo chamado transformacdo genética. No
interior da célula hospedeira o vetor se multiplica, produzindo copias idénticas. A
célula que adquiriu a molécula do DNA exdgeno é chamada de recombinante
(ASTOLFI FILHO; NUVES-SILVA; BIGI, 2014). De acordo com ZIMMER, (2009) as
enzimas recombinantes obtidas a partir de técnicas moleculares, produzidas com

alto nivel de expresséo, reduzem a necessidade de passos de purificagéo.
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Mecanismos de regulacdo dos genes da celulase e hemicelulase tém sido
estudados em fungos filamentosos, principalmente em Aspergillus (NOGUCHI et al.,
2009) e Trichoderma (STRICKER et al.,2008). A producdo dessas enzimas
extracelulares € um processo que consome energia, portanto, as enzimas sao
produzidas apenas em condi¢cbes nas quais o fungo precisa usar compostos
lignoceluliticos como fonte de energia e carbono.

Dos fungos pertecentes ao género Trichoderma, o complexo celulolitico de T.
reesei € uma das mais estudadas (KUBICEK, 2013), é capaz de iniciar
eficientemente a expressao do gene da celulase em resposta a celulose insoluvel e,
portanto, tem sido aplicado na producdo industrial de celulase. Também foi
estabelecido como um excelente sistema modelo para a investigacdo dos
mecanismos subjacentes a expressdo génica induzida (SCHMOLL, 2018). A
caracterizacdo sistematica dos fatores transcricionais envolvidos certamente
contribuiria para o entendimento de toda a rede regulatéria que controla a
expressao génica da celulase.

As enzimas identificadas e caracterizadas como responsaveis pela atividade
celulolitica de T. reesei incluem cinco endoglucanases -EGI/Cel7B, EGII/Cel5A,
EGIII/Cel12A (OKADA et al.,, 1998), EGIV/Cel61A (SALOHEIMO, Markku et al.,
1997) e EGV/Cel45A (SALOHEIMO, Anu et al., 1994) e duas exoglucanases - as
celobiohidrolases CBHI/Cel7A e CBHII/Cel6A (TEERI et al., 1987). Essas enzimas
atuam sinergicamente para converter a celulose em celobiose, cuja hidrolise em
glicose envolve entdo duas p-glicosidases -BGLI/Cel3A e BGLII/CellA
(TAKASHIMA et al., 1999).

Os niveis constitutivos dessas celulases e seu papel na inducdo de celulases
foram posteriormente demonstrados por Carle-Urioste et al. Esses autores
mostraram que 0s MRNAs cbhl e egll sdo transcritos em condi¢cfes nado induzidas,
e que a inducdo com celulose resulta em aumento de pelo menos 1100 vezes de
ambos os transcritos. Os autores também mostraram que a hidrélise inicial da
celulose é a etapa limitante da inducao, conforme sugerido pela observacao de que
a adicao do sistema celulase ou de seus membros enzimaticos purificados a uma

cultura de T. reesei, na presenca de celulose , resultou na deteccdo precoce dos
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transcritos cbhl e egll. Este resultado corrobora a hipotese de que os
oligossacarideo sdo formados in vivo a partir da celulose pela atividade de uma
baixa atividade de celulase constitutiva e extracelular.

Imén et al. utilizando diferentes fontes de carbono, investigaram as
caracteristicas basicas da regulacdo da expressdo dos genes de codificacdo das
celobiohidrolases cbhl e cbh2 e endoglucanases egll, egl2 e egl5 de T. reesei, no
nivel de mRNA, mostrando que esses genes de celulase sdo expressos de forma
coordenada e os niveis de mMRNA em estado estacionario de cbhl /Cel7A sdo mais
altos. O maior nivel de inducéo foi alcancado com celulose e expressdo moderada
foi observada quando celobiose ou lactose foram usadas como fonte de carbono.

Outros autores identificaram varios fatores de transcricdo envolvidos na
regulacdo da expressao do gene da celulase em T. reesei, incluindo os reguladores
positivos XYR1 (STRICKER et al., 2008), ACE3 (HAKKINEN et al., 2014), CRZ1
(CHEN et al., 2016) e ACE2 (ARO, 2003) e os reguladores negativos CRE1
(ANTONIETO et al., 2016), ACE1 (SALOHEIMO, Anu et al., 2000) e RCE1 (CAO et
al., 2017). Esses fatores identificados pertencem a fatores de transcrigéo tipicos de
fungos que se ligam a promotores por meio de dominios de ligacdo ao DNA (CAO
et al.,, 2017). Alem disso, foi demonstrado que mudancas no estado da cromatina
ocorrem para genes de celulase dependendo das condicbes aplicadas
(repressao/inducdo) (MELLO-DE-SOUSA et al., 2015). Modificadores de cromatina
especificos, como SAGA e LAE1, também foram identificados como participantes na
modulacao da expresséo do gene da celulase (XIN et al., 2013).

Apesar desses avancos, mais pesquisas Sdo necessarias para desvendar
completamente os mecanismos moleculares de regulacdo da expressao génica de
celulases. Sua elucidacdo pode fornecer uma base para a aplicacdo controlada de
reguladores transcricionais para processos biotecnoldgicos em fungos filamentosos,

levando a producéo eficiente de bioprodutos a partir de biomassa lignoceluldsica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Determinar, otimizar e caracterizar o melhor meio de cultura para a producao

de enzimas celulases do fungo Trichoderma lixii — 5A7 derivado de ambiente
marinho e expresséo heter6loga das celulases.

3.2 Objetivos especificos
-Avaliar a produgcdo das enzimas celulolitcas na fermentagcdo submersa dos
diferentes meios de cultura.
-Avaliar a cinética da producdo das enzimas celuloliticas na condicdo de melhor
producéo.
-Avaliar o efeito de diferentes temperaturas na atividade enzimatica.
-Realizar o planejamento fatorial experimental dos componentes do melhor meio de
fermentacao utilizando o delineamento do composto central rotacional (DCCR).
-Selecionar os ensaios do DCCR com melhor producéo das celulases.
-Avaliar a atividade enzimatica do melhor ensaio para as enzimas celuloliticas em
escala de laboratorio e em biorreator.
-Extracdo do RNA total do fungo de ambiente marinho nos ensaios selecionados e
sintese do cDNA.
-Realizar a técnica de PCR para amplificar fragmentos dos genes das enzimas,

sequenciar e expressar em bactéria competente o produto gerado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1Microrganismo e Manutencao

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o fungo Trichoderma lixii - 5A7
(MF379656) derivado de ambiente marinho em associagéo ecoldgica com Ascidias.

As Ascidias foram selecionadas para estudo dentro do Projeto Regular de
Pesquisa “Investigacado do Potencial Esquistossomicida, Leishmanicida e Citotdxico
de Linhagens Fungicas Associadas a Invertebrados Marinhos Pertencentes a
Ascidiacea”.

A coleta e identificacdo da ascidia foi realizada pelo Prof. Dr. Gustavo Muniz
Dias da Universidade Federal do ABC-Centro de Ciéncias Naturais e Humanas. A
ascidia Botrylloides giganteus foi coletada em setembro de 2015 em Ilhabela-SP
(Cadastro SISGEN no A357371). A linhagem fungica foi isolada pela doutoranda
Rita Cassia Nascimento Pedroso e cedida pela Profa. Dra. Ana Helena Januario, da
Universidade de Franca (UNIFRAN). A identificacdo da linhagem Trichoderma lixii-
5A7 foi realizada por caracteristicas morfoloégicas e sequenciamento parcial da
regido ITS do rDNA pelo Prof. Dr. Marcos Anténio Soares do Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). O DNA genémico
total da linhagem foi extraido utilizando kit de extracdo e a regido ITS amplificada de
acordo com PIETRO-SOUZA et al., 2017. Os amplicons foram sequenciados em
sequenciador automatico pelo método de Sanger e as sequéncias foram
comparadas com aquelas depositadas no banco de dados GenBank utilizando o
BLASTN (NCBI)

A cepa de Trichoderma lixii — 5A7 (Apéndice A) foi cultivada pela técnica
spread plate em meio sdélido agar batata dextrose (PDA) sendo incubada por uma
semana a 30°C para produzir um numero suficiente de esporos que foram utilizados
como inoculo na fermentacdo submersa. Para obtencédo da solucdo de esporos, as
placas foram raspadas e o0s esporos colocados em tubo do tipo Falcon®
(previamente esterilizado) com &agua ultrapurificada (50 mL). Posteriormente foi
realizada uma diluicdo (1:100) da solucdo filtrada e, com ajuda da camara de

Neubauer, foi quantificado o nimero de esporos para obtencéo de 10’ esporos/mL.
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Para a manutencao da linhagem, foram realizados repiques das cepas em meio
sélido PDA a cada 15 dias e incubados a 30°C.

4.2 Producédo enzimatica
Fermentacao utilizando diferentes meios de cultura

Foram utilizados quatro meios de cultura diferentes (A, B, C e D) apresentados
na Tabela 4, baseados no trabalho de Ahamed e Vermette, (2009). Os meios foram
autoclavados a 121°C, 1 atmosfera de presséo por 15 minutos. Posteriormente, foi
realizado o inéculo (107 esporos/mL) com a linhagem de Trichoderma lixii — 5A7 que
entdo foi mantido por um periodo de sete dias na incubadora rotativa a 30°C e 120
rpm.
Tabela 4. Composicdo dos meios de cultura utilizados para producdo das enzimas

celuloliticas pelo fungo Trichoderma lixii 5A7.

Componentes Meio A Meio B Meio C Meio D
Celulose (g/L) 10,0 - 7,5 -
Extrato de Levedura (g/L) 10,0 - 0,3 -
Glicose (g/L) 10,0 10,0 - 10,0
(NH4)2S04 (g/L) 1,4 1,4 1,4 -
KH,PO4 (g/L) 2,0 2,0 2,0 4,0
CaCl,.2H,0 (g/L) 0,4 0,5 0,3 -
MgSO,.7H,0 (g/L) 0,3 0,3 0,3 -
FeS0,4.7H,0 (mg/L) 5,0 50 5,0 -
CoCl,.6H,0 (mg/L) 3,7 - 20,0 -
MnSo04.H,0 (mg/L) 1,6 1,6 1,6 -
ZnS0,4.7H,0 (mg/L) 1,4 1,4 1.4 -
Corn Steep Solids (g/L) - 51 - -
Peptona (g/L) - - 0,8 -
Ureia (g/L) - - 3,0 -
YNB (g/L) - - - 6,7
CMC sébdica (g/L) - - - 20,0

YNB: Base Nitrogenada de Levedura CMC: Carboximetilcelulose
Fonte: Modificado de AHAMED e VERMETTE (2009).
Apés o tempo de fermentacdo, os meios foram filtrados e armazenados em

tubos Falcon® a -80°C para posterior dosagem das enzimas celuloliticas.
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4.3 Preparo das curvas de calibragao

A determinacgdo de proteinas totais foi feita com base no método de Bradford
(1976), utilizando uma curva padréo de Soroalbumina Bovina (BSA). Foi realizado
através da adicdo de 100 pL do extrato enzimético e 900 puL do reagente de
Bradford. Para poder realizar a quantificacdo de proteinas totais e dosagem
enziméatica das amostras dos diferentes meios de cultura, primeiramente se
prepararam as curvas de calibragdo com concentragbes conhecidas de soro
albumina bovina (BSA) e dos produtos das reacdes enzimaticas na presenca de
diferentes reagentes (CMC, papel filtro, celulose microcristalina).

4.3.1 Curva de calibracao Bradford
Para iniciar com esse procedimento, primeiro foi preparado o reagente

Bradford pesando 50 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 que foi diluido em 25
mL de etanol (95%). Em seguida, foram adicionados 50 mL de acido fosférico (85%)
e completou-se o volume com agua destilada até 500 mL.

Em tubos de ensaio numerados de 1 a 7 foi distribuida agua destilada variando
de 0 a 90 pL, BSA (dissolvida em agua para concentracao estoque de 1 mg/mL e foi
variando de 10 a 100 pL) e o reagente de Bradford (900 pL em todos os tubos). As
concentragfes de BSA foram de 0,01 a 0,1 pg/uL. Apés homogeneizacédo, os tubos
foram colocados em repouso por 15 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotometro (UV-M51 BEL) a 595 nm.

4.3.2 Curva de Calibracdo D-glicose
Em tubos de ensaio numerados de 1 a 6 foi distribuido agua destilada variando

desde 0 até 500 pL, solucdo de glicose de 0 a 500 uL (dissolvida em agua para
concentracdo estoque de 1 mg/mL) e o reagente acido dinitrosalicilico (DNS) (500
uL). A concentracdo de glicose variou de 0 a 2,775 pmols/mL. Posteriormente, 0s
tubos foram colocados em banho a 100°C durante 5 minutos.

Apés o tempo decorrido, a reacdo foi interrompida colocando os tubos num

banho de agua fria por 3 minutos e se adicionou a cada tubo 5 mL de agua
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destilada. A leitura foi realizada em espectrofotometro no comprimento de onda de
540 nm.

4.3.3 Curva de Calibracdo p-nitrofenol
Em tubos de ensaio numerados de 1 a 6 foi distribuido agua destilada variando

de 750 a 1000 pL, carbonato de soédio (1000 pL), o composto p-nitrofenol
primeiramente preparado em solucdo estoque de concentragdo de 400nmol/mL e
desta foram distribuidos de 0 a 250 pL que forneceu as concentracdes finais
variando de 0 a 100 nmols/mL. Ap6s homogeneizacao a leitura foi realizada em
espectrofotbmetro a 410 nm. Os dados obtidos dessa curva analitica foram

utilizados para realizar a dosagem da enzima B-glicosidase.

4.3.4 Curva de Calibracao L-Tirosina

Para a determinacdo da atividade enzimatica das proteases fungicas
produzidas foi necessario a utilizacdo de uma curva de calibracdo de L-Tirosina. A
concentracdo de L-Tirosina variou de 0,11 mmo/L a 0,33 mmo/L. A leitura foi

realizada em espectrofotometro (UV-M51 BEL) no comprimento de onda de 660 nm.

4.4 Dosagem enzimaética.
Todas as dosagens aqui descritas foram realizadas por sextuplicada.

4.4.1 Determinacédo de Celulase Total
A atividade celulolitica total foi avaliada pelo método “Filter Paper Activity”

(FPAse), no qual tiras de aproximadamente 1,0 x 8,0 cm de papel filtro Whatman #1,
recortadas e enroladas, foram adicionadas no interior de tubos de ensaio preé-
incubados a 50°C, contendo 1 mL de tampéo citrato de sodio (50 mmol/L, pH 5-
NEON) e 1 mL do extrato enziméatico bruto (EEB). A hidroélise foi interrompida apés 1
h de incubacdo com a adicdo de 2 mL de DNS. Os tubos foram colocados em agua
fervente por 5 minutos e, apds resfriamento, foram adicionados 5 mL de agua.
Aliguotas de 4 mL foram coletadas para a analise em espectrofotdmetro a 540 nm.

A concentracdo de acucar redutor foi determinada através da curva de
calibracdo de D-glicose em concentracdes conhecidas como descrito anteriormente.

A atividade enzimatica (AE), foi calculada pela equacao 1 descrita a seguir, onde € é



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Compus de Arovogiroro

49

a absortividade retirada da curva de calibracdo (Apéndice B), cuja unidade é
umol/mL, ABS é a absorbéancia das amostras, V1 0 volume total do ensaio em mL et

0 tempo em minutos.

Equacdo 1 _ AB * vy

ext

AE

O resultado foi expresso considerando que uma unidade de atividade enzimatica
é definida como a quantidade minima de enzima necessaria para liberar um pmol de
glicose por minuto, por mL de reacdo, considerada com o Ul (Unidades

Internacionais).

4.4.2 Determinacdo de atividade de endoglucanase

A atividade da endoglucanase foi determinada por meio da hidrolise de
solucbes de carboximetilcelulose (CMC) (EVELEIGH et al., 2009). Dessa forma,
aliquotas de 1 mL do EEB foram incubadas a 50°C e a reacao foi dada pela adi¢ao
de 0,5 mL de uma solucédo de CMC de viscosidade média (2% em tampao citrato de
sédio 50 mmol/L, pH 5). A reacdao foi interrompida ap6s 30 minutos pela adi¢do de 2
mL da solucdo de DNS como descrito anteriormente (MILLER, 1959;NEGRULESCU
et al., 2012) . A concentracdo de acuUcar redutor total foi determinada da mesma
forma apresentada para a atividade de Celulase Total e AE utilizando a equacéo 1.

4.4.3 Determinacédo de atividade de exoglucanase
Foi utilizada a metodologia descrita por Deshpande et al., (1984). Uma aliquota

de 250 pL do EEB se incubou com 500 pL da solucdo 1% (p/v) de celulose
microcristalina tipo 50 (Avicell), em solu¢do tampao citrato de sédio (50 mmol/L, pH 5)
a 50°C durante 2 h. Para paralisar a reacédo se adicionou aos tubos 2 ml de DNS e
colocados em agua fervente por 5 minutos, apds esfriamento, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a velocidade maxima. A concentracdo de acgUcar
redutor total foi determinada da mesma forma apresentada para a atividade de

Celulase Total de igual modo para a AE.
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4.4.4 Determinacao de atividade de B-glicosidase
Para determinar a atividade de B-glicosidase, foram adicionados 0,25 ml de EEB

a tubos de ensaio, juntamente com 0,5 ml de uma solu¢cdo de tampéo citrato (50
mmol/L, pH 5). O meio reacional foi incubado a 50°C e, em seguida, foram
adicionados 0,25 mL da solugdo 4 mmol/L de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo em
tampéo citrato. Apos 10 minutos, para interromper a reacédo, se adicionou 1 mL de
solugéo carbonato de sodio 1 mol/L. As amostras foram lidas no espectrofotdbmetro a
410 nm. A atividade enzimatica foi calculada pela equacdo 2, onde € é a
absortividade retirada da curva de calibracdo (Apéndice B), cuja unidade € nmol/mL e
foi convertida para pmol/mL; ABS € a absorbancia das amostras, Vt o volume total do

ensaio em mL e t o tempo em minutos.

AB * Ve

Equacédo 2 AE =
ext

Uma unidade é definida como sendo a quantidade minima de enzima
necessaria para liberar um pmol de p-nitrofenol por mL, por minuto de reacao

considerada como UI.

4.4.5 Determinacdo de atividade de protease

A guantificacdo da atividade proteolitica foi realizada segundo método descrito
por Paranthaman et al. (2009), utilizando caseina como substrato: 200 pL do extrato
enzimatico bruto ou da enzima ressuspendida foi adicionada a um tubo contendo
300 pL de tampao fosfato de potassio (0,2 mol.L, pH 7,0) e 500 pL de solugdo de
caseina a 1% (p/v) em tampdo fosfato de potassio (0,2 mol.Lt, pH 7,0). A reacéo
enzimatica foi incubada a 60°C por 10 minutos e a reacdo foi finalizada com a
adicdo de 1 mL da solucdo de acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v). A mistura
reacional foi, entdo, centrifugada a 8000g por 15 minutos e o sobrenadante foi
coletado. Ao sobrenadante adicionou-se 5 mL de Na>COs (0,4 mol. L'Y) e 1 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau (diluicdo em agua ultrapura 1:3). A solucéo resultante
foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro para O
desenvolvimento da coloracdo azul. A leitura da atividade enzimatica foi realizada

em espectrofotbmetro a 660 nm (LOWRY et al, 1951). A atividade enzimatica foi
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calculada de acordo com a equacéo 2, onde € é a absortividade retirada da curva

de calibracao (Apéndice B), cuja unidade € pmol/mL.

Uma unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de enzima que

libera 1 ymol de tirosina por minuto conforme as condi¢des experimentais.

4.5 Cinética de producao enzimética
Depois de realizar a fermentacdo e a dosagem das atividades das enzimas
celuloliticas nos diferentes meios, foi escolhido o meio D (Tabela 5) para realizar a
cinética de producédo enziméatica por periodo de 25 dias a uma temperatura de 20°C.
Foram coletadas aliquotas (por sextuplicada) a partir do quarto dia. Uma vez
coletadas as aliquotas, foram realizados os ensaios para a dosagem das atividades

celuloliticas.

Tabela 5. Composicdo do meio de cultura D utilizado para cinética de producéo das

enzimas celuloliticas pelo fungo Trichoderma lixii-5A7.

Componentes Meio D
Glicose (g/L) 10,0
KH,PO, (g/L) 4,0
YNB (g/L) 6,7
CMC sodica (g/L) 20,0

YNB: Base Nitrogenada de Levedura; CMC: Carboximetilcelulose

4.6 Planejamento Fatorial Experimental

No presente trabalho, o planejamento fatorial foi realizado utilizando o
delineamento do composto central rotacional (DCCR) (Figura 3) com o0 meio de
cultura D, na temperatura de 20°C, variando as concentracdes dos componentes do
meio para otimizar a producdo das enzimas celuloliticas do fungo Trichoderma lixii -
5A7. O software utilizado para o DCCR e o tratamento estatistico foi Experimental-
Design Protimiza, utilizando a seguinte metodologia: NUmero de experimentos = r-
(2% + 2-k) + cp



R
K

%
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Onde:
r = nimero de Repeticdes
k= ndmero de variaveis

cp = pontos centrais

(VZ,0)

(V2,0
Figura 3. llustracdo do delineamento realizado no Planejamento Fatorial
Experimental. Os vértices X e Y e os pontos s&o 0, +1, -1, + V2 e —V2, onde+\2 e
—\2 também podem ser escritas como +1,41 e — 1,41. O DCCR é composto de

um ponto central e de pontos axiais que foram analisados em sextuplicada.

4.7 Sistema de Fermentacdo em Biorreator para producao das
celulases

Utilizando o meio D nas condicbes estabelecidas por planejamento
experimental, foi realizada a fermentacdo em biorreator TECNAL (Figura 4 A)
equipado com controlador de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, agitacao,
rotdmetro para aeracdo e bombas de alimentacdo de nutrientes, adicdo de
antiespumante e adicdo de solucdes acidas e basicas. O biorreator dispde de
volume total de 7,5 L, e volume util de 5,0 L. O didmetro interno do biorreator é
0,190 m e diametro externo 0,217 m. O sistema dispde de quatro chicanas opostas

diametralmente com largura de 0,015 m e foi montado utilizando-se dois impelidores
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uma do tipo turbina Rushton e outra do tipo Smith e a dimensdo do posicionamento
das turbinas no biorreator foi de 70 mm (H1) e de 10 mm (H2) como apresentado na
Figura 4 B. O volume de trabalho utilizado para este experimento foi de 3 L de meio

de fermentagéo.

Figura 4. A) Biorreator TECNAL utilizado para a fermentacdo dos ensaios 9 e

23 para a producao das celulases pelo fungo de ambiente marinho Trichoderma
lixii-5A7. B) Vista frontal; (a) impelidor do tipo turbina Smith; (b) impelidor do tipo

turbina Rushton.

4.8Sistema de aquisicao de dados e controle do biorreator.

Foi utilizado um Controlador Tecnal, TEC-BIO-FLEX com sensor de
temperatura Pt-100, medidor de fluxo de gas Aalborg - GFC37, 4 bombas
peristalticas (nutrientes, antiespumante, acido e base), sistema de agitacdo e
conexdo para sensores de oxigénio e pH. Sendo o sensor de oxigénio dissolvido
Mettler Toledo, O2 Transmitter 4500 e o sensor de pH Mettler Toledo, 405-DPAS-
SCK8S/225, juntamente com um sistema de aquisicdo de dados para permitir
medi¢des em tempo real. Para este estudo o processo foi monitorado e controlado a
temperatura de 20°C, com rotagdo de 200 rpm e aeracdo de 1,5 vvm, manutencéo

do pH em 5,2 + 0,2 e foi mantido pela adicdo de 1 M HCI ou 1 M NaOH, a espuma
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foi controlada pela adicdo de agente antiespumante. Foi coletada uma amostra logo
apos o inéculo no meio de fermentagéo e posteriormente foram coletadas amostras
(dois pontos ao dia) a cada 24 horas subsequentes, por periodo de 7 dias para
avaliacdo das atividades enzimaticas e teor proteico. Foram realizadas um total de 6

fermentacdes (triplicata para os ensaios 9 e 23).

4.9 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o “RNeasy Plant Mini Kit”
(Qiagen). Resumidamente, o fungo Trichoderma lixii-5A7 foi cultivado no meio D
por periodo de 15 dias na temperatura de 20°C nas condicbes que foram
selecionadas na etapa de planejamento fatorial experimental (ensaio 9 e 23).
Finalizado o periodo de fermentacéo, foram filtrados e coletados aproximadamente
100 mg de micélio que foram utilizados para extracdo do RNA total. O micélio foi
pulverizado em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo. O material foi
transferido para tubos de microcentrifuga de 2 mL e foram adicionados 450 uL do
tampdao de lise composto por hidrocloreto de guanidina (RCL) contendo 1% de [3-
mercaptoetanol e, em seguida, o tubo foi agitado em vortex.

O material lisado foi transferido para uma coluna de separacéo acoplada sobre
um tubo coletor e centrifugado por 2 minutos na maxima velocidade, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga de 1,5 mL e
misturado com meio volume de etanol 96-100%. A mistura foi transferida para uma
nova coluna de purificacdo acoplada sobre um tubo coletor. Apos centrifugacéo por
15 segundos a 8.000 x g, o filtrado foi descartado, foram adicionados 700 uL do
tampdo RW1 na coluna e centrifugado novamente. O filtrado foi descartado e foram
adicionados 500 uL do tampao RPE na coluna de purificagao, centrifugando o tubo
por mais 15 segundos a 8.000 x g. O filtrado foi descartado e novamente o tampéao
RPE foi adicionado, centrifugando o tubo por 2 minutos. A coluna foi transferida
para um tubo coletor novo e centrifugada por 1 minuto a 16.000 x g, para remocao
de residuos do tampdo RPE. A coluna foi colocada em um tubo novo de

microcentrifuga de 1,5 mL, foram adicionados 30 uL de &gua livre de RNase
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diretamente na membrana da coluna de purificagdo e centrifugado por 1 minuto a
8.000 xg, sendo que a eluigcao foi repetida com os mesmos 30 pL filtrados.

Uma aliqguota de RNA total extraido foi utilizada para quantificagdo em
espectrofotometro (NanoDrop 2000 — Thermo Scientific), observando-se a relagéao
entre 260/280 e 260/230. A qualidade do RNA total extraido também foi verificada
por eletroforese desnaturante em gel de agarose 1,2% em TAE 1X (0,04 M Tris-
acetato, 1 mM EDTA, &gua Milli-Q), o qual também foi usado como tampao de
corrida. Para a eletroforese, foi aplicada uma solugdo contendo aproximadamente 3
Mg do RNA extraido, 60% (v/v) de formamida, 1X RNA “loading buffer” (50 mM Tris-
HCI, pH 7,6, 0,25% de azul de bromofenol, 60% glicerol) e 1 uyL de brometo de
etideo (1 mg/mL). A amostra foi incubada por 5 minutos a 65° C, posteriormente foi
incubada em banho de gelo por 5 minutos e submetida a eletroforese com voltagem
constante de 5 V/cm. Apods a corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta e

fotografado com o sistema de gel “INGENIUS” (Syngene).

4.10 Sintese de cDNA
A sintese do cDNA foi realizada com o kit “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription” (Applied Biosystems) seguindo-se o protocolo recomendado pelo
fabricante. O volume final da reacéo foi de 50 uL, sendo utilizados 5 ug do RNA
total. Em um tubo de 200 uL foram adicionados: 5 uL de tampao RT (10X), 5 uL de
RT “random primers” (10X), 2 uL de dNTPs (100 mM), 3 pyL da enzima MultScribe
Reverse Transcriptase (50 U/uL), 5 uyg do RNA extraido e agua ultrapurificada livre
de RNase para um volume final de 50 uL. A reagao foi incubada em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosytems) com a seguinte ciclagem: 25° C

por 10 min, 37° C por 120 min e 85° C por 5 s.

411 Desenhos dos iniciadores (primers) para PCR das

enzimas celuloliticas
Com o objetivo de amplificar fragmentos das regides codificadoras das
enzimas celuloliticas do fungo Trichoderma lixii-5A7, foi realizado o desenho dos
oligonucleotideos iniciadores (também chamados em inglés de “primers”),

mostrados na Tabela 6, baseados nas sequéncias das BG, EnG e ExG
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pertencentes aos géneros Trichoderma e Hypocrea ja depositadas em banco de
dados. Para isso, foram buscadas no NCBI (“National Center for Biotechnology
Information”) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) as sequéncias de nucleotideos e de

proteinas utilizando as seguintes palavras chave: beta-glucosidase, CMCase,
Trichoderma, endoglucanase, Hypocrea, exoglucanase, lixii.

As sequéncias encontradas para cada enzima, foram alinhadas utilizando o
programa CLUSTAL OMEGA (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e grupos

de sequéncias foram divididos de acordo com as porcentagens de identidade. A
partir de regiées conservadas das sequéncias alinhadas das proteinas, primers para
cada grupo das enzimas de interesse foram desenhados e mandados sintetizar.

Tabela 6. Sequéncia dos primers utilizados na PCR

m

Nome do primer Orientacdo Sequéncia (5’ —3’) (°C)
BG1F Foward ATGYTNCCNAARGAYTTYCARTG 60
BG1R Reverse CKCCKYCGCAATCARCTC 62
BG2F Foward ATGCTTTACACAGCCGTAGC 55
BG2R Reverse TGAGACCGTGAAGCTTCC 55
EnG1F Foward ATGAAGYTCYTTCARRTCYTMCC 60
EnG1R Reverse GTTGATAGATGCGGTCCAGG 57
EnG2F Foward ATGTTGAAGCTCACGGCGCTC 60
EnG2R Reverse AGTAGTATAACGGGCAACGTCAC 58
EnG3F Foward CGATGCATATCAATCACCCGAC 58
EnG3R Reverse ACGTCGATCTCGGCACC 57
ExG1F Foward GCNWSNWSNTAYTGGTAYG 63
ExG1R Reverse CCANARCCARTTRTTYTCC 57

K= G+T; M= A+C; N= A+C+G+T; R= A+G; S= C+G; W= A+T; Y=C+T
Tm: Temperatura de “Melting”
412 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

Uma vez os primers desenhados e sintetizados, foram realizadas as Reacdes
em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o cDNA como DNA molde. Foram
utilizadas diferentes condicbes para as PCRs dependendo da temperatura de
anelamento dos primers (relacionada a temperatura de “melting” Tm), da sequéncia
a amplificar e da enzima polimerase: Phusion High-fidelity DNA polimerase (New
England Biolabs) ou GoTaq G2 DNA polimerase (Promega).

Para cada grupo das enzimas celuloliticas, diferentes condicbes foram
utilizadas até a amplificacdo de um fragmento de DNA, como mostra a Tabela 7 a

sequir:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Compus de Arovogiroro

57

Tabela 7. Condi¢cbes de PCR utilizadas para amplificacdo dos diferentes fragmentos
das enzimas celuloliticas.
Fragmento a ser Condicbes da PCR DNA polimerase
amplificado utilizada
Desnaturacao inicial: 98°C — 1 min
35 ciclos: 98°C - 10 s
BG1 (cerca 1400 pares de 60°C-30s Phusion High-fidelity
bases, pb) 72°C — 2:30 min DNA polymerase

Extenséo final: 72°C — 10 min

Desnaturacao inicial: 98°C — 10 min
5 ciclos: 98°C — 30 s
50°C-30s
72°C — 2:30 min
10 ciclos: 98°C - 30 s Phusion High-fidelity
BG2 (cerca de 2300 pb) 55°C-30s DNA polymerase
72°C — 2:30 min
10 ciclos: 98°C - 30 s
60°C-30s
72°C — 2:30 min
Extenséo final: 72°C — 10 min
Desnaturacao inicial: 98°C — 5 min
40 ciclos: 98°C - 30 s Phusion High-fidelity
EnG1 (cerca de 845 pb) 50°C -45s DNA polimerase
72°C —1:30 min
Extenséo final: 72°C — 10 min
Desnaturacao inicial: 98°C — 5 min
35 ciclos: 98°C - 30 s
EnG2 (cerca de 2400 pb) 55°C-30s Phusion High-fidelity
72°C — 2:30 min DNA polymerase

Extensao final: 72°C — 10 min
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Desnaturacao inicial: 95°C — 3 min
30 ciclos: 95°C -30 s GoTag G2 DNA
EnG3 (cerca de 680 pb) 55°C-30s polimerase
72°C — 1:30 min

Extensao final: 72°C — 10 min

Desnaturacao inicial: 98°C — 5 min

35 ciclos: 98°C - 30 s Phusion  High-fidelity
ExG1 (cerca de 1800 pb) 40°C-30s DNA polimerase
72°C —2:30 min

Extensao final: 72°C — 10 min

Os componentes da PCR e concentra¢cdes sdo mostrados nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Componentes da Reacdo em cadeia da Polimerizacdo (PCR), suas

concentragfes e quantidades, utilizando a enzima Phusion polimerase.

Reagentes Quantidades Concentracéo final

Tampéao 4 uL 1x

MgCl. 0,6 uL 1,5 mM
dNTPs 0,4 pL 200 UM
Primer Foward 0,2 uL 0,5 uM
Primer Reverse 0,2 uL 0,5 uM
Phusion DNA polimerase 0,2 uL 10U

cDNA 0,2 uL <250 ng
Agua ultrapura 14,2 uL -

Total 20 uL -
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Tabela 9. Componentes da Reacdo em cadeia da Polimerizacdo (PCR), suas
concentragdes e quantidades, utilizando a GoTaqg polimerase.

Reagentes Quantidades Concentracéo final
Tampao 4 uL 1x
dNTPs 0,4 pL 200 pM
Primer Foward 0,4 pL 1uM
Primer Reverse 0,4 pL 1uM
Taqg polimerase 0,1 pL 1,25 U
cDNA 0,2 pL <0,5 pg
Agua ultrapura 14,5 pL -
Total 20 pL -

Os produtos obtidos nas PCRs foram conferidos por eletroforese em gel de

agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta.

4.13 Purificacdo dos produtos da PCR
Foram empregados dois métodos de purificacéo:
A) Purificacado a partir do gel de agarose

A purificacdo dos produtos de PCR do tamanho esperado, mas que
apresentaram mais de uma banda apos a reacdo foi realizada a partir do gel de
agarose com auxilio do kit “GeneJET Gel Extraction” (Thermo Scientific). As bandas
contendo os fragmentos de interesse observados no gel foram recortados com uma
lamina de bisturi previamente limpa e colocados em tubos de microcentrifuga de 1,5
mL, onde foram adicionados na propor¢éao 1:1 volume do Binding Buffer para cada
volume de gel (100 uL de Binding Buffer para cada 100 mg do gel). Os tubos foram

incubados a 65° C em bloco de aquecimento cerca de 5 min ou até que o gel
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dissolvesse completamente. ApOs dissolucdo, foi adicionado 1 volume de
iIsopropanol e a solucéo foi transferida para uma coluna de purificagdo acoplada a
um tubo coletor e centrifugada por 1 min a velocidade maxima. O filtrado foi
descartado e para lavagem foram adicionados 700 pL de Wash Buffer na coluna,
centrifugados por 1 min a velocidade méxima, o filtrado foi descartado e ap6s nova
centrifugacédo sem adicdo do Wash Buffer, a coluna foi transferida para um novo
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e foram adicionados 30 pyL de tamp&o Elution
Buffer (Tris-EDTA, pH 8,0) para a elui¢ao, centrifugado por 1 min.

Uma aliquota da purificacdo para quantificacdo em espectrofotdbmetro
(NanoDrop 2000 — Thermo Scientific) foi utilizada, observando-se a concentragéo e
a relacao entre 260/280 e 260/230.

B) Purificacdo a partir da PCR

A purificacdo dos produtos de PCR que se apresentaram como banda uUnica
do tamanho esperado foi realizada diretamente do produto da PCR com auxilio do
kit “GeneJET PCR Purification” (Thermo Scientific). Foram adicionados um volume
1:1 do Binding Buffer a mistura de reacdo da PCR (100 uL de Binding Buffer para
cada 100 pL da mistura) e foram adicionados 1:2 volumes de isopropanol. A
solucéao foi transferida para uma coluna de purificagcdo acoplada a um tubo coletor e
centrifugada por 1 min a velocidade maxima. O filtrado foi descartado e para
lavagem foram adicionados 700 uL de Wash Buffer na coluna, centrifugados por 1
min a velocidade maxima, o filtrado foi descartado e apds nova centrifugacdo sem
adicdo do Wash Buffer, a coluna foi transferida para um novo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL e foram adicionados 30 pL de tampéao Elution Buffer (Tris,
PBA, pH 8,0) para a elui¢ao, centrifugado por 1 min.

Uma aliqguota da purificacdo para quantificacdo em espectrofotdbmetro
(NanoDrop 2000 — Thermo Scientific) foi utilizada, observando-se a concentracéo e
a relacao entre 260/280 e 260/230.
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4.14 Sequenciamento

Para as reagdes de PCR para sequenciamento foi utilizado o kit “Big Dye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems). Foram misturados 2
ML de mix Big Dye, 2 pyL do tampéo de sequenciamento (5X), 1 uL de primer (3,2
pMM) “forward” ou “reverse”, volume de DNA purificado (40 ng) e agua ultrapura
autoclavada para um volume final de 20 pL. As condigbes de amplificagdo foram:
desnaturacao inicial de 96 °C por 1 min, seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 s, TM
°C (dependendo do primer utilizado) por 5 s, 60 °C por 4 min e extensao final de 60
°C por 5 min. Ap6és a amplificacdo, para cada amostra a ser sequenciada, foram
agregados 45 uL de solugdo SAM e 10 uL de resina. As amostras foram submetidas
a homogeneizacdo em vortex por 30 min. O sequenciamento automatico foi
realizado no sequenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems). As
sequéncias obtidas apés o sequenciamento, foram comparadas com o banco de

dados NCBI, utilizando o programa BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi)

para verificar a homologia com outras ja depositadas no GenBank. Dessa forma,
permitindo a confirmacdo do produto de PCR obtido e, consequentemente, a

identificacdo de sequéncias homologas presentes em diferentes microrganismos.
4.15 Clonagem dos fragmentos de interesse obtidos

Apoés a purificacdo dos fragmentos de DNA obtidos do tamanho desejado,
procedeu-se a clonagem em vetor plasmidial para o grupo das BG1 e as EnG1.
Posteriormente, a clonagem dos fragmentos foi confirmada pelo método de PCR de

colénia.

4.15.1 Reacdo de ligacdo com o vetor utilizando a técnica LIC
(Clonagem Independente de Ligase) para o grupo BG1

Os fragmentos de interesse obtidos na PCR para o grupo da BG1l foram
purificados e ligados ao vetor pNIC28-Bsa4 (Anexo 1) pela técnica de clonagem
independente de ligase (LIC) (STOLS et al., 2002). Para tanto, foram construidos os
“primers” BG1_LICF(TACTTCCAATCCATGTTGCCCAAGGACTTTCAGTG),
Bglil_Lic R(TATCCACCTTTACTGTTACTCCTTCGCAATCAACTCGTC) contendo



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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as sequéncias para a “LIC” (sublinhadas), complementares ao vetor pNIC28-Bsa4.
Para a reacdo de PCR utilizou-se: tampéo 5X da Phusion Polymerase, 10 mM de
dNTP mix, 2,5 ng/uL de cDNA, 5 yM de cada primer LIC e 1 U/50 pyL de Phusion
Polymerase, em um volume final de 30 uL. Os produtos de PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados utilizando “PCR purification
kit”. Os produtos purificados foram clonados no vetor pNIC28-Bsa4, de acordo com
as seguintes etapas: o vetor foi linearizado utilizando a enzima de restricdo Bsal e
incubado a 37 °C por 2 h, os produtos da PCR (inserto) e o vetor linearizado foram
tratados por separado com a enzima T4 DNA polimerase com adi¢cao de dCTP para
o inserto e dGTP para o vetor com volume final de 10 yL e 100 uL respectivamente.
A mistura foi incubada no termociclador por 30 min a 22 °C e posteriormente por 20
min a 75 °C. Depois, foi realizada outra incubacéo por 30 min a 22 °C para a ligacéo
entre 2 pL do inserto tratado e 1 pL do vetor tratado, a qual foi mantida em gelo até
transformacao em bactéria competente (E. coli linhagem DH5aq).

4.15.1.1 Transformacao por choque térmico em bactéria quimiocompetente

O produto da ligacéo foi colocado no tubo contendo a bactéria competente e
incubado no gelo por 30 min. Em seguida, o choque térmico foi realizado incubando
em banho-maria de 42°C por 2 min. As células foram recuperadas pela adicdo de 1
mL de meio LB (Luria-Berthani) seguindo incubacédo a 37° C por 60 min. Os
microtubos foram centrifugados por 1 min ha maxima velocidade. O pellet gerado foi
ressuspendido em 100 yL do sobrenadante que foi plaqueado em meio LB
contendo canamicina (50 pg/mL) e 5% de sacarose. As placas foram incubadas por
12 a 16 horas a 37° C e coldnias isoladas foram selecionadas para buscar colbénias

recombinantes por PCR de colbnia.

4.15.2 Reacédo de ligacdo com o vetor pJetl.2blunt para EnG1

Os fragmentos de interesse obtidos na PCR para o grupo EnG1l foram
purificados e ligados ao vetor pJetl.2blunt (Anexo 2) do kit “CloneJet™ PCR
Cloning Kit” (Fermentas) seguindo-se o protocolo do fabricante. Para cada reacéo

de ligagao, em um tubo de 1,5 mL, foram adicionados 1 uL do vetor pJetl.2blunt (50
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ng/uL), 10 yL do tampéo de ligagéo (2X), 1 uyL da enzima T4 DNA ligase (5 U/uL), 1
ML do fragmento da PCR a ser ligado e H>O ultrapurificada para um volume final de
20 pL. As reagdes foram vortexadas por 5 s e incubadas por 30 min a temperatura
ambiente e depois submetidas a transformacdo em E. coli como apresentado no
item 4.15.1.1. Ao final, o precipitado de células foi plagueado em meio LB contendo
ampicilina (100 pg/mL) e as placas foram incubadas por 12 a 16 horas a 37° C.

4.16 Analise dos clones recombinantes

Para verificar a eficacia do processo de clonagem foram realizadas as técnicas

de PCR de colbnias obtidas na transformacéo para os grupos das BG1 e das EnGL1.

4.16.1 PCR de colbnia BGle EnG1

Foram selecionadas algumas colbnias das transformacdes dos produtos de
ligagdo com os fragmentos de BG1, EnG1 retiradas do meio de cultura, com auxilio
de um palito esterilizado e diluidas em 10 pL de agua purificada. A presenca do
inserto foi verificada por PCR com os “primers” BG1 “forward” (5
ATGYTNCCNAARGAYTTYCARTG 3’) e B1seq “reverse” 5
CTCGTTGAAGGTGATCCAG 3’). As reacbes de PCR foram preparadas em uma
solugéo contendo 0,2 pL do “primers” BG1F e BG1lsegR (50 uM), 0,4 uL de dNTPs
(10 mM), 4 uL de tampao para Taq; 0,1 yL da enzima GoTaq G2 DNA polimerase
(Promega), 5 uL da colénia diluida e agua ultrapura autoclavada para um volume
final de 20 pyL. A amplificacédo foi realizada em termociclador utilizando a seguinte
condicdo: desnaturacéo inicial de 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por
30 s, 50°C por 45 s, 72°C por 1min e 30s, com uma extensdo final a 72°C por 5 min.
Da mesma forma que as demais reacfes de PCR, os resultados foram analisados

por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

4.16.2 PCR das colbnias do grupo EnG1

Foram selecionadas algumas colbnias e retiradas do meio de cultura, com
auxilio de um palito esterilizado, diluidas em 10 yL de agua purificada. A presenca

do inserto foi verificada por PCR com os “primers” EnG1 “forward” (5



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO” 64
Campuy de Arovaquaio
ATGAAGYTCYTTCARRTCYTMCC 3’) e “reverse” (5

GTTGATAGATGCGGTCCAGG 3’). As reagbes de PCR foram preparadas como
descrito no item 4.16.1 utilizando os primers para EnG1.

4.17 Extragcdo de DNA Plasmidial

A extragcdo do DNA plasmidial foi realizada com o kit “Quick Plasmid Miniprep”
(Invitrogen). Para tanto, as células bacterianas crescidas “overnight” em 5 mL de
cultura de LB contendo o antibiotico adequado foram decantadas utilizando por
centrifugagéo (Eppendorf — 5810R) a 4.000 rpm por 5 min. O pellet foi ressupendido
em 250 pyL de tampé@o R3 contendo RNase, depois foram adicionados 250 uL de
tampéo L7 (tamp&o de lise). O microtubo foi invertido por 4 a 6 vezes e incubado a
temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente foram adicionados 350 pL de
tampao N4 (para neutralizacdo e precipitacdo). Repetiu-se a homogeneizagédo por
inversao e o microtubo foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min. O sobrenadante foi
transferido para a coluna acoplada sobre um tubo coletor e centrifugado por 1 min a
12.000 x g. O filtrado foi descartado, a coluna foi lavada com 500 uL de tampéo
etandlico W9 e submetida a centrifugacdo por 1 min a 12.000 x g, repetindo-se a
mesma por 1 min para remoc¢ao de residuos do tampao de lavagem. A coluna foi
transferida para um tubo de centrifuga limpo, foram adicionados 75 pyL do tampéao
de eluicdo TE e incubada a temperatura ambiente por 1 min, depois centrifugada

por 2 min a 12.000 x g para eluicdo do DNA plasmidial.
4.18 Transformacéo e Expresséao heter6loga em E.coli

O vetor pNIC28-Bsa4 carregando a sequéncia codificadora de beta-glicosidase
foi transformado por eletroporacdo nas células de E. coli BL21 GroEL. Para tanto,
as células foram descongeladas em gelo e receberam 5 yL do DNA plasmidial
extraido das colbnias selecionadas. A mistura foi transferida para uma cubeta de
eletroporacdo e submetidas a um pulso elétrico nas seguintes condicbes: 1,7 kV,
200 Q e 25 pF. Imediatamente apds o pulso, adicionou-se 1 mL de meio LB na
cubeta para remover as células e transferi-las para um microtubo estéril, seguindo

uma incubagdo a 37°C por 1lh, sob agitacdo. Posteriormente, as células foram
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plaqueadas em meio LB com canamicina (50 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL) e
incubadas a 37°C por aproximadamente 16 h.

4.19 Inducado da expresséao heterdloga de beta-glicosidase

Ap6s o crescimento das colbnias em placa foram preparados in6culos dos
clones em 5 mL de meio LB contendo 50 pg/mL de canamicina e 34 pg/mL de
cloranfenicol os quais foram incubados “overnight” sob agitacdo a 37°C.
Posteriormente, 500 pyL dessas culturas foram inoculadas em 50 mL de meio LB
contendo os antibiéticos e seguindo incubacao a 37°C até atingir densidade 6ptica a
600 nm (DO600nm) de 0,5-0,8. Neste momento, foi coletada uma aliquota de 400
ML como controle ndo induzido, para posterior analise em gel de poliacrilamida com
dodecilsulfato de soédio (SDS-PAGE), e entdo foi adicionado IPTG (Isopropil-3-D-
tiogalactopiranosideo) em uma concentracao final de 0,4 mM para iniciar a indugao
por periodo de 4 h a 37°C. Apos o periodo de inducéo, foi coletada uma amostra de
400 uL para andlise em SDS-PAGE e as células foram centrifugadas a 8800 g a
4°C por 10 minutos. Descartado o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em
tampéao de lise pH 8,0 (NaCl 500 mM, PMSF 1 mM, DTT 1 mM, Tris 50 mM) na
proporcdo de 2 mL por grama de pellet e submetidas a lise celular por meio de
sonicacao por 15 min, 5 s ON/10 s OFF , a uma amplitude de 40%, utilizando o
sonicador Sonics vibra-cell. Ao final da sonicacéo foi guardado uma aliquota de 20
ML para posterior analise em SDS-PAGE. O produto de lise celular foi novamente
centrifugado a 2000 g a 4°C por 30 minutos sendo coletados 20 uL de sobrenadante
para posterior analise e armazenadas na geladeira aliquotas de 3 mL do
sobrenadante para posterior dosagem enzimatica.

Para realizar a andlise em SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970), foram
adicionados 40 uL do tampao de amostra 2X (125 mM de Tris-HCI pH 6,7; 30% de
glicerol; 4% de SDS; 0,002% de azul de bromofenol blue e 10 % de B-
mercaptoetanol) contendo 100 mM de DTT ao pellet da amostra coletada antes da
inducao, 110 uL ao pellet apds 4 h de inducédo e 20 uL as amostras do lizado e do
sobrenadante. Todas as misturas com tampao foram desnaturadas a 95°C por 5

min, sendo posteriormente aplicados 10 pL de cada amostra no gel de
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poliacrilamida e 2 pL do marcador de massa molecular de proteina (10 kDa,
Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada com Tampao de corrida 1X (TAE
50x-Tris-base 2M, acido acético glacial 2M e EDTA 0,05M, pH 8,0) em cuba de
eletroforese sob uma corrente de 90 V. Depois da corrida o gel foi corado com uma
Solugdo de Coomassie “overnight” e descorado em uma solucdo descorante (acido
acético 5%, Metanol 10% e agua) por aproximadamente 3 h, trocando a solugcédo a
cada 1l h.

4.20 Atividade enziméatica da BG1 recombinante.

O teste de atividade enzimatica foi feito usando p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo. Todos os ensaios foram realizados em triplicada, conforme
descrito a seguir: 100 pL de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (4 mmol/L) em tampéao
citrato (50 mmol/L, pH 5), 100 pL de enzima presente na fracdo soluvel do
sobrenadante ou na fracao insoluvel do precipitado e 800 uL de tampé&o citrato. As
reacoes foram realizadas na temperatura de 50°C por um periodo de 10 minutos. As
reacoes foram interrompidas adicionando-se 1 mL da solucéo carbonato de sodio (1
mol/L) e lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 410 nm. O mesmo
ensaio foi realizado com amostras controle de um inéculo realizado com as mesmas
colénias descritas no item 4.19, mas que ndo receberam a adicédo do indutor IPTG,

passando pelas demais etapas de incubacéo, lise e centrifugacao.
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5. RESULTADOS

5.1Dosagem de atividade das enzimas celuloliticas

5.1.1 Nos diferentes meios de cultivo (A, B, C e D).
O fungo de ambiente marinho Trichoderma lixii - 5A7 foi inoculado nos

diferentes meios de cultivo baseados na literatura Ahamed e Vermette (2009) e o
tempo do cultivo foi de 7 dias. Apds a passagem do tempo foi realizada a dosagem
das celulases de proteinas totais para calcular a atividade especifica afim de
determinar o melhor meio no qual o fungo teve uma maior producédo dessas
enzimas. Na tabela 9 estdo dispostas as atividades especificas das celulases para

cada meio.

Tabela 10. Atividade Especifica de celulases do fungo Trichoderma lixii—-5A7

Meios FPAse endoglucanase (EnG) exoglucanase (ExG) B-glicosidase (BG)
(Ul/mg) (Ul/mgq) (Ul/mg) (Ul/mg)
A 4,51+0,062 1,94+0,092 2,54+0,08 0,45+3,462
B 9,34+0,04" 24,89+0,11¢ 1,81+0,092 4,91+3,15
C 4,27+0,132 7,32+0,20° 1,7540,132 0,46+5,572
D 27,41+0,05¢ 44,80+0,07¢ 5,91+0,04¢ 4,51+2 512

produzida em diferentes meios de cultura.

Médias + desvio-padréo seguidas de letras minasculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 95% de confianga (p<0,05), utilizando o programa Statgraphics 19 (Apéndice C).

A constituicdo dos meios de cultura A, B, C e D estdo apresentadas na Tabela
4 na sec¢ao Material e Métodos.

Como demonstrado na Tabela 10, o meio D, rico em Carboximetilcelulose
(CMC) proporcionou a melhor producédo de celulases no periodo de 7 dias, obtendo
27,41 Ul/mg para FPAse sendo aproximadamente 2,93 vezes superior comparado
com o meio B, para EnG se obteve 44,80 Ul/mg e 5,91 Ul/mg para ExG sendo 1,8 e
3,27 vezes superior ao meio B respectivamente, ao realizar ANOVA obtivemos um
valor p menor que 0,05 indicando que existe uma diferenca significativa nas
atividades enzimaticas utilizando os diferentes meios, por tanto se realizou o teste
de Tukey e pudemos verificar que existe uma diferenca significativa nas atividades

FPase, EnG e ExG entre os meios A, B, C comparadas ao meio D.
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5.1.2 No Cultivo selecionado
O fungo de ambiente marinho T. lixii - 5A7 foi cultivado no meio D, que

demostrou melhores resultados para a producéo das celulases, por um periodo de
25 dias e a diferentes temperaturas (20°C e 30°C) para realizagdo da cinética
enzimatica que foi realizada através da atividade especifica a fim de determinar o
melhor dia de producéo para as enzimas extracelulares.

A Figura 5 apresenta os gréficos das atividades especificas das celulases e
na Tabela 11 estdo dispostos as atividades especificas e os picos de producao

dependendo da temperatura.
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Figura 5. Atividade Especifica das celulases do fungo marinho Trichoderma lixii—
5A7. A) Temperatura de 30°C B) Temperatura de 20°C.
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Na figura 5 observamos que as diferentes celulases mostram
comportamentos similares quanto sua atividade numa mesma temperatura, onde os
picos de maiores atividades foram nos dias 7 e 12 na temperatura de 30°C e nos
dias 14 e 15 na temperatura de 20°C.

Tabela 11. Atividade Especifica de Enzimas Celuloliticas do Fungo Trichoderma lixii

-5A7 produzidos em Meio D.

Temperatura D BG EnG FPAse ExG
ia
(°C) (Ul/mq) (Ul/mg) (Ul/mg) (Ul/mg)
37,208 7,110 £ 0,1512
30°C 7 5,963 +0,3082 18,165 + 0,1722
0,4432
36,427 * 54,385 £ 34,435 +1,189¢
30°C 12 42,170 £ 0,795°¢
0,524P 1,030¢
31,501 = 40,566 + 29,789 + 1,970P
20°C 14 24,031 +1,177°
0,687 1,379°
71,838 £ 65,865 + 68,231 + 0,934¢
20°C 15 49,123 + 1,296¢
1,863°¢ 2,378

Médias + desvio-padrdo seguidas de letras minasculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 95% de confianca (p<0,05), utilizando o programa Statgraphics 19.

Podemos observar na Tabela 11 que a producdo enzimatica do fungo de
ambiente marinho T. lixii - 5A7 ndo diminui ao reduzir a temperatura obtendo
atividades especificas maiores que na temperatura de 30°C, mas a producao foi
mais demorada tendo o maior pico de producdo no dia 15 enquanto que para a
temperatura de 30°C o pico de producdo maior foi no dia 12. Nesta etapa também
realizamos a producdo das celulases na temperatura de 40°C, mas os resultados
nao foram favoraveis comparados com as outras temperaturas testadas. Os dados
estdo apresentados no Apéndice D.

Os fungos produtores de enzimas celuloliticas utilizam diferentes
mecanismos para degradar a celulose. A maioria secreta celulases individuais, que
atuam sinergicamente sobre a celulose nativa (REYES-SOSA et al.,, 2017;
WARDEN, LITTLE e HARITOS, 2011). Nesta etapa do trabalho quando foram
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testados os diferentes meios de cultivo para a producdo das celuloses, foi
observado que os niveis de agucar (glicose) no meio D fornecido com CMC eram
mais altos do que os demais meios. Isso se deve possivelmente ao fato de que o
CMC é um material amorfo, o que facilita sua hidrélise. Demais autores relataram
gue as regides amorfas da celulose sé&o facilmente atacadas por enzimas
celuloliticas, enquanto areas mais cristalinas podem ser mais resistentes ao ataque
enzimatico (OBENG et al., 2017; WILSON, 2008).

Os resultados da cinética enzimética mostraram um aumento no sétimo dia
de incubacé&o para todas as enzimas principalmente para as EnG atingindo um pico
de 54,385 Ul/mg no dia 12 na temperatura de 30°C. Para as BG foi obtido 36,427
Ul/mg como maior pico de producdo no dia 12 e a partir do dia 16 a atividade
comeca a diminuir chegando a 0,698Ul/mg no dia 25. Para a temperatura de 20°C
ocorreu um aumento no dia 10 de incubacéo para todas as enzimas e foram obtidos
0s picos de maior producéo principalmente para a BG, com 71,838 Ul/mg no dia 15
como podemos observar na Tabela 11 e Figura 5B. A atividade BG teve uma
notavel reducdo no dia 18 chegando a 1,667 Ul/mg no dia 25. Esta reducdo de
atividade em ambos os casos provavelmente ocorre pela escassez de fontes de
nutricdo necessarias para o metabolismo e também ao acumulo de metabdlitos
secundarios que geram inibicdo da enzima, principalmente acumulo de glicose e
celobiose (FLACHNER e RECZEY, 2004; LESCHINE, 1995).

5.2Planejamento Fatorial Experimental
O Planejamento Fatorial Experimental DCCR foi utilizado para avaliar a
influéncia da composicdo do meio de cultivo D na producdo das celulases pelo
fungo de ambiente marinho T. lixii - 5A7. As amostras foram coletadas nos dias 13,
14, 15 e 16, seguindo a matriz descrita na Tabela 12. Cada ensaio foi realizado na
temperatura de 20°C e avaliado por sextuplicada quanto a atividade das enzimas e

da quantidade de proteinas totais.
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Tabela 12. Matriz DCCR do meio de cultivo D em g/L

N° de KH2PO4
Ensaio Glicose (X1) (X2) YNB (X3) CMC (X4)
1 6,00 3,00 4,70 12,50
2 14,00 3,00 4,70 12,50
3 6,00 5,00 4,70 12,50
4 14,00 5,00 4,70 12,50
5 6,00 3,00 8,70 12,50
6 14,00 3,00 8,70 12,50
7 6,00 5,00 8,70 12,50
8 14,00 5,00 8,70 12,50
9 6,00 3,00 4,70 27,50
10 14,00 3,00 4,70 27,50
11 6,00 5,00 4,70 27,50
12 14,00 5,00 4,70 27,50
13 6,00 3,00 8,70 27,50
14 14,00 3,00 8,70 27,50
15 6,00 5,00 8,70 27,50
16 14,00 5,00 8,70 27,50
17 2,00 4,00 6,70 20,00
18 18,00 4,00 6,70 20,00
19 10,00 2,00 6,70 20,00
20 10,00 6,00 6,70 20,00
21 10,00 4,00 2,70 20,00
22 10,00 4,00 10,70 20,00
23 10,00 4,00 6,70 5,00
24 10,00 4,00 6,70 35,00
*25 10,00 4,00 6,70 20,00
*26 10,00 4,00 6,70 20,00
*27 10,00 4,00 6,70 20,00

* Os ensaios 25,26 e 27 correspondem a triplicata do ponto central

Nas Figuras 7, 8, 9 e 10 temos os resultados das atividades especificas para
o cultivo D que foi realizado nos dias 13, 14, 15 e 16 respectivamente, observamos
gue a producdo das diferentes celulases nos 24 ensaios testados mostrou
comportamentos variados quanto sua atividade especifica comparados com o ponto

central.
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Figura 7. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7
no DCCR de 27 ensaios no dia 13.
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no DCCR de 27 ensaios no dia 14.
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Figura 10. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7
no DCCR de 27 ensaios no dia 16.
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especificas variam em cada ensaio 0 que nos indica que as concentragbes dos
componentes do meio D poderiam estar influenciando de maneira positiva ou
negativa para a producdo das enzimas celulases pelo fungo de ambiente marinho
Trichoderma lixii-5A7 e observamos que os picos de maior producdo das celulases
foram nos ensaios 9 e 23 para os quatro dias testados (Tabela 13) e entre esses
dias comparando os ensaios 9 e 23 a producao das celulases foi maior no dia 15
(Tabela 14).

Tabela 13. Atividade Especifica das celulases dos ensaios 9 e 23 do DCCR para 0s
guatro dias de cultivo.

Dia Ensaio B-Glicosidase endoglucanase FPAse exoglucanase
13 9 2,39 + 0,032 70,07 + 6,62° 58,55 +1,08¢ 53,03 +1,67°
14 9 1,41 +0,112 89,24 + 2,419 51,58 +0,80° 44,62 +0,65°
15 9 30,90 + 0,25¢ 125,99 + 2,49¢ 60,94 + 1,40" 83,60 + 0,909
16 9 1,84 £ 0,032 44,95 + 0,95° 28,73+0,29° 15,36+0,17°
13 23 21,09 + 0,55P 56,28 + 5,50° 20,40 + 3,962 39,05 + 1,49¢
14 23 59,99 + 0,314 71,56 £ 0,62° 22,93 +2,82> 24,66 +0,36°
15 23 85,91 + 0,14¢ 79,00 £+ 0,64¢ 29,41 £ 0,56° 47,54 +0,99°
16 23 20,04 + 0,13 35,71 + 1,342 20,20+ 0,282 10,91 +0,28?

A atividade enzimatica especifica estd expressa em Ul/mg. Médias + desvio-padrdo seguidas de
letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 95% de confian¢ca (p<0,05),
utilizando o programa Statgraphics 19 (Apéndice E).

Tabela 14. Atividade Especifica das Celulases produzidas pelo fungo de ambiente

marinho Trichoderma lixii-5A7 no DCCR de 27 ensaios para o dia 15.

N° de

Ensaio B-Glicosidase endoglucanase FPAse exoglucanase
1 1,29 £ 0,02 4,36 + 0,21 4,10 £ 0,09 0,76 £ 0,13
2 2,02 £0,04 8,99 + 0,09 578+0,13 0,78 £ 0,19
3 1,86 +£ 0,03 4,19 +0,10 4,96 + 0,07 1,47 £ 0,10
4 5,29 + 0,08 12,08 +£1,16 525+0,15 4,15+ 0,17
5 1,92 £ 0,05 1,33+0,06 1,07 £ 0,06 1,16 £ 0,02
6 0,76 £ 0,01 1,12 +0,24 1,95+ 0,06 2,40 £ 0,03
7 2,38 £0,10 22,74 £ 0,63 13,33+0,18 10,99 £ 0,29
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8 0,75+0,01 8,79 +0,32 4,02 + 0,07 3,03 +0,06
9 30,90 + 0,25 125,99 + 2,49 60,94 + 1,40 83,60 + 0,90
10 0,09+0,01 4,68 + 0,16 3,63 +£0,09 1,91 £ 0,07
11 0,91 £ 0,04 7,81 +0,12 5,53+0,23 8,21 +0,21
12 0,30 + 0,03 3,39+0,17 2,64 +0,05 1,49 £ 0,02
13 0,50+0,01 1,52 £ 0,07 2,05+0,04 3,80+ 0,03
14 0,28 £ 0,02 11,36 £ 0,47 6,04 £ 0,10 2,91 +£0,10
15 0,64 +0,01 3,63 +£0,09 2,39 0,04 2,53+0,03
16 0,07 +0,01 9,84 £0,31 11,83 +£0,80 1,33 +0,08
17 0,77 +0,01 6,56 =+ 0,08 1,85+0,31 2,57 £ 0,06
18 0,20+0,01 2,03 +£0,06 1,26 £ 0,06 1,03 £ 0,07
19 2,12 +0,03 2,33+0,05 2,34 £ 0,09 2,95+0,03
20 1,69 £ 0,02 4,03 + 0,04 2,71 £ 0,06 3,61 +0,04
21 2,05+0,03 11,40 £ 0,30 6,38 £ 0,04 3,15+ 0,03
22 0,18 +0,01 1,29 £ 0,03 0,57 £ 0,03 2,56 £ 0,05
23 85,91+ 0,14 79,00 £ 0,64 29,41 + 0,56 47,54 + 0,99
24 1,52+ 0,01 2,19 + 0,08 1,48 £ 0,05 1,01 £ 0,03
25 73,59 + 1,03 59,33 +0,72 35,03 +0,77 60,96 + 0,83
26 67,24 + 0,16 55,65 + 1,88 33,93 +£0,93 60,43 £ 0,52
27 74,83 + 1,26 60,54 + 1,30 37,08 +0,72 64,92 + 0,68

A atividade enzimatica especifica esta expressa em Ul/mg.

Na Tabela 14 observamos que para o ensaio 9 ha uma grande diferenca da
atividade especifica das enzimas EnG, FPAse e ExG com 125, 99 Ul/mg; 60,94
Ul/mg e 83,60 Ul/mg respectivamente comparados com seus pontos centrais. Esses
resultados indicam que as diferentes concentraces dos componentes do meio D
influenciaram na atividade especifica. Ao realizar a analise de ANOVA obtivemos
um p valor menor do que 0,05 para cada uma das celulases, sugerindo que existe
diferenca significativa entre os diferentes ensaios e por tanto foi realizado o teste de
Tukey para determinar entre quais ensaios existe uma diferenca significativa
(Apéndice F).

Para a enzima BG no ensaio 23 obtivemos 85,91 Ul/mg que apresentou 1,20

vezes mais atividade do que o ponto central. Na matriz que foi seguida para realizar
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0 DCCR (Tabela 12) vemos que a grande diferenca entre o ensaio 23 do dia 15 com
0S pontos centrais é a concentracdo de CMC, 4 vezes menor que nos pontos
centrais, 0 que poderia indicar que ao ter menor concentracdo de CMC, produz
menor quantidade de acucar redutor, no caso seria glicose, diminuindo assim a
repressdo catabolica que a enzima B-Glicosidase poderia sofrer (FLACHNER e
RECZEY, 2004; LESCHINE, 1995). Ao realizar a analise de ANOVA e o teste de
Tukey para a BG nos 27 ensaios, se encontraram 14 grupos homogéneos a um
nivel de 95% de confianca (Apéndice F).

Nas Figuras 11, 12 13 e 14 estdo apresentados os diagramas de Pareto das
analises feitas pelo Software Protimiza Experimental Design das enzimas J-
glicosidase, endoglucanase, FPAse e exoglucanase no dia 15, respectivamente,
assim como as Tabelas 15;16;17;18 que demostram os efeitos e analise estatistica.
Tabela 15. Andlise do DCCR pelo Planejamento Experimental Protimiza da
Atividade Especifica B-glicosidase de Trichoderma lixii-5A7.

Nome Efeito  Erro Padrdo tcalculado p-valor 0,05
Média 71,89 8,57 8,39 0,0000
Glicose (xi1) -19,30 3,21 -6,01 0,0000
KH2PO4 (x2) -18,94 3,21 -5,89 0,0000
YNB (x3) -19,14 3,21 -5,96 0,0000
CMC (X4) -8,49 3,21 -2,64 0,0149

Meédia

Glicose

Variavel

YNB

KHz2PO4

cMmC

Efeitos Padronizados (tcaic)

Figura 11. Diagrama de Pareto da Analise do Planejamento Experimental Protimiza

da Atividade Especifica B-glicosidase de Trichoderma lixii-5A7.
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O planejamento DCCR realizado foi utilizado visando-se avaliar as condi¢des
do meio de cultivo, permitindo o conhecimento da atividade especifica e a relagédo
dos componentes do meio que podem resultar em um possivel aumento da
atividade enzimatica. Em relacao a atividade da 3-Glicosidase, estatisticamente sua
producéo pelo fungo Trichoderma lixii-5A7 apresentou como variaveis significativas
0s quatro componentes do meio D no dia 15 (Tabela 15). Conforme o diagrama de
Pareto desta linhagem (Figura 11), todas as variaveis significativas mostraram efeito
negativo no processo, 0 que sugere que podem ter suas concentracdes reduzidas
para melhores atividades. Cabe mencionar que variaveis significativas sédo aquelas
gue apresentaram p-value igual ou menor que o nivel de significancia estabelecido
pelo pesquisador, que no trabalho aqui mencionado foi adotado como 0,05
(RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Tabela 16. Analise do DCCR pela Analise do Planejamento Experimental Protimiza

da Atividade Especifica endoglucanase de Trichoderma lixii-5A7.

Nome Efeito  Erro Padrdo tcalculado p-valor 0,05
Média 58,51 15,93 3,67 0,0013
Glicose (xi1) -13,41 5,97 -2,24 0,0352
KH2PO4 (x2) -13,68 5,97 -2,29 0,0319
YNB (x3) -12,89 5,97 -2,16 0,0420
CMC (Xa) -4,33 5,97 -0,73 0,4759

Média

KHzPO4

Glicose

Variavel

YNB

CcMC

Efeitos Padronizados (tcaic)

Figura 12. Diagrama de Pareto da Analise do Planejamento Experimental Protimiza

da Atividade Especifica endoglucanase de Trichoderma lixii-5A7.
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Tabela 17. Analise do DCCR pela Analise do Planejamento Experimental Protimiza
da Atividade Especifica FPAse de Trichoderma lixii-5A7.

Nome Efeito  Erro Padrédo tcalculado p-valor 0,05
Média 35,35 7,34 4,82 0,0001
Glicose (x1) -7,99 2,75 -2,90 0,0082
KH2PO4 (x2) -7,75 2,75 -2,82 0,0101
YNB (x) 7,51 2,75 -2,73 0,0122
CMC (xa) -4,52 2,75 -1,64 0,1146

I

Média

Glicose

KHz2PO4

Variavel

YNB

CcMC

Efeitos Padronizados (tcalc)

Figura 13. Diagrama de Pareto da Analise do Planejamento Experimental Protimiza
da Atividade Especifica FPAse de Trichoderma lixii-5A7.

Uma avaliacdo da analise dos efeitos na producdo das endoglucanases
(Tabela 16, Figura 12) e FPAse (Tabela 17, Figura 13) pelo fungo de ambiente
marinho, permitiu observar que as principais variaveis significativas foram as
concentragdes de Glicose, KH2PO4 e YNB com efeito negativo, ou seja, para uma
melhor producdo das enzimas e com maior atividade especifica, a concentragcao
utilizada de tais variaveis poderia ser diminuida.

Tabela 18. Analise do DCCR pela Analise do Planejamento Experimental Protimiza

da Atividade Especifica exoglucanase de Trichoderma lixii-5A7.

Nome Efeito  Erro Padrdo tcalculado p-valor 0,05
Média 62,10 10,50 591 0,0000
Glicose (x1) -15,06 3,94 -3,82 0,0009
KH2POg4 (X2) -14,68 3,94 -3,73 0,0012
YNB (x3) -14,79 3,94 -3,76 0,0011

CMC (Xa) -9,44 3,94 -2,40 0,0255
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Figura 14. Diagrama de Pareto da Analise do Planejamento Experimental Protimiza
da Atividade Especifica exoglucanase de Trichoderma lixii-5A7.

Os efeitos de cada variavel exercidos sobre a atividade enzimatica especifica
exoglucanase sao apresentados na tabela 18 e pelo diagrama de Pareto (Figura
14). Todos os componentes do meio foram estatisticamente significativos e com
efeitos negativos, indicando que para ter uma maior atividade da exoglucanase, as
concentragcfes dos componentes poderiam ser diminuidas.

Comparando-se as atividades obtidas no meio de cultivo D nos ensaios 9 e 23
com aquelas observadas no cultivo sem a influéncia das variaveis, pode-se
observar um aumento de 1,20; 2,15; 1,72 e 1,35 vezes nas atividades [(3-glicosidase
(71,89 para 85,91 Ul/mg), endoglucanase (58,51 para 125,99 Ul/mg), FPAse (35,35
para 60,94 Ul/mg) e exoglucanase (62,10 para 83,60 Ul/mg), respectivamente.

Como citado anteriormente nesta etapa do trabalho, as condi¢cdes de cultivo
influenciaram o crescimento e no metabolismo do fungo de ambiente marinho.
Consequentemente, o estudo destas condi¢bes seria de grande importancia para
melhorar a producédo das celulases.

Posteriormente, dos ensaios apresentados na Tabela 14, foram selecionados

0s que deram uma maior atividade celulolitica, no caso foram 0s ensaios 9 e 23, no
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dia 15 na temperatura de 20°C e foi realizada uma nova fermentagédo modificando
as concentragbes do componente YNB como se mostra na tabela 19, com a
finalidade de observar alguma alteragdo na atividade das enzimas celuloliticas visto
gue nos resultados anteriores os efeitos desta variavel poderiam ser diminuidos
para obter uma melhora na producao das enzimas e também poder reduzir impacto
econdémico visto que os componentes utilizados, YNB representam um maior custo

para a producdo das enzimas.

Tabela 19. Experimentos realizados para os ensaios 9 e 23 modificando as
concentragdes do componente YNB do meio D.

Ensaio N°de Condicdo Glicose KH2PO4 YNB CMC
9 0 0,900 0,450 0,705 4,125

9 0 0,900 0,450 0,705 4,125
9 1 0,900 0,450 0,353 4,125
9 2 0,900 0,450 0,176 4,125
9 3 0,900 0,450 0,088 4,125
9 4 0,900 0,450 0,044 4,125
9 5 0,900 0,450 0,000 4,125
23 0 1,500 0,600 1,005 0,750
23 0 1,500 0,600 1,005 0,750
23 1 1,500 0,600 0,503 0,750
23 2 1,500 0,600 0,251 0,750
23 3 1,500 0,600 0,126 0,750
23 4 1,500 0,600 0,063 0,750
23 5 1,500 0,600 0,000 0,750

* As concentracdes dos componentes estdo em g/150 mL
* Os experimentos com numeracdo O correspondem as condicdes 9 e 23
propriamente ditas (sem modificacdes).

Nas Figuras 15 e 16 temos os resultados das atividades especificas para os
ensaios otimizados 9 e 23 respectivamente realizados no dia 15, observamos que a
producdo das diferentes celulases nas 10 condicbes testadas mostrou
comportamentos variados quanto sua atividade especifica comparados com o ponto

central (Condigéo 0).
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Figura 15. Atividade Especifica das Celulases nas diferentes condi¢cdes
(modificando as concentracbes do componente YNB) produzidas por Trichoderma

lixii-5A7 no ensaio 9.

Ensaio 23
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Figura 16. Atividade Especifica das Celulases nas diferentes condigbes
(modificando as concentragcdes do componente YNB) produzidas por Trichoderma

lixii-5A7 no ensaio 23.
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especifica das celulases na condi¢ao 1 produzidas pelo fungo Trichoderma lixii-5A7
para ambos ensaios no dia 15 na temperatura de 20°C, comparado ao ponto
central, obtendo uma atividade especifica de 126,97 Ul/mg; 70,96 Ul/mg e 87,30
Ul/mg para endoglucanase, FPAse e exoglucanase respectivamente no ensaio 9 e
88,22 Ul/mg para B-glicosidase no ensaio 23 (Tabela 20).

Tabela 20. Atividade Especifica das Celulases produzidas pelo fungo de ambiente

marinho Trichoderma lixii-5A7 nos ensaios 9 e 23 nas diferentes condic¢oes.

NO
Ensaio Condicéao B-glicosidase endoglucanase FPAse exoglucanase

9 0 33,58+0,16¢ 124,22+1,98" 68,43+0,769 83,27+1,11'
9 0 30,88+0,28¢ 121,061,789 68,79+1,299 86,49+1,21)
9 1 39,93+0,224 126,97+0,86' 70,96+1,39" 87,30+0,58
9 2 13,09+0,462° 69,47+0,39¢ 14,66+0,35¢ 19,04+1,62¢
9 3 12,88+0,35% 13,39+0,66° 13,27+0,13¢ 3,91+0,232
9 4 10,350,462 12,10+0,37° 12,88+0,21¢ 4,41+0,32°
9 5 6,37+0,152 5,56+0,502 12,60+0,18¢ 3,09+0,232
23 0 80,08+0,15¢ 81,37+1,90¢ 39,22+0,67¢ 47,49+0,63'
23 0 82,77+1,76¢ 86,05+1,90' 42,48+1,23¢  49,47+0,999
23 1 88,22+0,30 89,63+1,80' 45,59+0,54 51,31+0,83"
23 2 11,70+0,33%° 21,92+0,28¢ 7,92+0,25P 5,29+0,13°¢
23 3 11,52+0,273 6,20+0,222 4,840,172 7,27+0,449
23 4 8,50+0,342 5,70+0,292 6,91+0,32° 6,68+0,12¢
23 5 5,59+0,192 5,49+0,262 5,84+0,192 2,29+0,292

A atividade enziméatica especifica estd expressa em Ul/mg. Médias + desvio-padrdo seguidas de
letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 95% de confiangca (p<0,05),
utilizando o programa Statgraphics 19 (Apéndice G).

Os resultados obtidos serviram para poder selecionar a condi¢do favoravel do
meio otimizado para ser utilizado na producdo das celulases em escala de biorreator,

0s ensaios selecionados foram 9 e 23 ambos na condicao 1.
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5.3 Producéo das celulases em escala de Biorreator

O fungo de ambiente marinho Trichoderma lixii-5A7 teve a capacidade de
produzir celulases em um biorreator de 3L de volume de trabalho na condigéo
selecionada (ensaio 9/condicdol e 23/condi¢cdo 1). A cinética de producdo de
celulase na fermentacdo submersa apresentou alta atividade enzimatica especifica
apos 120 horas de fermentacdo (BG 88,71 Ul/mg; EnG 97,31 Ul/mg; FPAse 71,10
Ul/mg e ExXG 66,71 Ul/mg) para o ensaio 9 (Figura 17) e 96 horas de fermentacéo
(BG 100,53 Ul/mg; EnG 84,33 Ul/mg; FPAse 52,00 Ul/mg e ExXG 46,29 Ul/mg) para
0 ensaio 23 (Figura 18). Com esses resultados observarmos que o fungo
Trichoderma lixii-5A7 conseguiu picos de maior producdo no tempo menor para 0s
ensaios 9 e 23 comparados com 0s que obtivemos na escala de bancada (Tabela
11).

Ensaio 9
H B-glicosidase
110

100 T
9%
80
70
60
50
40
3
2
1

k4 Endoglucanase
M FPAse

i Exoglucanase

o o

o

=5
0 Sm—— =i Iljﬂ_ [ .|:|L=l .ljﬁm IJiE o o

0 6 24 48 72 78 96 120 144 150 168
Tempo (h)

Figura 17. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7

no ensaio 9 utilizando o biorreator TECNAL com volume de trabalho de 3L.
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Ensaio 23
M B-glicosidase

k4 Endoglucanase
I M FPAse

i Exoglucanase
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Figura 18. Atividade Especifica das Celulases produzidas por Trichoderma lixii-5A7
no ensaio 23 utilizando o biorreator TECNAL com volume de trabalho de 3L.

Ao realizar a fermentacao no biorreator também observamos o crescimento do
fungo Trichoderma lixii-5A7 em forma de micélios dispersos para ambos ensaios (9
e 23), o que poderia ter influenciado na producdo das enzimas. Segundo Gibbs,
Serviour e Schmis (2000) e Musoni et al. (2015), os fungos filamentosos podem
crescer em formato de pellets ou em filamentos miceliais dispersos, sendo a
morfologia uma caracteristica particular a producdo de metabdlitos. Esta morfologia
pode ser influenciada pela aeracdo no sistema de fermentacdo e pela intensidade
de agitacdo, de acordo com Zheng et al., (2002) e Musoni et al., (2015) a aeracgao
influencia no crescimento celular e na producdo enzimatica, enquanto a agitacao
pode causar fragmentacdo das células, assim como variacbes na morfologia de

crescimento, refletindo na producédo de metabdlitos.
5.4Dosagem de atividade das enzimas proteoliticas

Como observamos que o fungo de ambiente marinho T. lixii-5A7 € promissor
para producdo de celulases e pouco estudado para producdo de enzimas,

realizamos uma cinética nas temperaturas de 20 e 30 °C utilizando o meio D, com o
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intuito de avaliar a producao de proteases por periodo de 16 dias em paralelo com a
producédo das celulases e poder também observar se ocorreu alguma influéncia da

producéo de proteases sobre a producao das celulases.

Os resultados mostraram que o fungo T. lixii-5A7 produz proteases com um
pico de maior producéao de 6,33 Ul/mg e 11,09 Ul/mg para a temperatura de 30°C
(Figura 19) e 20°C (Figura 20) respectivamente. Ambas atividades foram obtidas no

oitavo dia de producdo.

50
40
30

2

o Iﬂ“u N I M Ii Iu “ I IL,I Iiu LII IIu mi I Ii | iﬁiiu
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

N° de Ensaio

(@]

(@]

M B-glicosidase i Endoglucanase B FPAse M Exoglucanase LiProtease

Figura 19. Atividade Especifica das enzimas produzidas por Trichoderma lixii-5A7

na temperatura de 30°C no periodo de 16 dias.
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Figura 20. Atividade Especifica das enzimas produzidas por Trichoderma lixii-5A7

na temperatura de 20°C no periodo de 16 dias

Podemos observar com o0s nossos resultados que a producédo de proteases
nao afeitou as atividades celuloliticas do fungo T.lixii-5A7. Mesmo o meio D néo
sendo 0 meio otimizado para a producao de proteases, conseguimos uma atividade
proteolitica consideravel de 11,09 Ul/mg comparada com alguns trabalhos na
literatura, que avaliam a composicdo do meio de cultivo na producdo das proteases.
Como exemplo o estudo realizado por Hajji et al. (2008) avaliou a influéncia de um
diferente meio de cultivo suplementado com po de raiz de Mirabilis jalapa para a
producédo de proteases pelo fungo Aspergillus clavatus ES1 onde foi observado que
a atividade maxima antes da otimizacdo do meio de cultivo era de aproximadamente
0,276 Ul/mg e depois da otimizacdo fornecida pela analise de Plackett-Burman
passou a ser 4,415 Ul/mg. Outro estudo feito por Belmessikh et al. (2013) avaliou a
producéo de proteases A. oryzae NRRL 2220, obtendo atividade maxima de 2,156

U/mg em 96 horas de cultivo.
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5.5 Extracdo de RNA total e sintese do cDNA

A integridade do RNA total extraido com o tampdo RLC foi verificada
realizando a eletroforese desnaturante em gel de agarose 1,2% (Figura 21), onde
podemos observar duas bandas, a primeira que corresponde a subunidade 28S de
rRNA que apresenta maior intensidade que a segunda banda que corresponde a
subunidade 18S.

A qualidade e quantificagdo do RNA total extraido foi verificada por meio de
medidas de densidade Optica em espectrofotbmetro, a estimativa da pureza do RNA
total extraido pelo valor da relacao entre 260/230 nm e 260/280 nm foi acima de 1,8
(Tabela 21).

Figura 21. Confirmacéo de RNA total extraido. Eletroforese desnaturante em gel de
agarose (1,2%) de RNA total extraido do micélio do fungo Trichoderma lixii-5A7 nas
condi¢cBes selecionadas previamente; amostra 1 corresponde ao ensaio 9 (345ng/pul)

e 2 ao ensaio 23 (764 ng/ul).

Tabela 21. Qualidade e quantificacdo do RNA total extraido do micélio do fungo

Trichoderma lixii-5A7 nos ensaios previamente selecionados.

Ensaio 260/280 nm 260/230 nm Quantificacdo (ng/uL)
9 2,2 1,9 345
23 2,2 2,2 764

A integridade do RNA total foi verificada por eletroforese desnaturante em gel

de agarose, observando-se uma banda referente a subunidade 28S, de intensidade
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maior que a banda correspondente a subunidade 18S, ndo deve aparecer bandas
acima da subunidade 28S pois indicam contaminacéo e deve existir pouco arraste
abaixo e entre as duas bandas, pois indicam a degradagdo do RNA (FARRELL,
2017).

Para estimar a pureza do RNA extraido, € fundamental observar a relacdo de
absorbancia entre acidos nucleicos e proteinas (260/280 nm) e entre acidos
nucleicos e polissacarideos, fenol ou sais (260/230 nm), que deve estar entre 1,8 a
2,2, indicando que a presenca desses contaminantes estd em nivel insignificante.

Ap6s obtencdo de RNA total e verificacdo da integridade e qualidade
adequada, procedeu-se a sintese de cDNA a partir de RNA total utilizando o kit
‘High Capacity cDNA Reverse Transcription”. Os cDNA resultantes (cDNA9 e
cDNA23) foram utilizados como molde nas reacdes de PCR.

A qualidade de amplificacdo do cDNA total obtido pode ser observada na
Figura 22 em que a presenca de um arraste de acido nucleico (pocos 2 e 3), sem
formacado de bandas nitidas, confirma a transcricéo reversa de mRNAs de variados

tamanhos.

2000 pbp —
1000 pbp ——

100 pb ——

Figura 22. Sintese de cDNA, 1: Marcador de peso molecular 1Kb plus, 2 e 3: cDNA
sintetizado dos ensaios 9 e 23 respectivamente.
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Com a busca no banco de dados referente as sequéncias de aminoacidos e
nucleotideos das enzimas celuloliticas utilizando as palavras chaves descritas no
item 4.10, foram selecionadas as sequéncias dos microrganismos apresentados na
Tabela 22 para andlise de regifes conservadas de aminoacidos para o desenho de
primers degenerados que pudessem abranger sequéncias de diferentes linhagens,
principalmente do género Trichoderma e Hypocrea.

Tabela 22. Niumero de acesso do banco de dados NCBI, nomes das enzimas e

microrganismos selecionados.

Numero de Numero de Enzima Microrganismo
acesso (Proteina) acesso
(Nucleotideos)

ART28553.1 KY199423.1 beta-glicosidase Trichoderma harzianum

AMP46472.1 KU201604.1 beta-glicosidase Trichoderma harzianum

AJC01624.1 KJ502670.1 beta-glicosidase Hypocrea sp.

BAA74959.1 AB003110.1 beta-glicosidase Trichoderma reesei

BAP59015.1 LC002808.1 beta-glicosidase Trichoderma reesei

BAP59014.1 LC002807.1 beta-glicosidase Trichoderma reesei

AHK23047.1 KF979307.1 beta-glicosidase Trichoderma reesei

XP024404907.1 XM024550352.1 beta-glicosidase Trichoderma gamsii

AAM77711.1 AF435068.1 endoglucanase Trichoderma citrinoviride

AB093399.2 EF426722.2 endoglucanase Trichoderma virens

AYN44081.1 MG702348.1 endoglucanase Trichoderma harzianum

AYN44080.1 MG702347.1 endoglucanase Trichoderma harzianum

AFK32784.1 JQ923478.1 endo-1,4-beta- Hypocrea lixii
glucanase

ACE81432.1 EU747839.1 endo-1,3(4)-beta- Hypocrea lixii
glucanase

QWE49772.1 MW349134.1 beta-1,3- Trichoderma harzianum
endoglucanase

AlIK67328.1 KMO001855.1 Endoglucanase Trichoderma harzianum
(CMCase)

CAA05375.1 AJ002397.1 beta-1,3 Trichoderma lixii
exoglucanase

AHK23048.1 KF992142.1 exoglucanase Trichoderma reesei

XP_018656467.1 | XM_018810323.1 | exoglucanase Trichoderma gamsii

ABY19519.1 EU314718.1 beta 1,3 Trichoderma asperellum
exoglucanase

AAP33112.1 AY269826.1 beta-1,3- Trichoderma hamatum
exoglucanase

Uma vez selecionadas as sequéncias das

celulases, as mesmas foram

agrupadas de acordo com as porcentagens de identidade a partir de regides

conservadas das sequéncias e estas foram alinhadas utilizando a ferramenta
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CLUSTAL e a representagcédo, por meio da ferramenta BoxShade. A Tabela 23
apresenta a porcentagem de similaridade entre as oito sequéncias de -
glicosidases, separadas em dois grupos e a Figura 23 e 24 representa o
alinhamento entre os grupos BG1 e BG2, permitindo a visualizagcéo da regido onde
os primers forward e reverso foram desenhados. Uma vez que o alinhamento de
proteinas foi realizado, levou-se em consideracéo para o desenho de primers que o
codigo genético é degenerado e também o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos referentes as sequéncias proteicas coletadas.

Tabela 23. Matriz das porcentagens de identidade entre as sequéncias proteicas do
grupo da B-glicosidase.

BG1 BG2
ART28553.1 AMP46472.1 BAA74959.1 AHK23047.1 BAP59014.1 BAP59015.1 AJC01624.1 XP_024404907.1
ART28553.1 100.00 100.00 81.82 83.76 38.28 371.67 37.62 34.75
AMP46472.1 100.00 100.00 81.83 83.73 38.13 37.70 37.62 34.75
BAA74950.1 81.82 81.83 100.00 97.03 38.91 38.97 38.55 36.94
AHK23047.1 83.76 83.73 97.03 100.00 38.75 38.62 38.55 34.85
BAP59014.1 38.28 38.13 38.91 38.75 100.00 44.46 41.05 40.61
BAP59015.1 37.67 37.70 38.97 38.62 44.46 100.00 48.69 47.82
AJC01624.1 37.62 37.62 38.55 38.55 41.05 48.69 100.00 51.10

XP_024404907.1  34.75 34.75 36.94 34.85 40.61 47.82 51.10 100.00
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ARTZ8553.1 1

AMFP46472.1 1

BAAT4959.1 1

ANFZ23047.1 1

ARTZ28553.1 [ TAT.TESLGARSYRFSISWSETIT

AMP46472.1 [ TAT.TLESLGARSYRFSISWSETIL

BAAT435%.1 [ TAT.TESLGARSYRFSISWSETI TR

AHMKZ23047.1 [ TAT.LESLGARSYRFSISWIEI IR

ARTZ85353.1 121

AMP46472.1 121

BAAT435%.1 121

AHFZ23047.1 121

ARTZ28553.1 181 GOIGIVLNGDFT Y PWDSSDEIR DR
AMP46472.1 181 GOIGIVLHNGDFIYEW SSUPHDH
BAAT4959.1 181 GOIGIVLNGDFTYEPWDS F
AME23047.1 181 GOIGIVLNGDFTYEW
ARTZ8353.1 240 EAAERRLEFFTAWYRDFIYIEDYEASMREDLGDRLPEFTPE

Elci=5 15 e i e o A F R LEF F AW A D P T Y LG DY PASMEF OTL.GDRLPRFTEFE

BAAT435%.1 241 EAAERRLEFFTRWEhDPIYIEDYEASMREDLGDRLPHFTPE

BN iE A R L N 0 M FRE LEF FTAWEADPT Y L.GD Y PASMEF OT.GDELEFMFTFE

ARTZ28553.1 300 NEENSsI ey sy AN L g e R RGOCIGPETNSH

EAGI=E 5 b R T TV N TR HEE SPATADDTVER VIV .HGQCIGPE ERS

BAAT4959.1 301 = E

AHMKZ23047.1 301 = E

ARTZ85353.1 3&0

AMP46472.1 380

BAAT435%.1 361

AHMKZ23047.1 361

ARTZ8353.1 420 J&E.

AMP4647T2.1 420 |RINNTENEESERSN T ETN N LUK S ST

SEEE 3L N A A N FEW A DGYVIRF GV Y VD YENG L

ANEZ23047.1 421 |RyNTENEESERN AT E TN LNk e {HPFESAFST.EF

Figura 23. Alinhamento multiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao
grupo BG1. 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 utilizados na PCR.
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Figura 24. Alinhamento multiplo 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 utilizados na PCR.
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Em relacdo as endoglucanases, as mesmas andlises foram realizadas,
dividindo-se estas sequéncias em 3 grupos de acordo com a maior similaridade
entre as oito sequéncias obtidas dos bancos de dados, como mostra a Tabela 24.
As Figuras 25; 26 e 27 representam o alinhamento entre as sequéncias dos grupos

EnG1, 2 e 3, respectivamente e onde os primers foram desenhados.

Tabela 24. Matriz das porcentagens de identidade entre as sequencias proteicas do

grupo da endoglucanase.

EnG1 EnG2 EnG3
AAMT77711.1 AFK32784.1 AlK67328.1 ACE81432. ABO93399 QWE49772 AYN44081 AYN44080.1
AAM77711.1 100 83,76 82,05 19,52 17,06 14,71 16,28 16,28
AFK32784.1 83,76 100 96,6 20,85 18,87 20 20,45 18.18
AlK67328.1 82,05 96,6 100.00 20.38 18.40 20.00 18.18 15.91
ACES81432.1 19.52 20.85 20.38 100.00 93.03 95.10 21.46 21.23
AB093399.2 17.06 18.87 18.40 93.03 100.00 100.00 21.95 21.70
QWE49772.1 1471 20.00 20.00 95.10 100.00 100.00 22.02 21.71
AYN44081.1 16.28 20.45 18.18 21.46 21.95 22.02 100.00 87.21
AYN44080.1 16.28 18.18 15.91 21.23 21.70 21.71 87.21 100.00

RAMT7T7711.1

RFK32784.1
RIKE7328.1

BRAMT7T7711.1
AFK32784.
AIKGE7328.

&l
HADWQWDFJQNNVLSLENVQIAIPQhRIVNaIGaMPTTAaWSLTGQNL"
HADWOQWSGSONNVESYPNVQIATPORKRIVNSIGSMPTTATWSYTGSNLRA

RAMTTT11.1
RAFK3Z2784.1 SNENHVT1SGDYELMIWLARYGDIGPIGQAQHTVEINHOSWTL1iG
RATKET7328.1 SNEPNHVTYSGDYELMIWLARYGDIGPIGSAQGTVNINGQSWILYYG

DAL R R R R SR DR T2 S GDVRNEF FNY LRDNEG YA EEOYVI.SYQFGTEPFTGSGT LNV
P s Y S N R RN T TN S GDVENFFNY LRDNEGYEPRASSQYVLS loFHTEPFTHSGTLNVN"%WTAaI
Ry I N R N TV TN SGDVENF FNY LRDNKGYPAS SQYVLSYQFGTEPFTGSGTLNVNSWTAS T

Figura 25. Alinhamento multiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao
grupo EnG1l. 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 utilizados na PCR.
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LCES1432.1 1 FLTATLY ALLLGAASATPTPFSPFPASDEGITRERATSFY YPHNMDHVNAPREGFAFDLDGD
LBO93399.2 1 FLTALY ALLLGAASATPTPFSPFPASDEGITERATSFYYPHNMDHVNAPEGFAFDLDGED
CoWE4353772.1 1

LCES1432.1 N P T Y OTVNAGDGNALONATIWNT DERGGSRHEPOWFASOPREVVY IPPGTY TISETLRFNTDT I
LBO93399.2 N Y P T Y OTVNAGDGNALONATRTDEGRGGSRHEOWFASOPEVVY IPPGTY TISETLRFNTDT I
CoWE4353772.1 1 - ——
LCES1432.1 LMGDEPFTNPFIIFAALAGEFSGDOTLISAODESTNERGELSFAVAIFNMVLDTTAT EPGGNS
LBO93399.2 LMGDEFTNPPFIIFAALAGEFSGDOTLISAODDESTNERGELSFAVAIFNLGVLDTTAT EFGGNS

COWE43772.1

LCES1432.1 WWEVAQAAHLONVREITMS SS5GGNGHTGI FMGRGES TLGLADVEVERGONG ITW I DSH!

LBO93399.2 WWEVAQALHLONVREITMS SSSGGNGHTGI FMGRGETLGLADVEVERGONGIWI DEHOO
CoWE4353772.1 VI VAOAALHLONVREITMS S55GGNGHTGI EMGRGE TLGLADVEVERGONG IW I DSH!

LCES1432.1 LS FHNIYFFONT IGMLISEGNTEFS IFSSTFDTCCTARSERACS PWIATIDARSINSGVT
LBO93399.2 LS FHNIYFFONT IGMLISGGNTEFS IFSSTFDTCGTGISNTGGEPWIALIDARSINSGVT
OWE4392772.1 RS FHNIYFFONTIGMLISGGNTEFS IFSSTFDTCETGI SNTGGEPWIALIDARSINSGVT
LCES1432.1 TTHNOFPFSFMIENLTREDNGTEVVVVRGETLVGASSHVNTY SYGNTVGENEPTYGDVTSSHNT
LBO93399.2 TTHNOFPFSFMIENLTREDNGTEVVVVRGETLVGASSHVNTY SYGNTVGENEPTYGDVTSSHNT
CoWE4353772.1 1 TTHNOFEFSFMIENLTEDNGTEVVVVEREGETLVGASSHVNTY SYGNTVGENETYGDVTSSHNT

ACcES14322.1 2el
LBO93395. S AT A PGERY PY VAPPTYGDLE ISSFLNVEDPAONGNROVEGDN TIDEAROTLMNATL,
CWE439772. I T AT A PGSR Y PY VAPPTYGDLEP ISSFLNVEDPAONGNROVEGDN TIDEAROLMNAIL

(Sl

LCES1432.1 EFE s OV AY FPFGRYRVDSTLF I PEGSRIVGEAWAT ITGNGNFFENENS POPVVIVGRAGD
LBO93395. SN ONE VAY FEEG] EVDSTLFIFEGSRIVGEAMAT ITGNGNEFFENENS POFVV SVGRAGDY
CoWE4353772.1 RIS ONE VAYFPFGEYRVDSTLFIPEGSRIVGEAWNAT ITGNGNFFENENS POPVV SVGRAGDY

]

LCES14322.1 CE-NEN G T A OB DR R TERN DV LPGA T LM FNMACGNNPGDVALRWN SLVTVGETRGH

LBOS93399.2 SR G T A TODVRITVN DV LEGAILLOFNMAGNNPGDVAIWNSLVIVGEETRGASAT.ANACTNN
COWE45772.1 AN T AT ODVRITVNDVLEPGAILLOFNMAGNNEGDVATITWNSLVTVEETRGASALANACTNN
LCES14322.1 INECFGAFIGIHVARGSSEY IO E LG R N e bl e [ R RERWN FGE T RRNEGECE
LBOS93399.2 { ! DHIAENESGGET SENRTeie e i FRhS o= S
CWE42772.1 252 ppodsderyigge  ———————————————————————— — ————— — —— — —— — —— ————————— ——
LCES14322.1 QO TPPFAPWVANYVGETWGDED
LBOS93399.2 QO T FPEFAPWVANVGETWGDED
OWE43772.1

LCES14322.1 [N G DR R CRMGEPANFINGGSN I Y TY ASAAMWNAFFSGPGOGCAQFECOQOTIHWIASTES
LBOS93399.2 PN GC DR R CRMGPANFINGGSN I Y TY ASARNAFFSGPGOGCAQFECQOTMHWILSTPS
owWe4sy72.12.. - ————
LCES14322.1 EP-RN F GL.C SEDSVNTLELGDGETF INT ONiekae: TE—— GG RN by

LBOS93399.2 ERE=IN FCT.C SEDSVNTLELGDGETF TNT ONir:) DYERELVE IRgrt e i

owWe4sy72.12. - ——————————— ===

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 utilizados na PCR.



R
Ky

e,

AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Compus de Arovoqimara —

SOLIS DOML SALUS

FACULDADE DE <,

96

OWVEMPWPHEGEPVLDY LANCNGEC
= MO VELIPWPHPGEVLDY LANCNGDC

GEFVA DAYOSPD [TCHENATHNARGHASVIRAAG
GEVACPDAYOQSPD [ICHENATHARGHASVIRAG

AYN440E51.1 1
AYN44080.1 1

AYMN440E51.1 SNF T VDR TTAFFE I DG I GLLS GRANEPGI
AYN440E20.1 N F TV DR TTLHAFFEIDGI GLESGENEG

FRAoE T 0= R B T 1 5 Aok DA ON Y POCFN LAV TGTGI LOP TGV LATIRL Y OESDPGILFNI Y TSPLTYMMEG
R E T Tk T I R BT [ S et s ON Y POCFN LAV TGTGSLOP TGV LETRL Y OESDPGILFNIYTSPLT YT PG

AYN44021.1 181 N VSGCLPSS STATATSRATVEGCRE
AYN440E50.1 181 EVSELE SSTATATSIMATVE Gk

Figura 27. Alinhamento mudltiplo entre as sequencias proteicas pertencentes ao

STGCT ISR
STGCT3SRTT

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 utilizados na PCR.

Para as ExG1 as mesmas analises foram realizadas com as 5 sequencias
obtidas do banco de dados como mostra a Tabela 24. A Figuras 28 representa o

alinhamento entre as sequéncias e onde os primers foram desenhados.

Tabela 25. Matriz das porcentagens de identidade entre as sequencias proteicas do

grupo da exoglucanase.

ExG1
AHK23048.1 XP_018656467.1 AAP33112.1 CAA05375.1 ABY19519.1
AHK23048.1 100.00 55.00 19.61 19.80
XP_018656467 55.00 100.00 17.93 20.63 20.63
AAP33112.1 17.93 100.00 88.57 90.79
CAA05375.1 19.61 20.63 88.57 100.00 97.87

ABY19519.1 19.80 20.63 90.79 97.87 100.00
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LHRZ2304858.1

XPp_018656467.1

AnP33112.1
Cand5375.1
ABY19515.1

AHEZ23048.1

XFP 018656467.1

ARP33112.1
CRR05375.1
2BY195135.1

RHEZ23048.1

Xp_018656467.1

anp33112.1
CRRO5375.1
ABY¥19515.1

AHEZ23048.1

Xp_(0l8656467.1

Anp33112.1
Cand5375.1
ABY19515.1

RHEZ23048.1

XP 018656467.1

mRP33112.1
CRRO5375.1
ABY13515.1

LHFZ230458.1

¥Xp_018656467.1

anp33112.1
CRRO5375.1
ABY19515.1

LHRZ23048.1

XFP 018656467.1

ARP33112.1
CRRO5375.1
ABY¥19519.1

AHEZ2304B8.1

XP_0l8e5e467.1

ARmP33112.1
Cam05375.1
ABY19513.1

RAHFEZ23048.1

XP_018656467.1

ARP3311Z2.1
CmRr05375.1
ABY15515.1
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MGFIRSLVELSE J4
MGFIRSLAVELSE Ji
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ENVEDEGARGDGVTIDDTARTNNAT LSGERCGRLCRSSTLTPAVVYFPAGTYVISTEIIDO
RNVKDYGAKGDG?TDDTEAINNAILSGGRCGRLCHSETLTPAUUEFPAGTYVISTPIID!
BENVEDEGARGDGVIDDTALTINNATI LSGERCGRLOWSSTLTPAVVYFPAGTYVISTEIID

DGDIT Y YGDNNPNDEPNWISTNVEYROIERNFELD
A TG DT Y YGDNNPNDPNWI STHNVEY RONENFELD
A TG DT YYGDNNPNDPNWI STNVEY RONENFELD

o
-
181 PHTISERTY CTHWPTAQAT STLON TOT TMSTAMGNIN.V GLFMENGSAGF LT DIGT FNGGHE
181 P HE T Y GIHWPTAQAT STLON IQT TMSTARIGNE VG LELIENGISAGEF LT DMT FNGG
181 USSR TY GTHWPTAQATSLON TOTTMSTAMGNEISV CLFIENGSAGF LT DMT FNGGI
1 ——— e ————————————————————
o
EESEN T GA A TGNOOY TMEN LV FNNC Gl T S s e & T TNNCGLGIDITAAESTTLIDS!
LS T AL TCGNOOYTMRN LY FNNC Reie TR R adet e ugsf TS TNNC G LG IDMTAAESTTL.IDS S
LN T G5 T GNOOYTMRINLV FNNC Gl Tgs Sraw gt de. G T S INNCGLGIDMTARESTITLIDS)
-
1 ——— e ————————————————————
EIN T PG TP VG IRTSFERINQOSPAT SNSLIVENLSLNNVEPVAIQSSSGET ILAGGTTTIARNG
301 BENCIPATINSLIVENLSLNNVEVAIQS 3G ILAGGTTTIEEWCG&
ENNRY TS CTEVGIRTS FERINOSPATSNSL IVENLSLNNVEPVAIOS SSCET ILAGGTTT TAANGES

RSFPQYETLPLSSFRESVRSAGATGNA
FPOYETLPMSSFRSVREISAGRTGHNA
FPOYETLPMSSFRSVESAGATGNA

o
=]
=]

421
421
421

17 L
481 IPKPVVQVGT&GQTGQVEWSDMI' TOSTOAGAVLIEWNLATSGTESGMWDVHTRIGGFEFR
EEMN CF PV VOVGETEPGOTGOVENSDMI VETOST QAGAVLIEWNLATSGTESGMWDVHTRIGGFE
EERNPE PVVOVET PGOTGOVEWSDMIVETOSTOAGAVLI EWNLATSGTPSGMWDVHTRIGGFEE
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XP_OQLEGSE467 .1
AMFIZILL1ZT. 1
CAROS537S.1
ABY15515.1

AHE23048.1
XFP_DQ1EGS6E467T .1
AAP3IZLLIZ.L
CARDS37S.1
ABY18515.1

AMEZI04S.1 L e

HP_018656467.1 132 TAYEEFTLLNNEFSFOVDVIGLEPCG B 5Gaar Y FTHLAGAR YGTGYCDS
ARF3I3112.1 T — : 3 1 Fio
CAADSITS.1 612 "y
ABY¥19519.1 12 ——mmmmm e : a1 1 —— -

AHEZI04S ., 1 1
XF_018656467.1 192

ARAP3IZLLZ.L €33 [
CARDS3TS.1 £33 e
ABY18519.1 &35 (=g
AHEZ3I04E8.1 1
XF_018656467.1 235
AAPIFLIZ. L &80
CAROS37S.1 &30
ABY18519.1 €90

AHEZ3048.1
XP_01BE56467.1
ARF3311Z2.1
CARDSITS. 1
ABY19515.1

AHEZZ04E.1
HF 1BE3e467.1

ARFIZ311Z.1 .

CARDS3ITS. 1 raTI 7 ki Ao oA A TR ACE TASESAGY
ABY10519.1 y TR o v oo a2 e iFACETACESAGY

AMEZI048.1 1 e
XP_018656467.1 2382 -@wooyvarsoarEErHrreorasneEaBrcEcaf =R vBarvecos B rvil BN I RFG

ARPIF112.1
CAROS3TS.1 860 THRAGVEYAGE CHGEGERAR ﬁ— rEcET-CcecRRL -==
ABRY19519.1 B&O Tdisvzrusz cnsss?i! T ET=CEGERRL i

AMEIIO48 .1 s B e mrviBr - AT Br Bl F - FRoACISVHS
XP_OlBE56467.1 442 PIGSTGGNITTGIIEsE ST s BrearcTuys

ARPITLAZ .1 e e e e e e e e R S S

CRAAISITS. 1 15 e Pl e 3] SMTIEACOD
ABY18519.1 DLE o o e E.‘s G EPRSMTIEACOS

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 utilizados na PCR.
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5.7 Reagdo em cadeia da Polimerase
Uma vez desenhados os primers para cada grupo das enzimas, foi realizada a
PCR utilizando como molde o cDNA9 ou cDNA23.

Para amplificac@o dos fragmentos das BG foi utilizado o cDNA23, levando a
amplificagao de produtos de PCR principalmente de tamanho de aproximadamente

1400 pb para a BG1 e de 2300 pb para a BG2 como pode ser visualizado nas
Figura 29 e 30 respectivamente.

1650 pb «—

850 pb «—

Figura 29. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacdo de PCR para BG1. A
canaleta 1 indica o marcador 1Kb plus DNA “Ladder” (Invitrogen). Canaleta 2 e 3
corresponde a Temperatura de anelamento de 57 e 60 °C respetivamente. As

bandas selecionadas para purificacdo estao indicadas com as setas vermelhas.
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2000 pb «—

1000 pb «—

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 purificacao esta indicada com uma seta vermelha.

A amplificacdo do gene das EnG foi feita a partir do cDNA9, com amplificacao
de fragmentos de tamanho esperado de aproximadamente 2400 pb para a EnG2 e

680 pb para a EnG3 como pode ser visualizado nas Figura 31 e 32.

1 2 3

2000 pb <—

850 pb «—

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 vermelha.
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Figura 32. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacéo 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 vermelha.

Para obter a amplificacdo dos fragmentos esperados, foram realizadas
diversas PCR mudando a temperatura de anelamento, como podemos observar
nas Figuras 29-32. Contudo, ainda assim, foram obtidas bandas de tamanhos
diferentes aos esperados, o que pode indicar interacfes ndo desejadas e, por este
motivo, foi necessario realizar a purificacdo das bandas de tamanho esperado
(indicadas pelas setas vermelhas) a partir do produto de PCR separado em gel de
agarose.

Como exemplo, no caso da PCR para a EnG1 foi realizada a purificacao
como mostrado no item 4.12, obtendo-se apenas uma banda com o tamanho

esperado de aproximadamente 845 pb como pode ser observado na figura 33.
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2000 pb «—

850 pb «—

Figura 33. Perfil eletroforético de gel de agarose da reacdo 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.

Ao realizar a amplificacdo para o grupo da ExG1, foram testadas diferentes
estratégias variando as condi¢des das rea¢cfes da PCR, mas ndo obtivemos bandas

com tamanhos esperados quando as PCRs foram visualizadas no gel de agarose.
5.8Sequenciamento

Apés purificacdo dos fragmentos de interesse, foi realizado o sequenciamento
do produto de PCR obtido para o grupo das BG1l. A sequéncia resultante foi
analisada no formato FASTA utilizando alinhamento de nucleotideos pelo BLAST,
no NCBI, para comparacdo com sequéncias homologas de proteinas depositadas
no banco de dados. A BG1 de Trichoderma lixii-5A7 apresentou porcentagem de
identidade entre 80 a 93% com enzimas B-glicosidases ja depositadas no banco de

dados como podemos observar na Tabela 26.
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Tabela 26. Porcentagem de Identidade entre BG1 do fungo de ambiente marinho

Trichoderma lixii-5A7 e B-glicosidases existentes no banco de dados.

Microrganismo Descricdo daenzima | Identidade | E valor Cddigo de
(%) acesso
Trichoderma harzianum CBS glycoside hydrolase 93,58 0,0 XM_024911655.1
226.95
Trichoderma harzianum strain beta-glucosidase 93,58 0,0 KY199423.1
T12 MRNA, parcial
Trichoderma harzianum strain beta-glucosidase (bgl) 93,58 0,0 KU201604.1
IOC 3844
Hypocrea lixii strain T7 beta-1,4-glucosidase 93,58 0,0 EF426299.1
(bgl2)
Trichoderma harzianum isolate 1,4-beta-glucosidase 90,73 0,0 KM073255.1
WF5 mMRNA
Trichoderma viride strain cfl beta-glucosidase 2 88,95 0,0 HM178945.1
(BGII), parcial
Trichoderma viride strain cfl beta-glucosidase 88,77 0,0 HM178944.1
1(BGlI), parcial
Trichoderma gamsii beta-glucosidase 85,42 le-148 | XM_018806048.2

O alinhamento, utilizando o método de BLASTnN, entre a sequéncia BG1 do
fungo de ambiente marinho T. lixii-5A7 e as B-glicosidases existentes no banco de
dados mostrou 65 sequéncias com identidade maior que 80% com a BGI1,
entretanto apenas 15 foram selecionadas para analise de alinhamento devido aos

seus valores de E-value menores que 1.e-142.

Por sua vez, utilizando a ferramenta de busca por nucleotideos traduzidos,

BLASTX, que traduz os nucleotideos da busca nos trés possiveis quadros de leitura


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_024911655.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY199423.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU201604.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU201604.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF426299.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM073255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM178945.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM178944.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NGWKJ9KB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_018806048.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=NGWKJ9KB013
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sequéncias com homologia, sendo que 5 sequéncias apresentaram cobertura maior
que 90%, E-value de 1% e identidade maior que 82%.

Na Figura 34 esta apresentado o alinhamento global multiplo (pela ferramenta
CLUSTAL Omega) entre a sequéncia de BG1 clonada neste trabalho e as

depositadas que apresentaram maior homologia.

BG1 -ccceciaciocnconccnanaisanasonsd DTFCAIPGKIADGTSGVTACDSYNRTAED 29
Trichoderma lixii ------ MWGFATAAYQIEGAIDKDGRGPSIWDTFCAIPGKIADGTSGVTACDSYNRTAED 54
Trichoderma guizhouense MLPKDFQWGFATAAYQIEGAIDKDGRGPSIWDTFCAIPGKIADGTSGVTACDSYNRTAED 60
Trichoderma harzianum - - - - -- MWGFATAAYQIEGAIDKDGRGPSIWDTFCAIPGKIADGTSGVTACDSYNRTAED 54
Trichoderma harzianum b MLPKDFQWGFATAAYQIEGAIDKDGRGPSIWDTFCAIPGKIADGTSGVTACDSYNRTAED 60
Trichoderma simmonsii  MLPKDFQWGFATAAYQIEGAIDKDGRGPSIWDTFCAIPGKIADGTSGVTACDSYNRTAED 60
BG1 IALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPKGGRDDPVNQLGIDHYAQFVDDLLEAGITPFITLFHW 89
Trichoderma lixii  IALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPKGGRDDPVNQLGIDHYAQFVDODLLEAGITPFITLFHW 114
Trichoderma guizhouense IALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPKGGRDDPVNQLGIDHYAQFVDDLLEAGITPFITLFHW 120
Trichoderma harzianum  IALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPKGGRDDPVNQLGIDHYAQFVDDLLEAGITPFITLFHW 114
Trichoderma harzianum b~ TALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPKGGRDDPVNQLGIDHYAQFVDDLLEAGITPFITLFHW 120
Trichoderma simmonsii  TALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPKGGRDDPVNQLGIDHYAQFVDODLLEAGITPFITLFHW 120
AR S A AN
BG1 DLPEELHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFKALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFC 149
Trichoderma lixii  DLPEELHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFKALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFA 174
Trichoderma guizhouense ~ DLPEELHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFKALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFA 180
Trichoderma harzianum  DLPEELHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFKALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFA 174
Trichoderma harzianum b~ DLPEELHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFKALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFA 180
Trichoderma simmonsii  DLPEELHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFKALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFA 180
BG1  PWAARAPTEPWIRWPQTFLVCPRAVLVKVYRDEFKGP - - - = === s mm e meemmmmman 186
Trichoderma lixii ~ PGR-QSTTEPWIVGHY - - LLVAHGRAVKVYRYEFKDLNDGEIGIVLNGDFTYPWDSSDPL 231
Trichoderma guizhouense  PGR-QSTTEPWIVGHN- - LLVAHGRAVKVYRDEFKDLNDGQIGIVLNGDF TYPWDSSDPL 237
Trichoderma harzianum  PGR-QSTTEPWIVGHN- - LLVAHGRAVKVYRDEFKDLNDGQIGIVLNGDFTYPWDSSDPL 231
Trichoderma harzianum b~ PGR-QSTTEPWIVGHN- - LLVAHGRAVKVYRDEFKDLNDGQIGIVLNGDFTYPWDSSDPL 237
Trichoderma simmonsii ~ PGR-QSTTEPWIVGHN - - LLVAHGRAVKVYRDEFKDLNDGQIGIVLNGDFTYPWDSSDPL 237
BGT ocosnsesmsmanarenere e s e s s 186
Trichoderma lixii DREAAERRLEFFTAWYVDPIYLGDYPASMRIQLGDRLPEYTPEEKAFVLGSNDFYGMNHY 291
Trichoderma guizhouense DREAAERRLEFFTAWYADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPEFTPEEKAFVLGSNDFYGMNHY 297
Trichoderma harzianum  DREAAERRLEFFTAWYADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPEFTPEEKAFVLGSNDFYGMNHY 291
Trichoderma harzianum b DREAAERRLEFFTAWYADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPEF TPEEKAFVLGSNDFYGMNHY 297
Trichoderma simmonsii  DREAAERRLEFFTAWYADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPEF TPEEKAFVLGSNDFYGMNHY 297

Figura 34. Alinhamento global mduiltiplo (pela ferramenta CLUSTAL dmega) entre as
sequencias de BG1 deste trabalho e as depositadas no banco de dados que

apresentaram maior homologia.
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Com sua sequéncia de DNA determinada e classificada como uma -
glicosidase a sequéncia codificadora de BG1 foi entdo clonada para vetor de

expressao em bactéria a fim de confirmar a sua atividade.

5.9Clonagem dos fragmentos de interesse

Os fragmentos gerados nas PCRs para o grupo das BG1, e EnG1l foram
purificados e submetidos ao processo de clonagem no vetor de expressao pNIC28-
Bsa4 no caso da BG1 e em vetor de clonagem pJetl.2/blunt, para EnG1 , sendo
gue ap6s a transformacdo em E. coli DH5q, as clonagens foram confirmadas nas
colonias por reacdes de PCR. No caso de BG1 a PCR foi realizada com primers que
amplificam parcialmente o gene, com tamanho aproximado de 550 pb e observou-
se que das 8 colbnias selecionadas, as colonias numeradas como 6 e 7
apresentaram amplificacao (Figura 35). Das duas colonias selecionadas, apenas a
colénia numerada como 1 para o grupo das EnG1l apresentaram um produto de

amplificacdo do tamanho esperado de aproximadamente 845 pb (Figura 36).

M 5 6 7 8

1650 pb «—
650 pb «—

Figura 35. Identificacdo de col6nias transformantes com sequéncia de interesse
BG1. Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR de colbonia.
Poco 6 e 7 contendo coldnias transformantes. M: marcador de tamanho molecular.
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M 1 2

2000 pb «—

850 pb «—

Figura 36. Identificacdo de colonias transformantes com sequéncia de interesse
EnG1l. Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR de col6nia.
Poco 1 contendo colonia transformante. M: marcador de tamanho molecular.

Uma vez obtidos os clones com as sequéncias de interesse, as colbnias
selecionadas foram crescidas em meio LB contendo o antibidtico correspondente
para recuperacédo do plasmideo e sequenciamento dos possiveis fragmentos de bgl
e engl e para preservacdo em glicerol 20% de todos os clones positivos e
armazenamento a temperatura de -80°C. Estes procedimentos visam a preservacao
do material de estudo para futuros testes envolvendo clonagem para expressao da

proteina recombinante em bactérias competentes.
5.10 Expresséao e atividade da BG1 recombinante em E. coli

Uma vez que foram obtidos dois clones positivos com a sequéncia de BG1,
procedeu-se a etapa de expressao da BG1 recombinante. A inducéo foi realizada
por 4 h e foram coletadas aliquotas no tempo O (antes da inducéo) e depois de 4 h
de inducdo. Também foi realizado um controle seguindo 0s mesmos passos sem a
adicdo do indutor. A producao da proteina BG1 de T. lixii recombinante em E. coli foi

avaliada por SDS-PAGE 12% como pode ser observado na Figura 37.
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Figura 37. Teste de expressao e producao 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 apés 4 h; 4: amostra ap6s 4 h de
inducdo; 5: amostra da fracdo de proteinas insolUveis apds lise celular; 6: amostra
da fracdo de proteinas insoluveis do controle; 7: amostra da fracdo de proteinas
solaveis do sobrenadante apds lise celular; 8: amostra da fracdo de proteinas

soluveis do controle.

Como pode ser observado na figura 36 a BG1 recombinante foi expressa no
tamanho esperado de aproximadamente 52 kDa (visto que sua sequéncia
codificadora é de 1400 pb). A expressdo se mostrou eficiente no tempo de 4 horas
de inducéo, no entanto, nessa inducdo a maioria da BG1 se apresentou na fracdo

de proteinas insollveis.
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Posteriormente, foi realizado o ensaio da atividade enzimatica tanto da fracao
solavel quanto da frac&o insollvel e os resultados podem ser observados na Figura
38.

Atividade enzimatica Especifica (Ul/mg)
®

6
4
2
0 = =

I-colénia S-colbnia I-controle S-controle

Figura 38. Atividade da BG1 heterbloga da col6nia e do controle na fracado soluvel

(S) e insoluvel (1) por periodo de 4h de inducéao na temperatura de 37°C.

Avaliando os resultados de atividade especifica e comparando com o gel de
SDS-PAGE, é possivel confirmar que uma sequéncia codificadora de B-glicosidase
de T. lixii foi identificada e caracterizada funcionalmente em bactéria. A enzima,
contudo, concentrou-se na fracdo insoluvel, com o material precipitado da lise
celular, o que pode ser observado pela presenca de uma forte banda de ~52 kDa no
gel de SDS-PAGE e que se confirma pela maior atividade especifica na fracédo
insoltvel do que na fracdo solavel, isto €, com valores de 42,36 + 0,12 Ul/mg na
primeira fracdo em comparacdo a 5,65 + 0,09Ul/mg na segunda. Além disso,
embora tenha sido observada uma atividade 2x menor, a enzima recombinante
manteve sua atividade glicolitica na mesma ordem de grandeza que a enzima
produzida pelo organismo do qual ela € endégena, o fungo marinho T. lixii, cuja
atividade foi de 88,22 + 0,30 Ul/mg.
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6. DISCUSSAO

O setor agroindustrial produz grandes quantidades de residuos naturais 0s
guais ao nao serem aproveitados podem geram perdas de nutrientes e biomassa de
grande valor além de produzir um impacto ambiental pelo seu acimulo (WANG et
al., 2012). Os componentes presentes nesses residuos, principalmente a celulose,
podem ser facilmente degradados por enzimas microbianas, deixando o material
mais acessivel para processos futuros. As enzimas séo catalisadores bioldgicos que
modificam a velocidade de uma reacdo quimica, tornando-a mais rapida realizando
essa funcdo em organismos vivos, porém também podem ser extraidas das células
e utilizadas com diferentes propositos, alguns com grande importancia industrial
(ROBINSON, 2015), pois quando comparada com processos quimicos
convencionais elas trazem varios beneficios como, por exemplo, uma reducéo na
geracado de subprodutos quimicos e toxicos, aléem de elevar a qualidade final dos
produtos (ARBIGE; SHETTY; CHOTANI, 2019). No caso da decomposicdo da
celulose, € necessario um complexo enzimatico celulolitico composto por
endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidases capazes de gerarem produtos de
interesse e reduzir a contaminacdo gerada pelos residuos naturais. Entre o0s
microrganismos produtores de celulases, o fungo Trichoderma reseei, é
amplamente estudado, possui alta capacidade de producdo de endoglucanases e
exoglucanases; no entanto, com baixa producdo de B-glicosidases. Portanto, a
exploracdo de outros fungos (geralmente do género Aspergillus spp.) séo
necessarios na hidrélise de celulose (ELLILA et al., 2017). Nossos resultados
mostraram que o fungo Trichoderma lixii-5A7 conseguiu uma boa produc¢éo de todo
o complexo celulolitico nas primeiras etapas do trabalho, o que poderia facilitar a
degradacéao da celulose.

Outros estudos realizados pelo grupo de pesquisa Souza et al.,, 2018
utilizaram fungos filamentosos para a degradacdo de celulose, apresentando
resultados de 3,23 Ul/mg (atividade FPAse), 7,03 Ul/mg (atividade B-glicosidase)
para Trichoderma harzianum e 2,47 Ul/mg (FPAse); 1,53 Ul/mg (B-glicosidase) para
Trichoderma reesei, que sdo microrganismos amplamente estudados para a
degradacgao de celulose (GARVEY et al., 2014; MACHADO et al., 2010; SCHMOLL
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e SCHUSTER, 2010). Esses resultados comparados com 0S que obtivemos no
presente trabalho nas primeiras etapas, mostraram que o fungo de ambiente
marinho Trichoderma lixii-5A7 destaca-se como um microrganismo promissor para
otimizar a producéo das enzimas celuloliticas ao produzir maior atividade enzimatica
na temperatura de 20°C onde o pico de maior producéo foi de 49,12 Ul/mg (FPAse)
e 71,84 Ul/mg (B-glicosidase).

Antes que um microrganismo seja utilizado em processos biotecnoldgicos e
industriais, fatores ambientais e nutricionais fundamentais que possam afetar a
atividade enzimética nos processos devem ser primeiramente estudados. O método
classico, onde s6 uma variavel é testada por vez em diversas condicées enquanto
as demais séo fixadas, € laboriosa e consome muito tempo, principalmente quando
temos um numero de variaveis grande (PEREIRA et al., 2010). Uma alternativa
eficiente para sistemas microbianos é o uso de métodos estatisticos, que utilizam
um numero menor de medidas e explora todo o espaco experimental. Como
exemplo, podemos mencionar a técnica conhecida por Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), que explora todo o espaco experimental. Esta técnica
permite avaliar os efeitos de cada variavel individualmente e de suas interacdes
sobre uma dada resposta e é indispensavel para obter resultados mais confiaveis,
assim como, oferece as vantagens da reducdo do numero de experiéncias e
melhora na qualidade da informacé&o obtida através dos resultados (RODRIGUES e
IEMMA, 2009). Por tais motivos, realizamos um DCCR para otimizacdo do meio de
cultivo D onde diversas variaveis foram estudadas no presente trabalho (glicose,
KH2PO4, YNB e CMC) tendo como resultado um aumento na atividade enzimatica
especifica das enzimas celuloliticas comparadas com a producdo antes de ser
otimizada quando a concentracdo da variavel CMC foi 4 vezes diminuida para o
ensaio 23 e no caso do ensaio 9 a glicose foi 1,6 vezes diminuida e 0 componente
CMC foi aumentado em 1,37 vezes. Pesquisas realizadas visando a producao de
celulases pelo co-cultivo de Trichoderma reesei e Aspergillus oryzae, por FES,
utilizando casca de soja e farelo de trigo como substratos, observaram em
condigdes otimizadas as atividades maximas 10,78 U/g FPAse e 10,71 U/g de B-
glicosidase apds o periodo de incubacdo de 96 horas (BRIJWANI, OBEROI e
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VADLANI, 2010). Nossos resultados apresentaram com destaque uma atividade
especifica de 126,97 Ul/mg; 70,96 Ul/mg e 87,30 Ul/mg para edoglucanase, FPAse
e exoglucanase respectivamente no ensaio 9 e 88,22 Ul/mg para B-Glicosidase no
ensaio 23, com 15 dias de cultivo. O estudo realizado por Silva (2004), por exemplo,
avaliou a producao de endoglucanase em diversos fungos, apresentando, contudo,
alta atividade apenas para Aspergillus flavus e A. dimorphicus, com 142 e 145 ug
glicose/min/mg, também no décimo quinto dia de incubac¢do. Ghori et al., (2011)
avaliaram o efeito da temperatura em cultivo submerso sobre a atividade
endoglucanase da cepa A. niger NRRL e observaram na temperatura de 30 °C uma
maior atividade da enzima e temperaturas superiores diminuiram a atividade
enzimatica, 0 que corrobora com nossos resultados obtidos na temperatura de
40°C, onde a producgéo das enzimas foi muito baixa.

Na etapa a seguir realizamos a producdo das celulases em biorreator
utilizando os meios otimizados. Os resultados obtidos mostraram uma alta producao
das enzimas comparadas com os trabalhos feitos por outros grupos de pesquisa
gue selecionaram trés linhagens por sua alta atividade enzimatica: Aspergillus ustus
para endoglucanase (4,76 Ul/mg), Talaromyces bruneus para B-glicosidase (11,71
Ul/mg) e Aspergillus sp. (CBMAI 1926) para FPAse (1,70 Ul/mg) (PAULA et al.,
2019), nossos resultados mostraram uma atividade especifica de 100,53 Ul/mg ,
97,31 Ul/mg e 71,10 Ul/mg para B-glicosidase, endoglucanase e FPAse
respectivamente o que faz do fungo de ambiente marinho T.lixxi-5A7 uma
alternativa na utilizacdo da producdo das celulases. Nessa etapa, também
observamos um crescimento do fungo em forma de hifas o que de acordo com a
literatura, a morfologia de hifas normalmente favorece a producdo de enzimas,
devido a secrecdo das enzimas ocorrer nas pontas das hifas uma vez que essas
extremidades sdo mais porosas, facilitando a passagem das enzimas pela parede
celular (EI-Enshasy, 2007; ROBSON et al., 2008). Tal fato pode ter contribuido na
alta producédo das enzimas num tempo menor de cultivo.

Ainda, com a finalidade de posteriormente avaliarmos a sequéncia
codificadora das enzimas celuloliticas, realizamos a extracdo do RNA total e sintese

de cDNA para amplificacdo de fragmentos dessas sequéncias. A estimativa da
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gualidade e quantidade do RNA total extraido frequentemente € realizada por
espectrofotometria. A leitura realizada em um comprimento de onda a 260 nm é
utiizada para mensurar a quantidade de &cidos nucleicos, pois esse é o
comprimento de onda de maxima absorbancia dessas moléculas (SAMBROOK e
RUSSELL, 2001). A razdo entre as medidas a 260 nm e 280 nm e entre 260 nm e
230 nm indica a pureza do RNA, considerando os valores de 1,8 e 2.2 para
amostras de boa qualidade. Medidas inferiores podem indicar contaminacao por
proteinas, fendis ou outros compostos que absorvem luz proxima a 280 nm ou
indicar a presenca de agentes como EDTA, fenol, carboidrato, glicogénio ou
guanidina, contaminantes que absorvem luz a 230 nm, (BARBAS et al.,, 2007
SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

No presente trabalho, a extracdo de RNA total do fungo T. lixii-5A7 dos
ensaios 9 e 23 apresentou boa qualidade e integridade, como visto pela presenca
das bandas referentes as subunidades 28S e 18S bem definidas em gel de agarose,
ndo apresentando sinais de degradacdo. Em seguida, o cDNA foi sintetizado e
utilizado como molde na etapa de PCR de fragmentos das sequéncias codificadoras
das enzimas.

Dando continuidade, as sequéncias proteicas selecionadas na base de dados
foram usadas para desenhar primers empregados na amplificacdo dos fragmentos
nucleotidicos das enzimas celuloliticas do fungo Trichoderma lixii-5A7.
Alinhamentos dessas sequéncias mostraram areas conservadas que serviram de
molde para o desenho de primers degenerados para cada um dos grupos de
celulases definidos pela identidade entre as sequéncias. A area conservada das
proteinas corresponde a uma regido de sua sequéncia de aminoacidos que esta
fortemente relacionada a sua funcdo ou estrutura sendo que esses dois aspectos
estdo relacionados, pois a funcdo de uma proteina depende de sua estrutura e dos
aminoacidos que ela possui em seu sitio ativo. Como qualquer modificacdo nessas
zonas pode afetar a acdo das proteinas, elas foram conservadas na evolugéo
(MARCHLER-BAUER et al., 2007; LINDER, M., TERRI, 1997). Utilizando como

molde o cDNA de T. lixii-5A7 fragmentos com tamanhos esperados de acordo com
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as sequéncias depositadas em bancos de dados que codificam as celulases foram
amplificados, purificados e sequenciados.

Infelizmente, pelo sequenciamento, observou-se que o fragmento clonado
relativo & endoglucanase néo apresentou identidade com nenhuma das sequéncias
dessas enzimas depositadas em banco de dados, mesmo que de outro organismo.
Entretanto, foi possivel amplificar a sequéncia codificadora completa da beta-
glicosidase, o que foi indicado pela alta identidade e cobertura com outras beta-
glicosidades depositadas e, posteriormente, foi confirmado pela producéo
heterdloga de uma proteina com tamanho e atividade esperados.

Assim, a sequéncia codificadora da beta-glicosidase foi caracterizada
funcionalmente em bactéria E. coli. Varios trabalhos reportam a utilizacdo de
ferramentas de Biologia Molecular na producéo de celulases, obtendo uma melhora
na qualidade e eficiéncia das enzimas secretadas, tornando estes estudos atrativos
e que representam uma eficiente estratégia para a questdo de bioconversédo de
residuos celulosicos (LIMA e RODRIGUES, 2007).

Com os resultados de atividade celulolitica da beta-glicosidase de T. lixii — 5A7
expressa em linhagem de E. coli BL21 co-expressando chaperonas, observou-se
gue mesmo em menor concentracdo, a BG1 presente na fracdo soluvel do lisado
celular apresentou uma atividade de 5,65 Ul/mg, o que é maior se comparada com
0 grupo de pesquisa de Haqg et al. (2012), que obteve atividade de 0,98 Ul/mg na
fracdo soluvel da enzima clonada do organismo Thermotoga petrophila utilizando a
cepa E.coli BL21.

Outro estudo realizado por Jiang et al. (2021) utilizando também a cepa E.coli
BL21 como hospedeiro obtiveram uma atividade enzimatica de 2,04 Ul/mg com um
tempo de inducdo de 20 h. Por outro lado, no presente trabalho, foi dosada uma
atividade celulolitica de 42,36 Ul/mg na fracdo insollvel, que corresponde ao
precipitado obtido apds a lise do indculo celular. Tal atividade é comparavel com a
atividade especifica de beta-glicosidase apresentada pelo extrato proteico
extracelular do fungo T. lixii, mostrando que quando expressa heterologamente, a

beta-glicosidase perdeu pouca atividade e que, portanto, o sistema de E. coli pode
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ser utilizado ndo s6 para a caracterizacdo desta enzima, mas também pode ser
otimizado para sua producéo e aplicagdo biotecnoldgica.

E. coli é o hospedeiro mais utilizado para producdo de proteinas heterélogas
devido a facilidade de manipulacdo, baixo custo referente ao seu crescimento e
facilidade na ampliagdo para escala industrial das moléculas de interesse (CUI et
al., 2017). Além do mais, enzimas de aplicacdo ambiental ou para o tratamento téxtil
nao precisam ter um nivel muito alto de purificacdo, o que exige maior dificuldade e
maior custo quando a proteina heterdloga se concentra na fragcéo insoltvel. Assim,
a beta-glicosidase pode ser produzida com sucesso em E. coli e ser empregada a
partir do lizado celular.

Com os dados obtidos no presente trabalho, podemos observar que o fungo
de ambiente marinho T. lixii-5A7 possui um complexo enzimatico celulolitico
promissor, que pode ser utilizado em processos de fermentacdo com maior
atividade enzimatica ou até mesmo pode ser explorada a producdo heterdloga de
sua enzima beta-glicosidase. Portanto, podemos destacar os beneficios da
exploracdo de ambientes extremos como os ambientes marinhos para encontrar

novas linhagens microbianas potencialmente valiosas.
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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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9. APENDICE

Apéndice A

A

Figura 39. Cultura e morfologia do fungo de ambiente marinho Trichoderma lixii-
5A7. A) em meio PDA depois de 9 dias de incubac&o a 28°C B) visto ao microscopio

optico 100x

Apéndice B
Curvas Analiticas
1. Curva Analiticade Soro Albumina Bovina

A curva de calibracdo de Proteinas Totais foi realizada com a metodologia de
Bradford e concentracfes conhecidas de 0,01 a 0,1 pug/uL de Soro Albumina Bovina
(BSA). A curva esta retratada na Figura 33 e foi mensurada em Espectrofotbmetro
BEL ENGINEERING® UV-M51 e o reagente de Bradford foi preparado como
indicado no item 3.3.1. Esta curva foi utilizada para determinac¢do da contracao de

proteinas totais presentes nos diferentes meios de cultivos na producdo de enzimas.



R
G

o

@,

AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp Y 4{LIO DE MESQUITA FILHO”

Compus de Arovogiroro

FACULDADE DE <,
&
HVNOVEVEY a0

129

SOLIS DOML SALUS

Curva Analitica de Soro Albumina Bovino (BSA)
0,335 -
0,305 -

0,275 A

ABS

0,245 y=1,3143x+ 0,1656

R2=0,9923
0,215 A
0,185 -

0,155 A

0,125 . . . . . . . . . . .
0 001 002 003 004 005 006 007 008 009 0.1 0.11

Concentracdo BSA (ug/uL)

Figura 40. Curva Analitica de Proteinas Totais no Espectrofotometro BEL
ENGINEERING® UV-M51

2. Curva Analitica D-Glicose

Para a determinacdo da atividade enzimatica das EnG, ExG e FPAses
fungicas produzidas foi utilizada uma curva analitica de D-glicose, um dos produtos
da atividade enzimatica. A curva esta representada na Figura 34, cuja concentracao
de D-Glicose variou de 0,55 a 2,775 umols/mL. A absorbancia foi mensurada no
Espectrofotometro BEL ENGINEERING® UV-M51.

Curva Analitica D-Glicose

0,80 5
0,70 ~
0,60 -
0,50 4
v y = 0,3057% - 0,0968
M 0,40 4 R* = 10,9975
< ,
0,30 4
0,20
0,10 4
0,00 T - r - T y
0 05 1 15 2 25 3

Concentracdo D-Glicose (umols/mL)

Figura 41. Curva Analitica de D-Glicose.
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3. Curva Analitica p-nitrofenol

Para a determinacdo da atividade enzimética da BG foi utilizada uma curva
analitica de p-nitrofenol. A concentracdo de glicose produzida pela atividade
enzimatica da [-glicosidase foi determinada indiretamente pela medida da
concentragéo de p-nitrofenol no meio reacional, por leitura em espectrofotometro a
410 nm. A curva esta representada na Figura 35, cuja concentracdo de p-nitrofenol
variou de 0,01 a 0,1 pmol/mL.

Curva Analitica p-nitrofenol

0,9 -
0,8
0,7
0,6 -
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2
0,1 -

y = 8,4828x - 0,0108
R —

ABS

o] 0,02 0,04 0,08 0,08 0,1 0,12

Concentragao p-nitrofenol (umol/mL)

Figura 42. Curva Analitica p-nitrofenol.

4. Curva Analitica L-Tirosina

Para a determinacdo da atividade enzimatica das Proteases fungicas
produzidas foi utilizada uma curva analitica de L-Tirosina, um dos produtos da
atividade enzimatica. A curva esta representada na Figura 36, cuja concentracdo
variou de 0,11 a 0,33 umol/mL. A absorbancia foi mensurada no Espectrofotémetro
BEL ENGINEERING® UV-M51 a 660 nm.

Curva Analitica L-Tirosina
1,000 -

0,900 - —
0,800 - — -
0,700 - ppam—
0,600 4 /_—:-—"'/ y = 2,5549x + 0,1006
& 0,500 - // f#=0.9986
@ )

0,400 { "
0300 {
0,200 -
0,100 -
0,000

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Concentracao de L-Tirosina pmol/mL

Figura 43. Curva analitica L-Tirosina
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Apéndice C

Andlise Estatistico utilizando o programa Statgraphics 19 para atividade
celuloliticas dos meios de cultivo A, B,CeD

Tabela 27 Analise de variancia (ANOVA) para a atividade BG nos quatro diferentes
meios de cultivo ao nivel de 95% de confiancga.

Fonte Soma Graus de Média F *Valor-p
Quadratica liberdade Quadratica
Entre grupos 29,7482 3 9,91605 2,5 0,0887
Dentro dos grupos 79,2702 20 3,96351
Total (Corr.) 109,018 23

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa

Tabela 28 Comparacdes de médias da atividade enzimatica da BG nos quatro

diferentes meios feitas pelo teste de comparaces multiplas de Tukey.

Contraste Sig. Diferenca +/- Limites
Meio A - Meio B -1,91 2,22
Meio A - Meio C -0,01 2,22
Meio A - Meio D -2,84 2,87
Meio B - Meio C 1,91 2,22
Meio B - Meio D -0,93 2,87
Meio C - Meio D -2,84 2,87

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca

Tabela 29. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade EnG nos quatro

diferentes meios de cultivo ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica libertade Quadratica F Valor-p
Entre grupos 2530,01 3 843,336 3,99 0,0222
Dentro dos grupos 4223,17 20 211,159
Total (Corr.) 6753,18 23

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa
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Tabela 30. Comparagbes de médias da atividade enzimatica da EnG nos quatro
diferentes meios feitas pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Contraste Sig. Diferenca +/- Limites
Meio A - Meio B * -9,90 16,20
Meio A - Meio C * -14,35 16,20
Meio A - Meio D * -32,76 20,92
Meio B - Meio C * 7,51 16,20
Meio B - Meio D * -22.86 20,92
Meio C - Meio D * -30,37 20,92

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca

Tabela 31. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade FPAse nos quatro
diferentes meios de cultivo ao nivel de 95% de confianga.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica libertade Quadratica F Valor-p
Entre grupos 901,73 3 300,577 4,8 0,0112
Dentro dos grupos | 1251,35 20 62,5673
Total (Corr.) 2153,08 23

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa

Tabela 32. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da FPAse nos quatro

diferentes meios feitas pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.

Contraste Sig. Diferenca +/- Limites
Meio A - Meio B * -2,09 8,82
Meio A - Meio C 0,05 8,82
Meio A - Meio D % -19,00 11,39
Meio B - Meio C * 2,14 8,82
Meio B - Meio D * -16,91 11,39
Meio C - Meio D % -19,05 11,39

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca
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Tabela 33. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade ExG nos quatro

diferentes meios de cultivo ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica| liberdade Quadratica F Valor-p
Entre grupos 29,4399 3 9,81329 4,87 0,0105
Dentro dos grupos 40,2619 20 2,0131
Total (Corr.) 69,7018 23

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa

Tabela 34. Comparacbes de médias da atividade enziméatica da ExG nos quatro
diferentes meios feitas pelo teste de comparac6es multiplas de Tukey.

Contraste Sig. Diferenca +/- Limites
Meio A - Meio B 0,32 1,58
Meio A - Meio C 0,33 1,58
Meio A - Meio D * -3,11 2,04
Meio B - Meio C 0,02 1,58
Meio B - Meio D * -3,42 2,04
Meio C - Meio D * -3,44 2,04

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca
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Tabela 35. Atividade Especifica de Enzimas Celuloliticas do Fungo Trichoderma lixii

-5A7 produzidos em Meio D na temperatura de 40°C.

DIA BG EnG FPAse ExG
3 0,002 0,219 2,128 1,219
4 0,006 0,274 4,286 1,920
5 0,010 0,937 5,511 1,630
6 0,011 0,595 7,059 1,104
7 0,155 1,398 3,648 1,345
8 0,119 1,046 4,406 1,516
9 0,120 1,274 5,325 2,034
10 0,203 1,771 1,790 1,895
11 0,099 1,014 1,195 0,706
13 0,330 1,816 4,537 2,762
15 0,332 5,932 7,005 4,923
17 0,477 5,555 7,525 5,997
18 0,613 6,930 8,729 5,680
19 0,164 7,572 6,661 2,483
21 0,225 3,686 7,820 1,941
23 0,284 2,115 3,343 1,063
24 0,329 4,031 2,450 1,124
25 0,190 4,106 2,851 1,213
Apéndice E

Analise Estatistico utilizando o programa Statgraphics 19 para atividade
celuloliticas dos ensaios 9 e 23 do DCCR nos dias 13, 14, 15e 16

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

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadratica F Valor-p
Entre grupos 29027 7 4146,72 15,4 0,00
Dentro dos grupos 14005,5 52 269,337
Total (Corr.) 43032,5 59

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa
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Tabela 37. Comparacfes de médias da atividade enzimatica da BG em quatro dias
de fermentacdo nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de compara¢des mdultiplas de

Tukey.
Contraste Sig. Diferenca +/- Limites

Ensaio 9-13 - Ensaio 23-13 * -14,03 16,47
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-14 0,75 16,47
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-14 * -43,23 16,47
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-15 * -21,39 16,47
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-15 * -62,66 16,47
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-16 2,68 17,79
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-16 * -15,52 17,79
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-14 * 14,78 16,47
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-14 * -29,20 16,47
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-15 * -7,36 16,47
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-15 * -48,63 16,47
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-16 * 16,71 17,79
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-16 -1,49 17,79
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-14 * -43,98 16,47
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-15 * -22,14 16,47
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-15 * -63,41 16,47
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-16 1,93 17,79
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-16 * -16,27 17,79
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-15 * 21,84 16,47
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-15 * -19,44 16,47
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-16 * 45,90 17,79
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-16 * 27,70 17,79
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-15 * -41,27 16,47
Ensaio 9-15 - Ensaio 9-16 * 24,07 17,79
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-16 * 5,87 17,79
Ensaio 23-15 - Ensaio 9-16 * 65,34 17,79
Ensaio 23-15 - Ensaio 23-16 * 47,14 17,79
Ensaio 9-16 - Ensaio 23-16 * -18,20 19,01

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca

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

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadratica F Valor-p
Entre grupos 24767,6 7 3538,23 5,78 0,00
Dentro dos grupos 39158,6 64 611,854
Total (Corr.) 63926,3 71

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa
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Tabela 39. Comparac¢fes de médias da atividade enzimatica da EnG em quatro dias

de fermentacdo nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de compara¢des multiplas de
Tukey.

Contraste Sig. Diferenca +/- Limites
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-13 * 8,51 22,10
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-14 * -11,46 22,10
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-14 -0,61 22,10
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-15 * -33,37 22,10
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-15 -5,16 22,10
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-16 * 25,82 25,52
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-16 * 35,05 25,52
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-14 * -19,97 22,10
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-14 * -9,11 22,10
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-15 * -41,87 22,10
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-15 -13,66 22,10
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-16 17,31 25,52
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-16 * 26,55 25,52
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-14 * 10,85 22,10
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-15 * -21,90 22,10
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-15 * 6,31 22,10
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-16 * 37,28 25,52
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-16 * 46,51 25,52
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-15 * -32,76 22,10
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-15 -4,55 22,10
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-16 * 26,43 25,52
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-16 * 35,66 25,52
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-15 * 28,21 22,10
Ensaio 9-15 - Ensaio 9-16 * 59,19 25,52
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-16 * 68,42 25,52
Ensaio 23-15 - Ensaio 9-16 * 30,98 25,52
Ensaio 23-15 - Ensaio 23-16 * 40,21 25,52
Ensaio 9-16 - Ensaio 23-16 % 9,23 28,53

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca

Tabela 40. Andlise de variancia (ANOVA) para a atividade FPAse nos ensaios 9 e

23 do planejamento DCCR ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica | liberdade |Quadratica F Valor-p
Entre grupos 12781,6 7 1825,95 |524,04 0,00
Dentro dos grupos 139,376 40 3,48439
Total (Corr.) 12921 47

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa
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Tabela 41 Comparacfes de médias da atividade enzimatica da FPAse em quatro

dias de fermentacéo nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de comparac¢des multiplas
de Tukey.

Contraste Sig. Diferenca +/- Limites
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-13 * 38,15 2,18
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-14 * 6,97 2,18
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-14 * 35,61 2,18
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-15 * -2,40 2,18
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-15 * 29,14 2,18
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-16 * 29,82 2,18
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-16 * 38,35 2,18
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-14 * -31,18 2,18
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-14 * -2,54 2,18
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-15 * -40,54 2,18
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-15 * -9,01 2,18
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-16 * -8,33 2,18
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-16 0,20 2,18
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-14 * 28,64 2,18
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-15 * -9,37 2,18
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-15 * 22,17 2,18
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-16 * 22,84 2,18
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-16 * 31,38 2,18
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-15 * -38,01 2,18
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-15 * -6,48 2,18
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-16 * -5,80 2,18
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-16 * 2,74 2,18
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-15 * 31,53 2,18
Ensaio 9-15 - Ensaio 9-16 * 32,21 2,18
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-16 * 40,74 2,18
Ensaio 23-15 - Ensaio 9-16 0,68 2,18
Ensaio 23-15 - Ensaio 23-16 * 9,21 2,18
Ensaio 9-16 - Ensaio 23-16 * 8,53 2,18

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca

Tabela 42. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade ExG nos ensaios 9 e 23

do planejamento DCCR ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadréatica F Valor-p
Entre grupos 15540,4 7 2220,06 8,00 0,00
Dentro dos grupos 14438,3 52 277,66
Total (Corr.) 29978,7 59

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa
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Tabela 43. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da ExG em quatro dias
de fermentacdo nos ensaios 9 e 23 feitas pelo teste de comparacbes multiplas de

Tukey.
Contraste Sig. Diferenca +/- Limites

Ensaio 9-13 - Ensaio 23-13 * 10,49 16,72
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-14 * 6,25 16,72
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-14 * 21,26 16,72
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-15 * -22.,86 16,72
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-15 * 4,08 16,72
Ensaio 9-13 - Ensaio 9-16 * 27,69 18,06
Ensaio 9-13 - Ensaio 23-16 * 32,14 18,06
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-14 * -4,24 16,72
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-14 * 10,77 16,72
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-15 * -33,35 16,72
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-15 * -6,42 16,72
Ensaio 23-13 - Ensaio 9-16 * 17,20 18,06
Ensaio 23-13 - Ensaio 23-16 * 21,65 18,06
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-14 * 15,01 16,72
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-15 * -29,11 16,72
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-15 -2,17 16,72
Ensaio 9-14 - Ensaio 9-16 * 21,44 18,06
Ensaio 9-14 - Ensaio 23-16 * 25,89 18,06
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-15 * -44,12 16,72
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-15 * -17,19 16,72
Ensaio 23-14 - Ensaio 9-16 * 6,43 18,06
Ensaio 23-14 - Ensaio 23-16 * 10,88 18,06
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-15 * 26,94 16,72
Ensaio 9-15 - Ensaio 9-16 * 50,55 18,06
Ensaio 9-15 - Ensaio 23-16 * 55,00 18,06
Ensaio 23-15 - Ensaio 9-16 * 23,61 18,06
Ensaio 23-15 - Ensaio 23-16 5 28,07 18,06
Ensaio 9-16 - Ensaio 23-16 * 4,45 19,30

* indica uma diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca
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Andlise Estatistico utilizando o programa Statgraphics 19 para atividade
celuloliticas dos ensaios 9 e 23 do DCCR no dia 15.

Tabela 44. Analise de variancia (ANOVA) dos 27 ensaios no dia 15 para atividade
BG ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadratica Valor-p
Entre grupos 95852,4 26 3686,63 0,000
Dentro dos grupos 4,12816 108 0,0382237
Total (Corr.) 95856,6 134

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenga estatisticamente significativa

Tabela 45. Comparacfes de médias da atividade enzimatica da BG dos 27 ensaios

no dia 15 pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey.

NUumero de ensaio Média Grupos Homogéneos
Ensaio 16 0,066 X
Ensaio 10 0,086 X
Ensaio 22 0,180 X
Ensaio 18 0,202 X
Ensaio 14 0,280 XX
Ensaio 12 0,300 XX
Ensaio 13 0,498 XX
Ensaio 15 0,636 XX
Ensaio 8 0,748 XX
Ensaio 6 0,756 XX
Ensaio 17 0,768 XX
Ensaio 11 0,908 X
Ensaio 1 1,290 X
Ensaio 24 1,520 XX
Ensaio 20 1,692 XX
Ensaio 3 1,866 XX
Ensaio 5 1,918 XXX
Ensaio 2 2,014 XX
Ensaio 21 2,054 XX
Ensaio 19 2,122 X
Ensaio 7 2,388 X
Ensaio 4 5,288 X
Ensaio 9 30,928 X
Ensaio 26 67,286 X
Ensaio 25 73,326 X
Ensaio 27 75,338 X
Ensaio 23 85,906

14 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X's nas
colunas. Ndo héa diferencas estatisticamente significativas com um nivel de 95% de
confianca entre os niveis que compartilham a mesma coluna de X's.
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Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadratica Valor-p
Entre grupos 143586 26 5522,55 0,000
Dentro dos grupos 74,1763 135 0,549454
Total (Corr.) 143660 161

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa

Tabela 47. Comparacbes de médias da atividade enzimética da EnG dos 27
ensaios no dia 15 pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.

NUumero de ensaio Média Grupos Homogéneos
Ensaio 6 1,12 X
Ensaio 22 1,29 XX
Ensaio 5 1,33 XX
Ensaio 13 1,52 XXX
Ensaio 18 2,03 XX
Ensaio 24 2,19 X
Ensaio 19 2,33 X
Ensaio 12 3,39 X
Ensaio 15 3,63 XX
Ensaio 20 4,03 XXX
Ensaio 3 4,19 XXX
Ensaio 1 4,36 XX
Ensaio 10 4,68 X
Ensaio 17 6,56 X
Ensaio 11 7,81 X
Ensaio 8 8,79 X
Ensaio 2 8,99 X
Ensaio 16 9,84 X
Ensaio 14 11,36 X
Ensaio 21 11,40 X
Ensaio 4 12,09 X
Ensaio 7 22,75 X
Ensaio 26 55,65 X
Ensaio 25 59,33 X
Ensaio 27 60,54 X
Ensaio 23 79,00 X
Ensaio 9 126,00 X

16 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X's nas colunas. Nao
h& diferencas estatisticamente significativas com um nivel de 95% de confianca entre 0s niveis que
compartilham a mesma coluna de X's.
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Tabela 48. Analise de variancia (ANOVA) dos 27 ensaios no dia 15 para atividade
FPAse ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadratica Valor-p
Entre grupos 35218,4 26 1354,55 0,000
Dentro dos grupos 25,8739 135 0,191659
Total (Corr.) 352443 161

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferencga estatisticamente significativa

Tabela 49. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da FPAse dos 27
ensaios no dia 15 pelo teste de compara¢des multiplas de Tukey.

NUumero de ensaio Média Grupos Homogéneos
Ensaio 22 0,57 X
Ensaio 5 1,07 XX
Ensaio 18 1,26 X
Ensaio 24 1,48 XX
Ensaio 17 1,85 XX
Ensaio 6 1,95 XXX
Ensaio 13 2,05 XX
Ensaio 19 2,34 XXX
Ensaio 15 2,39 XX
Ensaio 12 2,64 X
Ensaio 20 2,71 X
Ensaio 10 3,63 X
Ensaio 8 4,02 X
Ensaio 1 4,10 X
Ensaio 3 4,96 X
Ensaio 4 5,26 XX
Ensaio 11 5,53 XX
Ensaio 2 5,78 XX
Ensaio 14 6,04 XX
Ensaio 21 6,39 X
Ensaio 16 11,83 X
Ensaio 7 13,33 X
Ensaio 23 29,41 X
Ensaio 26 33,94 X
Ensaio 25 35,03 X
Ensaio 27 37,08 X
Ensaio 9 60,94 X

19 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X's nas colunas. Nao
h& diferencas estatisticamente significativas entre os niveis que compartilham a mesma coluna de
X's.
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Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadratica Valor-p
Entre grupos 94535 26 3635,96 0,000
Dentro dos grupos 17,3717 135 0,12868
Total (Corr.) 94552,3 161

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenga estatisticamente significativa

Tabela 51. Comparacdes de médias da atividade enzimatica da FPAse dos 27
ensaios no dia 15 pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.

NUumero de ensaio Média Grupos Homogéneos
Ensaio 1 0,76 X
Ensaio 2 0,78 X
Ensaio 24 1,01 XX
Ensaio 18 1,03 XX
Ensaio 5 1,16 XXX
Ensaio 16 1,33 XX
Ensaio 3 1,47 X
Ensaio 12 1,49 X
Ensaio 10 1,92 X
Ensaio 6 2,40 X
Ensaio 15 2,54 XX
Ensaio 22 2,56 XXX
Ensaio 17 2,57 XXX
Ensaio 14 2,91 XXX
Ensaio 19 2,95 XX
Ensaio 8 3,03 X
Ensaio 21 3,16 X
Ensaio 20 3,61 X
Ensaio 13 3,80 XX
Ensaio 4 4,15 X
Ensaio 11 8,21 X
Ensaio 7 10,99 X
Ensaio 23 47 54 X
Ensaio 26 60,43 X
Ensaio 25 60,96 X
Ensaio 27 64,92 X
Ensaio 9 83,60 X

17 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X's nas colunas. Nao
h& diferencas estatisticamente significativas entre os niveis que compartilham a mesma coluna de
X's.
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Andlise Estatistico utilizando o programa Statgraphics 19 para atividade
celuloliticas nas diferentes condi¢cGes para o composto YNB dos ensaios 9 e
23.

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 confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade Quadratica | Valor-p
Entre grupos 30919,6 13 2378,43 0,0003
Dentro dos grupos 161470 70 768,907
Total (Corr.) 192390 83

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa

Tabela 53. Comparacfes de médias da atividade enzimatica da BG das diferentes
condicdes do componente YNB para os ensaios 9 e 23 pelo teste de comparacdes
multiplas de Tukey.

Condicéao Média Grupos Homogéneos
Condicéo 5-Ensaio 23 5,59 X
Condicéo 5-Ensaio 9 6,37 X
Condicéo 4-Ensaio 23 8,50 X
Condicéo 4-Ensaio 9 10,35 X
Condicéo 3-Ensaio 23 11,52 XX
Condicéo 3-Ensaio 9 12,88 XX
Condicéo 2-Ensaio 9 13,09 XX
Condicéo 2-Ensaio 23 11,70 XX
Condicéo 0-Ensaio9 30,88 X
Condi¢éo Oa-Ensaio 9 33,58 X
Condicéo 1-Ensaio 9 39,93 X
Condicéo Oa-Ensaio 23 80,08 X
Condi¢éo 0-Ensaio 23 82,77 X
Condi¢éo 1-Ensaio 23 88,22 X

6 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X's nas
colunas. N&o hé diferengas estatisticamente significativas entre os niveis que compartilham
a mesma coluna de X's.
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Soma Graus de Média
Fonte Quadratica liberdade | Quadratica Valor-p
Entre grupos 190665 13 14666,5 0,00
Dentro dos grupos 97,9086 70 1,39869
Total (Corr.) 190763 83

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa

Tabela 55. Comparacdes de médias da atividade enzimética da EnG das diferentes
condicdes do componente YNB para os ensaios 9 e 23 pelo teste de comparacdes

multiplas de Tukey.

Condicéo Média Grupos Homogéneos
Condicéo 5-Ensaio 23 5,49 X
Condicéo 5-Ensaio 9 5,56 X
Condicéo 4-Ensaio 23 5,70 X
Condicéo 3-Ensaio 23 6,20 X
Condicéo 4-Ensaio 9 12,10 X
Condicao 3-Ensaio 9 13,39 X
Condicao 2-Ensaio 23 21,92 X
Condicao 2-Ensaio 9 69,47 X
Condicao Oa-Ensaio 23 81,37 X
Condicéo 0-Ensaio 23 86,06 X
Condicéo 1-Ensaio 23 89,63 X
Condi¢éo 0-Ensaio9 121,07 X
Condicéo Oa-Ensaio 9 124,22
Condicéo 1-Ensaio 9 126,97

8 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X’s nas
colunas. Nao ha diferencas estatisticamente significativas entre os niveis que compartilham
a mesma coluna de X's.

Tabela 56. Andlise de variancia (ANOVA) das diferentes condi¢cdes do YNB nos

ensaios 9 e 23 para atividade FPAse ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadrética| liberdade Quadréatica Valor-p
Entre grupos 50932,6 13 3917,89 0,00
Dentro dos grupos 34,4747 70 0,492496
Total (Corr.) 50967,1 83

*p valores menores que 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa
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comparacdes multiplas de Tukey.

Condicéo Média Grupos Homogéneos
Condicéo 3-Ensaio 23 4,85 X
Condicéo 5-Ensaio 23 5,84 X
Condicéo 4-Ensaio 23 6,91 X
Condicéo 2-Ensaio 23 7,92 X
Condicéo 5-Ensaio 9 12,60 X
Condicéo 4-Ensaio 9 12,88 X
Condicéo 3-Ensaio 9 13,27 X
Condicéo 2-Ensaio 9 14,66 X
Condicéo Oa-Ensaio 23 39,22 X
Condicéo 0-Ensaio 23 42,48 X
Condicéo 1-Ensaio 23 45,59 X
Condicéo Oa-Ensaio 9 68,43 X
Condicéo 0-Ensaio9 68,79 X
Condicéo 1-Ensaio 9 70,96 X

9 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X's nas
colunas. Nao ha diferencas estatisticamente significativas entre os niveis que compartilham
a mesma coluna de X's.

Tabela 58. Andlise de variancia (ANOVA) das diferentes condicbes do YNB nos
ensaios 9 e 23 para atividade ExG ao nivel de 95% de confianca.

Soma Graus de Média
Fonte Quadratica| liberdade | Quadratica Valor-p
Entre grupos 89824,7 13 6909,59 0,00
Dentro dos grupos 41,1279 70 0,587541
Total (Corr.) 89865,9 83

*p valores menores gque 0,05 indicam uma diferenca estatisticamente significativa
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Tabela 59. Comparacbes de médias da atividade enzimética da FPAse das
diferentes condigcbes do componente YNB para os ensaios 9 e 23 pelo teste de

comparacdes multiplas de Tukey.

Condicéo Média Grupos Homogéneos
Condicéo 5-Ensaio 23 2,29 X
Condicao 5-Ensaio 9 3,08 X
Condicado 3-Ensaio 9 3,91 XX
Condicéo 4-Ensaio 9 4,41 X
Condicéo 2-Ensaio 23 5,29 X
Condicéo 4-Ensaio 23 6,68 X
Condicéo 3-Ensaio 23 7,27 X
Condicédo 2-Ensaio 9 19,04 X
Condicao Oa-Ensaio 23 47,49 X
Condicéo 0-Ensaio 23 49,46 X
Condicéo 1-Ensaio 23 51,32 X
Condicéo Oa-Ensaio 9 83,27 X
Condicéo 0-Ensaio9 86,49 X
Condicao 1-Ensaio 9 87,30 X

10 grupos homogéneos foram identificados de acordo com o alinhamento dos X's nas
colunas. Nao ha diferencas estatisticamente significativas entre os niveis que compartilham

a mesma coluna de X's.
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10. ANEXO

Anexo 1
(7220) sgral T7 (1..20)
(7178 .. 7197) pBRrevBam I‘ Iw' Xbal (47)
(7072) Sphl \-_ | / _MNdel (87)
A (. s _Necol (153)
(6863} BSTAPI \ N . Zral (166)
(6856 .. 6875) Lacl-R h N —— Aatll (168)
— BfuAl - BspMI (186)
(6539) Mlul
(6525) Bell*
(6357) BStENl .\ Stul * (857)
(6339) NmeAlll \ _Mscl (879)
(6336) Apal -

(6332) PSPOMI —

(6128) BssHIl
BsrGl (1296)
— SnaBl (1385)
—— sacll (1695)

(s482) Bgll
- pNIC28-Bsa4 BamHI (2099)
(5461) Fspl - FspAl 7280 bp /EcoRl (2105)

(5433) PpuMI 'Eco53kl (2113)

~sall (2118)
Hindlll (2124)

Eagl - Notl (2131)

.. PaeR71 - PspXl - Xhol (2139)
\ Blpl (2218)

. T7Term (2215 ..2233)
“Flori-R (2400 .. 2419)
\ Dralll (2546)

Flori-F (2610 .. 2631)

(4796 .. 4818) pGEX 3' — )
(4696) PFIFI - Tth1im —
(4636 .. 4655) pRS-marker - i
(4558) BspQl - Sapl .“"

(4539 .. 4556) L4440 L

7
(4286 .. 4305) pBR3220ri-F  / 11
(4268) BssSal | \\..

AsiSIl - Pvul (3245)

/ | I AN N
(4032) AlwNI | . \ TspMI - Xmal (3367)
| \_ Smal (3369)

| Kan-R (3583 .. 3602)
(3667 .. 3686) pENTR-R Nrul (3586}

Figura 44. Vetor de expressao pNIC28-Bsa4

Este vetor € derivado do sistema pET e utiliza promotor de bacteriéfago T7 (para ser
utilizado com a linhagem E. coli BL21).
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Anexo 2

pJET1.2/blunt

2974 bp

DNA sequence of MCS region

PJETY.2 forward sequeacing primer, 23-swer Eco88
co52 Xho
T7 promoter 3 Notl Bgll Kpn2 PspXl m 37.7

L | Kan2i \
5GC GTA ATA CGA CTC ACT ATA aGA GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TGG CTC GAG TTT TTC AGC AAG r'\TA
CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT CCC TCT POR produe

ranscription start

Bl
Eco130¢
| Nco L

TCT TTC TAG AAG ATC TCC TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG 77Cc 1TTC T ¥
C AAG AAG A 57

ml)wwm.ll—-c—n;

Figura 45. Diagrama do vetor de clonagem pJET1.2/blunt.

O vetor de 2974 pb contém uma regido de clonagem multipla (MCS). Esta
sequéncia, abrangendo os nucleotideos 322-428, possui muitos sitios de enzimas
de restricdo (vermelho). Os produtos de PCR ligam-se entre os nucleétidos 371 e
372 do vector. Este vetor de clonagem foi fornecido no CloneJet™PCR Cloning Kit

(Fermentas).



