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RESUMO 

 

MIOTTO, L.S. Estudos moleculares, estruturais e funcionais da Cel12A de 

Gloeophyllum trabeum, uma endo-1,4-β-glucanase da família 12 de hidrolases de 

glicosídeos. 2014. 191p. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal de São 

Carlos, São Carlos, 2014.  

 

A produção de etanol de segunda geração, a partir da hidrólise enzimática da biomassa 

vegetal é considerada uma alternativa viável e promissora para enfrentarmos a crise 

energética mundial e diminuirmos a dependência das fontes fósseis de energia. Para isso, é 

necessário que ocorra a degradação das moléculas constituintes da parede celular como a 

lignina, a celulose e a hemicelulose a açúcares fermentescíveis. No entanto, a utilização de 

enzimas para esse fim ainda apresenta um custo elevado, o que tem desencadeado, cada vez 

mais, estudos que busquem torná-las mais viáveis econômica e tecnicamente. O presente 

estudo visou à caracterização molecular, estrutural e funcional da endoglucanase Cel12A do 

fungo Gloeophyllum trabeum por diferentes técnicas. Os dados bioquímicos revelaram a 

especificidade por substratos da enzima, sendo que o melhor substrato para a atividade foi o 

β-glucano (239,2 ± 9,1 U mg
-1

). As condições ótimas para a atividade foram pH 4,5 e 

temperatura de 50 
o
C. Os ensaios de estabilidade térmica indicaram uma meia-vida de 84,6 ± 

3,6 horas a 50 
o
C. Os parâmetros cinéticos Km (3,2 ± 0,5 mg mL

-1
)) e Vmax (0,40 ± 0,02 µmol 

min
-1

) foram determinados utilizando-se β-glucano como substrato. Análises de microscopia 

eletrônica de varredura de amostras de papel de filtro e aveia submetidos à hidrólise pela 

GtCel12A evidenciaram os efeitos de degradação dos substratos em relação às amostras 

controle. Adicionalmente, o envelope de baixa resolução e a estrutura cristalográfica da 

GtCel12A foram obtidos. O modelo de alta resolução revelou um enovelamento do tipo 

sanduíche β, com duas folhas β (A e B) e três hélices α, sendo que a folha A apresentou cinco 

fitas e a B, nove fitas. Por meio de análises comparativas da sequência de aminoácidos e de 

estruturas homólogas identificamos os resíduos catalíticos Glu142 e Glu227 no sítio ativo da 

enzima. Tais resultados são importantes para a elucidação e compreensão do mecanismo 

molecular de atuação dessa enzima e de outras endoglucanases da família GH12.  

 

Palavras-chave: Celulase. Endoglucanase. Bioquímica. Biofísica. Cristalografia de raios-X. 

  



 
 

  



 
 

ABSTRACT 

 

MIOTTO, L.S. Molecular, structural and functional studies of the Cel12A from 

Gloeophyllum trabeum, an endo-1,4-β-glucanase from the family 12 of glycosyde 

hidrolases. 2014. 191p. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal de São 

Carlos, São Carlos, 2014. 

 

The production of second-generation ethanol by enzymatic hydrolysis of biomass is 

considered a viable and promising alternative to face the global energy crisis and to decrease 

our dependence on fossil fuels. Therefore, it is necessary to degrade the constituent molecules 

of the plant cell wall such as lignin, cellulose and hemicellulose to fermentable sugars. 

However, the use of enzymes for this purpose is still expensive, leading to the increase on 

studies seeking to make them more feasible economically and technically. The present study 

aimed the molecular, structural and functional characterization of the endoglucanase Cel12A 

from the fungus Gloeophyllum trabeum by different techniques. Biochemical data revealed 

the substrate specificity for the enzyme and showed that β-glucan is the best substrate for its 

activity (239.2 ± 9.1 U mg
-1

). Optimal conditions for activity were pH 4.5 and temperature of 

50 
o
C. Thermal stability assay indicated a half-life of 84.6 ± 3.6 hours at 50 

o
C. The kinetic 

parameters Km (3.2 ± 0.5 mg mL-1) and Vmax (0,40 ± 0,02 µmol min
-1

) were determined using 

β-glucan as substrate. Analysis of scanning electron microscopy of oat spelts and filter paper 

samples submitted to the hydrolysis by GtCel12A evidenced the degradation effects of these 

substrates compared to control samples. Moreover, the low-resolution envelope and the 

crystallographic structure for GtCel12A were determined. The structure revealed a β-

sandwich fold with two β-sheets (A and B) and three α-helices, while sheet A showed five 

strands and sheet B nine strands. The comparative analysis of the amino acid sequence and 

homologous structures prompted us to identify the catalytic residues, Glu142 and Glu227 in 

the active site of the enzyme. These results are important for understanding and elucidating 

the enzyme molecular mechanism of action and other glycoside hydrolase family 12 

endoglucanases. 

 

Keywords: Cellulase. Endoglucanase. Biochemistry. Biophysics. X-ray crystallography. 
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Introdução 

 

 

 

 

 

Claude Monet

“Querem que vos ensine o modo de 

chegar à ciência verdadeira? Aquilo 

que se sabe, saber que se sabe; aquilo 

que não se sabe, saber que não se 

sabe; na verdade é este o saber.”

Confúcio
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1 Introdução 
 

 

 Nos últimos trinta anos, a população mundial enfrenta uma crise energética. O 

esgotamento das fontes fósseis de energia, a imposição de restrições ambientais a exploração 

de recursos e o constante aumento dos preços do petróleo são algumas das causas dessa crise.
1
 

 Concomitantemente, observa-se um aumento da demanda energética mundial e a 

necessidade de expansão do acesso à energia pelo mundo. Sabe-se que pelo menos um quarto 

da humanidade não tem acesso a serviços modernos de distribuição de energia e, por isso 

carecem desse recurso.
2
 Diante dessas necessidades, torna-se necessário diversificar e ampliar 

as fontes energéticas, principalmente, com o intuito de reduzir a dependência das fontes 

fósseis (e não renováveis) como petróleo, gás natural e carvão mineral.
3
 

 Fontes renováveis constituem uma solução viável para garantir um desenvolvimento 

econômico, social e ambiental sustentáveis. Adicionalmente, visa-se a redução da emissão dos 

gases-estufa responsáveis pelo aquecimento global, oriundos principalmente da queima de 

combustíveis fósseis e a expansão do acesso à energia pelo mundo.
2
 Nesse âmbito, o uso de 

biomassa na produção de energia, como uma fonte renovável é considerado bastante 

promissor.
4
 

 Países tropicais, como o Brasil, possuem abundantes recursos de biomassa e estudos 

que visem o aproveitamento dessas fontes na produção de energia, tornam-se necessários e 

significantes.
5
 No entanto, o processo de obtenção de biocombustíveis a partir de biomassa 

ainda apresenta inúmeros desafios.
6-7

 

 A biomassa lignocelulósica é uma fonte de baixo custo e abundante que tem o 

potencial de suportar a produção em larga escala de combustíveis e produtos químicos.
8
 A 

celulose e a hemicelulose, duas das principais moléculas constituintes da biomassa vegetal, 

podem ser hidrolisadas a açúcares e estes, podem posteriormente ser convertidos tanto 

quimicamente, como enzimaticamente em etanol e butanol ou inúmeros outros produtos como 

ácidos orgânicos, acetona e glicerol.
9
 

 Um dos métodos de conversão da biomassa vegetal é a hidrólise enzimática, um 

processo que utiliza enzimas, catalisadores biológicos, para ―quebrar‖ as moléculas maiores, 

como o polímero de celulose, em açúcares menores e é considerada uma alternativa 

promissora para o futuro da produção de biocombustíveis.
10

  No entanto, essa etapa ainda é 

um obstáculo na produção de biocombustíveis de segunda geração e inúmeros gargalos ainda 
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existem, como por exemplo, a recalcitrância da parede celular vegetal e a consequente 

inacessibilidade das enzimas hidrolíticas a seus substratos.
7, 11-12

 

 Outros desafios incluem a seleção e a produção de enzimas mais eficientes, com alta 

atividade, estabilidade e especificidade, além da diminuição dos custos de produção das 

mesmas, que ainda é alto.
13

 Nesse contexto, inúmeros fatores devem ser considerados para 

alcançarmos o alto rendimento no processo, dentre eles, a natureza do substrato utilizado
14

 e 

as condições de reação, como pH de cultivo, temperatura, concentração de substrato, de 

enzima, e o sinergismo entre enzimas.
15-16

 

 Adicionalmente, para que a biomassa vegetal se torne disponível ao ataque enzimático 

é necessário aplicarmos um pré-tratamento, seja ele de natureza química, física ou biológica, 

para a remoção de algumas moléculas que podem eventualmente dificultar o processo, como a 

lignina e a hemicelulose, além da redução do grau de cristalinidade da celulose e do aumento 

da porosidade do material. Tais abordagens visam tornar o substrato celulósico mais acessível 

às enzimas.
14,17

 Além disso, na etapa de pré-tratamento é necessário utilizar condições suaves 

que minimizem o efeito da degradação dos açúcares e também da lignina em produtos 

inibidores do processo.
18

 

 No presente trabalho, o foco é a tecnologia de segunda geração de biocombustíveis, 

mais precisamente a etapa de hidrólise enzimática da biomassa. Para contribuir para esse 

processo, estudamos uma endoglucanase, a Cel12A que compõe o complexo celulolítico do 

fungo Gloeophyllum trabeum, um fungo basidiomiceto, conhecido por produzir inúmeras 

enzimas com capacidade de atuar na degradação tanto da celulose, quanto da hemicelulose.
19

 

 Os resultados aqui apresentados incluem a caracterização bioquímica, biofísica e 

estrutural dessa enzima por diferentes técnicas, o que pode contribuir de maneira substancial 

para a compreensão do mecanismo molecular de ação dessa enzima e de outras enzimas da 

família 12 de hidrolases de glicosídeos (GH12). Tais resultados podem ainda, contribuir para 

a otimização da etapa de hidrólise enzimática da biomassa vegetal, para a produção de 

combustíveis de segunda geração. 
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2 Revisão de literatura 

 

 

2.1 Energia de biomassa 

 

 

 O termo biomassa pode ser definido como todo recurso renovável, oriundo de matéria 

orgânica de origem animal ou vegetal, que pode ser transformado em energia mecânica, 

térmica ou elétrica.
5
  

 A biomassa vegetal é formada principalmente de celulose, hemicelulose e lignina 

(figura 1). A massa seca de uma parede celular consiste tipicamente de 35 a 50% de celulose, 

20 a 35% de hemicelulose e 10 a 25% de lignina, com variações segundo a espécie de planta e 

o tipo celular.
20

 

 

Figura 1 - Esquema representativo das principais moléculas constituintes da parede celular vegetal. O principal 

componente da lignocelulose é a celulose, uma cadeia de moléculas de glicose unidas por ligações β-

1,4. A hemicelulose, o segundo componente mais abundante da lignocelulose, é composta por 

açúcares de 5 a 6 carbonos, como arabinose, galactose, glicose, manose e xilose. A lignina é composta 

principalmente por componentes fenólicos chamados álcool p-cumarílicos (H), álcool coniferílico (G) 

e álcool sinapílico (S). A celulose, a hemicelulose e a lignina formam estruturas chamadas 

microfibrilas, que estão organizadas em macrofibrilas, que por sua vez, medeiam a estabilidade 

estrutural na parede celular vegetal. Adaptado de 
21

. 
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 A biomassa lignocelulósica é normalmente bastante resistente à ação de produtos 

químicos e enzimas.
22

 Essa recalcitrância se deve à natureza do tecido epidérmico da planta, 

particularmente, às ceras da cutícula e epicuticula, ao arranjo e à densidade dos feixes 

vasculares, à quantidade relativa de tecido esclerenquimatoso de parede grossa, ao grau de 

lignificação 
22

 e à heterogeneidade e complexidade estrutural dos constituintes da parede 

celular, como as microfibrilas e os polímeros de matriz.
23

 

 Tais características estruturais e químicas da biomassa afetam a penetração de 

líquidos, bem como a acessibilidade e a atividade das enzimas, influenciando os custos de 

conversão.
7
 Outra barreira relaciona-se aos desafios da atuação das enzimas sobre substratos 

insolúveis 
24

 e à presença de inibidores da posterior etapa de fermentação, que podem 

naturalmente estar presentes nas paredes celulares vegetais ou serem gerados durante os 

processos de conversão como produtos das reações.
25

 

 

 

2.2 Composição da biomassa 

 

 

 Na biomassa vegetal, a celulose, um polímero de moléculas de glicose unidas por 

ligações glicosídicas do tipo β-1,4 (figura 2) é arranjada em fibrilas formadas por várias 

moléculas de celulose paralelas e ligadas entre si por ligações de hidrogênio e forças de van 

der Waals, as quais se ligam à lignina e à hemicelulose.
26

 As fibrilas de celulose geralmente 

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

respectivamente, e sabe-se que a porção cristalina das fibrilas de celulose é mais resistente à 

hidrólise enzimática.
27
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Figura 2 - Representação esquemática da molécula de celulose. A celulose é formada a partir de monômeros de 

glicose unidos por ligações glicosídicas do tipo β-1,4 (evidenciadas em vermelho). 

 

 

 Em nível molecular, o núcleo de celulose cristalina das microfibrilas da parede celular 

é altamente resistente à hidrólise química e enzimática devido à sua estrutura, onde cadeias de 

celodextrinas estão precisamente arranjadas.
28

 A conformação em cadeia dos resíduos de 

glicose na celulose dispõe os grupos hidroxila em uma orientação radial (equatorial) e os 

átomos alifáticos de hidrogênio em posições axiais. Como resultado, há uma forte interação 

de hidrogênios entre as cadeias adjacentes em uma folha de celulose e interações hidrofóbicas 

mais fracas entre as folhas de celulose.
29

 A forte rede de interações de hidrogênio inter-

cadeias contribui para tornar a celulose cristalina resistente à hidrólise enzimática, enquanto 

que a hemicelulose e a celulose amorfa são mais facilmente digeridas.
28

 Adicionalmente, a 

face hidrofóbica das folhas de celulose torna a celulose cristalina resistente à hidrólise ácida, 

devido à formação de uma densa camada de água próxima à superfície da celulose 

hidratada.
29

 

 As hemiceluloses são polímeros ramificados de baixa massa molar, compostos por 

unidades de monossacarídeos contendo cinco (pentoses) ou seis carbonos (hexoses). Os 

principais açúcares constituintes das hemiceluloses são a D-xilose, L-arabinose, D-glicose, D-

galactose, D-manose, D-ácido glucurônico, ácido 4-O-metil-D-ácido glucurônico, entre outros 

(figura 3).
30

 

 

celulose



44 
 

 
Figura 3 - Representação esquemática de uma molécula de hemicelulose. Em destaque, alguns dos principais 

açúcares constituintes da hemicelulose, a xilose, a arabinose e o ácido 4-metilglucurônico. Adaptado 

de 
31

. 

 

 

Na parede celular primária, as moléculas de hemiceluloses se associam às moléculas de 

celulose nas ramificações (figura 4) e se entrecruzam com as moléculas de lignina na parede 

celular secundária, resultando numa complexa e resistente rede. 
21

 

 

 

 
Figura 4 - Modelo tridimensional da parede celular vegetal primária. Parede celular primária contendo 

microfibrilas de celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteínas solúveis, evidenciando a 

complexa interação entre as moléculas constituintes da parede celular vegetal. Adaptado de 
32

. 

 

 

O xiloglucano e o arabinoxilano são as hemiceluloses mais abundantes e detalhes de suas 

estruturas variam ligeiramente entre as espécies vegetais.
22

 O xiloglucano tem uma cadeia 

similar à da celulose e se associa com ramificações de xilose em três de quatro resíduos de 

glicose. A xilose por sua vez, também pode estar associada a resíduos de galactose e fucose. 
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O arabinoxilano é constituído de um esqueleto de (1,4)-β-D-xilano com ramos de arabinose. 

Outros resíduos, como os ésteres de ácidos glucurônicos e o ácido ferrúlico, também estão 

associados em arabinoxilanos que são, particularmente, abundantes em gramíneas, como 

algumas espécies de cereais. Os mananos também são encontrados em paredes celulares 

primárias e, provavelmente, funcionam do mesmo modo que o xiloglucano e o arabinoxilano. 

22
 

A remoção da hemicelulose da parede celular tem sido associada ao aumento substancial 

da hidrólise da celulose, mesmo com um alto conteúdo de lignina. Isso ocorre porque a 

hemicelulose dificulta o contato físico das celulases à superfície da celulose, ao adsorver tais 

enzimas. Consequentemente, a remoção da hemicelulose pode aumentar a área superficial e o 

volume do poro, tornando a celulose mais acessível ao ataque enzimático.
33- 34

 

A lignina é composta basicamente de unidades de fenilpropano, que formam uma 

molécula tridimensional e amorfa (figura 5) e que preenche os espaços na parede celular 

vegetal entre as moléculas de celulose, pectina e hemicelulose 
35. Essa característica confere à 

lignina a capacidade de atuar como uma cola que mantém a matriz lignocelulósica coesa, 

conferindo suporte estrutural à planta, impermeabilidade e alta resistência da parede celular à 

degradação, além de proteger a planta da invasão de patógenos e predadores.
21, 35-36

 

O acoplamento das unidades de fenil-propano na molécula de lignina não ocorre de 

maneira regular e repetitiva, o que é atribuído ao mecanismo de biossíntese da mesma, um 

processo de acoplamento de radicais livres, a partir da reação de três diferentes alcoóis 

cinamílicos precursores.
35

 Os diferentes tipos de acoplamento entre os precursores dão origem 

a vários tipos de ligação entre as unidades de fenilpropano, que são geralmente não 

hidrolisáveis sob condições biológicas.
37

  

A lignina é conhecida por limitar a degradação enzimática dos polissacarídeos no 

processo de bioconversão da biomassa e, por ser uma molécula hidrofóbica, impede a entrada 

de água nos polímeros internos da parede celular.
35

 Dessa forma, a mesma limita a ação de 

enzimas hidrofílicas e, em alguns casos é tóxica para as enzimas devido aos compostos 

fenólicos presentes em sua composição.
35
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Figura 5 - Representação esquemática da complexa molécula de lignina, tipicamente encontrada em coníferas.

38
 

 

 

 As pectinas compõem um grupo complexo, heterogêneo e bastante diverso de oligos e 

polissacarídeos da parede celular. O esqueleto péctico é primariamente um homopolímero de 

ácido galacturônico unido por ligações glicosídicas do tipo α-1,4, com grau variável de grupos 

carboxila metil esterificadas e se encontra associado a outros componentes na parede celular 

vegetal.
39

 

 As pectinas são formadas por dezessete diferentes monossacarídeos organizados em 

polissacarídeos distintos, a partir de mais de vinte diferentes ligações, formando uma rede 

quando unidos. 
39, 40

 Essas redes se agrupam em diferentes tipos de cadeias constituídas por 

ácidos urônicos, hexoses, pentoses e metilpentoses (figura 6).
41

 Nas pectinas, diversas 

unidades estruturais podem ser substituídas por metanol, ácido acético e ácidos fenólicos.
41

 

Os açúcares podem existir nas formas furanosídicas ou piranosídicas e com diferentes 

anômeros (α ou β), com diversos tipos de ligações entre os monômeros, tais como α-1,4; α-

1,5; β-1,3; β-1,4 e β-1,6.
42

 

 O polissacarídeo péctico mais abundante é a homogalacturonana (HG), que representa 

cerca de 60-65% do total da pectina 
39, 43

 e consiste em um polímero linear de ácido α-D-

galactopiranosilurônico (GalA) unido por ligações α-1-4. Nele, os grupos carboxila estão 

parcialmente metil-esterificados e as cadeias podem, em função da fonte vegetal, ser 

parcialmente O-acetiladas no C-3 ou C-2.
40, 43-44
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 Outros polissacarídeos pécticos são consideravelmente mais complexos 

estruturalmente do que a HG e são eles, a ramnogalacturonana I e II, a xilogalacturonana, a 

arabinana, a arabinogalactana I e II e a apiogalacturonana, com características estruturais 

particulares e distintas.
39

 A ramnogalacturana, por exemplo, consiste de resíduos alternados 

de ácido galacturônico e ramnose e, provavelmente, possui ramificações laterais que contém 

outros domínios pectina.
39

 Já a homogalacturonana é uma cadeia linear de resíduos de ácido 

galacturônico, enquanto que a xilogalacturonana (XGA) é modificada pela adição de 

ramificações de xilose. Os grupos carboxila da homogalacturonana e da xilogalaturonana são 

frequentemente metil-esterificados, uma modificação que bloqueia os grupos ácidos e reduz 

sua habilidade em formar géis.
39, 45

  

 

 

 

Figura 6 - Estrutura da parede celular primária com destaque para os domínios pectina. As microfibrilas de 

celulose (hastes roxas) são sintetizadas por grandes complexos hexaméricos na membrana 

plasmática, enquanto que hemiceluloses e pectinas, que compõem a matriz de polissacarídeos, são 

sintetizadas no aparelho de Golgi e são depositadas na superfície da parede por vesículas. A rede de 

celulose-hemicelulose é mostrada na parte esquerda da parede celular, sem pectinas, sendo estas 

enfatizadas na parte direita da figura. Na maioria das espécies, o principal componente da 

hemicelulose é o xiloglucano (azul), enquanto as hemiceluloses como os arabinoxilanos (cinza) e 

mananos (não mostrados) são encontradas em menor quantidade. O principal polissacarídeo da 

pectina é a ramnogalacturonana I e a homogalacturonana, com quantidades menores de 

xilogalacturonana, arabinana, arabinogalactana I (não mostrado) e ramnogalacturonana II. Adaptado 

de 
22

. 
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 Inúmeras evidências indicam um papel fundamental da pectina no crescimento da 

planta incluindo o desenvolvimento, a morfogênese, a defesa, a adesão célula-célula, a 

estrutura da parede, a sinalização, a expansão celular, a porosidade da parede, a ligação de 

íons, os fatores de crescimento e enzimas, a hidratação da semente, o crescimento do tubo 

polínico, a abscisão da folha e o desenvolvimento dos frutos.
43, 46

 

 

 

2.3 Energia no Brasil 

 

 

 O Brasil é reconhecido mundialmente pelo forte componente renovável de sua matriz 

energética. Em 2012, aproximadamente 44,1% da toda a energia utilizada no país adveio de 

fontes renováveis (figura 7). O setor sucroenergético tem papel-chave nesse quadro: a cana-

de-açúcar, matéria prima para a produção de etanol e bioeletricidade, é a segunda maior fonte 

de energia do país, respondendo por 18% de toda a energia consumida. Esses números são 

bem superiores a média mundial de 13,3%.
47

 

 

 

Figura 7 - Matriz energética brasileira em 2012. As fontes renováveis (hidroeletricidade, lenha e carvão vegetal, 

biomassa da cana-de-açúcar e outras fontes renováveis, como a lixívia) correspondem a 44,1% da 

oferta interna de energia, já as não renováveis (petróleo e derivados, gás natural, carvão mineral e 

urânio) por 55,9%. Adaptado de 
47

. 
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 Adicionalmente, o Brasil apresenta um elevado potencial na utilização de biomassa 

para a produção de energia. A principal fonte de biomassa utilizada no país, provém de 

produtos derivados da cana-de-açúcar, resíduos gerados pela prática da agricultura, madeira 

de reflorestamento e óleos vegetais.
2
 

 

 

2.4 Etanol como combustível 

 

 

 Ao contrário dos combustíveis fósseis, o etanol é uma fonte de energia alternativa 

produzida por meio da fermentação de açúcares e, tem sido amplamente empregado como 

substituto da gasolina.
14

 

 O etanol de cana-de-açúcar, se produzido sob as devidas condições, é essencialmente 

um combustível renovável e tem uma grande vantagem em relação à gasolina, no que 

concerne a redução de gases do efeito estufa e o melhoramento da qualidade do ar em áreas 

metropolitanas.
48

 

 Tecnicamente, o etanol é um excelente combustível para os motores. Ele apresenta 

octanagem número 98, enquanto o da gasolina é 80.
49

 A octanagem é a medida de resistência 

de um combustível à autoignição e à detonação e permite inferir o comportamento de um 

motor alimentado com esse combustível.
50

 Adicionalmente, o etanol possui pressão de vapor 

mais baixa que a da gasolina, o que reduz as emissões evaporativas. Além disso, seus gases de 

escape são menos tóxicos e com menor reatividade atmosférica do que os da gasolina. A 

inflamabilidade do etanol no ar, também é menor que a da gasolina, o que reduz o risco e a 

severidade dos incêndios em veículos.
49

  

 

 

2.4.1 Etanol de primeira geração no Brasil 

 

 

 Atualmente, a produção de etanol no Brasil é feita exclusivamente por meio de 

tecnologias de primeira geração, baseadas na utilização do conteúdo de sacarose presente no 

suco da cana (figura 8). No entanto, a sacarose representa apenas um terço do conteúdo 
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energético da planta, por isso, é imprescindível que se realize o aproveitamento energético das 

outras partes, como o bagaço e a palha, por meio de tecnologias alternativas.
48

 

  O Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol, atrás apenas dos EUA e no 

país, somente em 2012, a área plantada de cana de açúcar foi de 9,752,328 hectares, com 

destaque para o estado de São Paulo, liderando os estados produtores. 
51

 

 

 

 

 
Figura 8 - Produção de cana-de-açúcar no Brasil. A e B. Plantação de cana-de-açúcar. C. Usina de cana-de-

açúcar onde o etanol é produzido.  D. Tanques de fermentação dos açúcares para a produção de etanol. 

Adaptado de 
51

. 

 

 

2.4.2 Etanol de segunda geração 

 

 

 Uma fonte potencialmente interessante para a produção de etanol a baixo custo 

consiste na utilização de materiais lignocelulósicos como resíduos de culturas e de sólidos 

animais, gramíneas, serragem, aparas de madeira, entre outros.
14

 Essa tecnologia de produção 

de etanol a partir desses materiais é denominada de segunda geração de biocombustíveis e 

A

DC

B
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envolve duas etapas principais, a hidrólise da celulose a açúcares redutores fermentescíveis e 

a posterior fermentação alcoólica desses açúcares em etanol.
52

  

 Essas duas etapas principais de conversão da celulose em etanol, a hidrólise 

enzimática e a fermentação alcoólica, podem ser realizados de maneira sequencial, no 

processo onde a hidrólise e a fermentação ocorrem separadamente (SHF), ou de maneira 

simultânea, por meio de outros dois processos: a sacarificação e fermentação simultâneas 

(SSF) ou a sacarificação simultânea à cofermentação (SSCF).
52

 Ambas as técnicas requerem a 

aplicação de um extensivo pré-tratamento da matéria-prima celulósica, seguido da adição de 

coquetéis de enzimas celulolíticas com o intuito de hidrolisar a celulose e, dessa forma, liberar 

monômeros de glicose necessários para a fermentação alcoólica.
53

 

 O processo SHF apresenta como principal vantagem, a possibilidade de ambas as 

etapas serem conduzidas em suas condições ótimas. No entanto, como desvantagens temos o 

acúmulo de açúcares intermediários da hidrólise, o que pode causar inibição às enzimas e a 

redução na conversão final de glicose devido à adsorção de parte do açúcar no sólido residual 

da hidrólise.
54

 

 Nos processos simultâneos há um menor custo de investimento, pois neles as duas 

etapas estão agrupadas em um mesmo vaso reacional. Adicionalmente, nessa forma de 

condução as enzimas são menos passíveis de sofrer inibição pelos produtos da hidrólise, pois 

a glicose liberada é concomitantemente fermentada.
54

 No processo SSCF, a cofermentação, 

que é a fermentação de pentoses e hexoses provenientes da fração hemicelulósica em um 

mesmo vaso reacional, ocorre concomitantemente à hidrólise do substrato.
52, 55

 

 Uma estratégia alternativa de processamento é denominada Bioprocesso Consolidado 

(CBP), onde a produção de celulases, a hidrólise do substrato e a fermentação estão acopladas 

em um processo operado por microorganismos que produzem enzimas celulolíticas e 

hemicelulolíticas.
52, 56-57

 O CBP tem o potencial de reduzir os custos da produção de bioetanol 

devido à simplificação do processamento da matéria prima, com menor gasto de energia (e 

consequentemente melhor balanço energético) e maior eficiência de conversão do que os 

processos baseados em SSF, o que o torna um processo economicamente atrativo para a 

produção de biocombustíveis.
52, 56-57
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2.5 O bagaço de cana como biomassa para a produção de etanol 

 

 

 Atualmente, um dos recursos de maior potencial para a geração de energia no país é o 

bagaço de cana-de-açúcar. A alta produtividade alcançada pela lavoura canavieira 

disponibiliza uma enorme quantidade de matéria orgânica sob a forma de bagaço nas usinas e 

destilarias de cana-de-açúcar. Além disso, o período de colheita da cana coincide com o de 

estiagem das principais bacias hidrográficas do parque hidroelétrico brasileiro, tornando a 

opção ainda mais vantajosa, no caso da produção de energia elétrica.
5
 

 O bagaço de cana-de-açúcar consiste em um resíduo dos talos da cana (figura 9) após 

o esmagamento e a extração do suco, 
58

 e possui grande heterogeneidade morfológica devido 

à sua complexa estrutura de feixes de fibras e outros elementos estruturais, tais como vasos 

condutores, parênquima e células epiteliais.
59

 O bagaço é composto de aproximadamente 19 a 

24% de lignina, 27 a 32% de hemicelulose, 32 a 44% de celulose e 4,5 a 9% de cinzas. O 

restante é principalmente lignina misturada com quantidades menores de minerais, ceras e 

outros compostos.
60

 

 As usinas de cana geram aproximadamente 270-280 kg de bagaço (com 50% de 

umidade) por tonelada de cana de açúcar 
61

 e, a produção anual de bagaço é atualmente 

estimada em 186 milhões de toneladas.
62

 

 Atualmente, a agroindústria da cana queima o bagaço em um processo chamado 

cogeração, oferecendo energia para os maquinários e calor para o processamento e a 

destilação. O excesso de energia na forma de calor é utilizado para gerar bioeletricidade, 

permitindo dessa forma à biorrefinaria ser autossuficiente na utilização de sua energia.
50

 

 A implantação da tecnologia de etanol de bagaço de cana no Brasil é bastante 

favorável, porque o processo de produção pode ser feito de forma anexa às unidades 

produtoras de açúcar/etanol já existentes, o que requer menores investimentos, infraestrutura, 

logística e fornecimento de energia. Adicionalmente, o bagaço é gerado nas unidades 

industriais e, como tal, sem custos de transporte. Este cenário é promissor, porque para cada 

10 milhões de toneladas de biomassa seca gerada, 600 milhões de galões de etanol poderiam 

ser produzidos, considerando o uso apenas da parte celulósica.
62

 

 A conversão dessa biomassa excedente poderia aumentar o potencial econômico da 

cana, diminuindo as áreas de terra requeridas para as culturas agrícolas, o que também poderia 
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reduzir os impactos sociais e ambientais, como por exemplo a perda da biodiversidade e a 

utilização da água e da terra.
63

 

 

 

 

Figura 9 - Bagaço de cana-de-açúcar. A e B - Bagaço gerado como resíduo nas usinas de açúcar e álcool.
64-

 
65

. C 

e D. Detalhe do aspecto e morfologia do bagaço. 
66-67

 

 

 

2.6 Biorrefinarias 

 

 

 Biorrefinarias são unidades produtivas que integram processos e equipamentos 

capazes de produzir biocombustíveis, eletricidade e produtos químicos de alto valor agregado, 

a partir de biomassa.
68

 Nessas unidades, a plataforma bioquímica de produção de bioetanol 

envolve cinco passos-chave: pré-tratamento, produção de celulases, hidrólise enzimática, 

fermentação e recuperação do produto, como demonstrado na figura 10.
69

  

 O principal obstáculo que ainda dificulta a difusão e a utilização da biomassa 

celulósica é a ausência de uma tecnologia de processamento de baixo custo e a necessidade de 

redução dos custos das etapas intermediárias (pré-tratamento, produção de celulases e 
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hidrólise enzimática), que são essenciais para tornar as biorrefinarias de celulose 

economicamente viáveis.
70

 

 Nesse âmbito, outro desafio consiste no aperfeiçoamento da etapa de pré-tratamento 

da biomassa com o intuito de melhorar a eficiência de hidrólise, o que pode ser alcançado 

com a remoção da lignina e da hemicelulose da parede celular, visto que estas dificultam o 

acesso das celulases a seu substrato. Outra abordagem, inclui a redução da cristalinidade da 

celulose e o aumento de sua porosidade.
71
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Figura 10 - Esquema representativo das principais etapas de conversão da biomassa vegetal em etanol. 

Adaptado de 
72

. 
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2.6.1 Pré-tratamento 

 

 

 O pré-tratamento da biomassa é um importante passo na conversão de materiais 

celulósicos a etanol 
31

 e, tem como principal objetivo, a diminuição da interação entre os 

componentes da parede celular vegetal, para torná-los susceptíveis às etapas posteriores de 

sacarificação e fermentação.
73

 Estimativas apontam que a etapa de pré-tratamento da 

biomassa representa de 16 a 19% do investimento na produção de etanol.
74

 

 A íntima associação que existe entre os três principais componentes da parede celular 

vegetal (celulose, hemicelulose e lignina), é o fator determinante para a baixa acessibilidade 

aos carboidratos da planta nos processos biológicos.
73

 Nesse âmbito, pré-tratamentos de 

natureza física, química e biológica são empregados com o intuito de destruir a heterogênea e 

cristalina matriz lignocelulósica e facilitar a conversão da celulose e da hemicelulose a 

açúcares, para posterior fermentação a etanol.
17

 

 Durante o pré-tratamento é favorável evitar a completa degradação da lignina, pois a 

mesma pode ser utilizada como liga para tijolos e pastilhas de ração, como dispersante para 

gasolina, pesticidas e cimento, bem como aditivo no tratamento da água.
75

  

 Pré-tratamentos de natureza física, química ou biológica, assim como o fracionamento 

de solventes, podem ser utilizados em conjunto ou de forma individual 
76

. No entanto, 

algumas limitações estão presentes, como a formação de compostos tóxicos inibidores da 

fermentação, como a vanilina, o acetato, o siringaldeído, o hidroxibenaldeído, o 

hidroximetilfuraldeído e o furaldeído. A vanilina é o mais inibidor e afeta, principalmente a 

fermentação da xilose por espécies de leveduras, enquanto o acetato é o menos tóxico.
77

  

  Pré-tratamentos físicos utilizam estresse mecânico para triturar a matéria-prima em 

partículas menores, aumentando dessa forma, a área superficial, o que contribui para melhorar 

a atividade enzimática.
78-80

 A radiação ultravioleta e outras formas de radiação também têm 

sido utilizadas para degradar e remover a lignina.
81-82

 

 Tratamentos químicos empregam o uso de compostos ácidos, alcalinos ou oxidativos 

para degradar as ligações covalentes. A explosão a vapor emprega uma transição abrupta de 

alta para baixa pressão na presença de um catalisador ácido, sendo um exemplo de tratamento 

ácido.
83-84

 Similarmente, a amônia pode ser utilizada na expansão das fibras para solubilizar e 

extrair a lignina e decristalizar a celulose.
85

 Pré-tratamentos oxidativos utilizam oxidantes 

como o peróxido de hidrogênio para remover a lignina e a hemicelulose, mas geram produtos 

inibidores.
86
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 Os métodos de fracionamento por solventes se baseiam na dissolução diferencial dos 

componentes da lignocelulose, por meio do rompimento das ligações de hidrogênio entre as 

microfibrilas de celulose.
87

 O processo denominado Organosolv remove a lignina, tornando a 

celulose mais acessível e recupera o solvente alcoólico, mas requer grandes quantidades do 

solvente.
88-89

 O fracionamento por ácido fosfórico decompõe a parede celular em seus 

componentes e tem um custo moderado, mas tem como fator limitante a difícil recuperação do 

ácido fosfórico.
90-91

 O fracionamento por líquidos iônicos tem como resultado uma celulose 

altamente digerível e requer calor moderado, mas possui um alto custo. Adicionalmente, nesse 

processo não existe a possibilidade de recuperação dos líquidos iônicos.
92-93

 

 O pré-tratamento biológico envolve a utilização de organismos, como fungos 

basidiomicetos e actinomicetos, para remover a lignina enzimaticamente, ao invés de utilizar 

produtos químicos nocivos. Embora as enzimas sejam um meio eficiente de hidrolisar esses 

carboidratos, os organismos também consomem a celulose, o que reduz o rendimento da 

hidrólise da mesma.
76

 Adicionalmente, um número muito pequeno de microrganismos é capaz 

de degradar a lignina, a molécula mais resistente à degradação da parede celular dos 

vegetais.
94

 

  Os microrganismos degradadores de lignina mais eficientes são conhecidos por 

―fungos da podridão branca‖ como o Phanerochaete chrysosporium, uma das espécies 

dotadas dessa capacidade mais bem estudadas.
95-96

 

 Nesse âmbito, técnicas de pré-tratamento biológico são uma alternativa promissora 

devido ao baixo consumo energético, às condições suaves de reação e aos benefícios 

ambientais.
10,14

 

 

 

2.6.2 Hidrólise enzimática 

 

 

 A hidrólise enzimática da biomassa para a produção de etanol é realizada por enzimas 

produzidas por microrganismos (figura 11) e tem sido amplamente explorada e investigada 

como forma de aumentar a produção de etanol celulósico, tanto de forma isolada, ou 

combinada com pré-tratamentos da biomassa.
97
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Figura 11 - Diagrama esquemático evidenciando os polissacarídeos e as respectivas enzimas hidrolíticas 

utilizadas para a clivagem dos mesmos em moléculas menores e açúcares simples. Endoglucanases 

e exoglucanases são celulases, enquanto xilanases, arabinases, arabinofuranosidases, manases e 

galactanases são hemicelulases. Adaptado de 
13

. 

 

 

Enzimas de bactérias e fungos de diferentes fontes, incluindo o rúmen da vaca e o 

estômago de cupins, por exemplo têm sido investigadas para essa finalidade.
62, 98-100

 

 O Brasil possui uma imensa biodiversidade que se acredita compreender cerca de 10 a 

20% de todas as espécies conhecidas na Terra e inúmeros grupos de pesquisa nacionais estão 

se dedicando ao isolamento e à identificação de organismos capazes de produzir enzimas 

lignocelulolíticas.
62

 No entanto, a hidrólise enzimática da celulose apresenta-se ainda como 

um processo oneroso, devido à grande quantidade de enzimas necessárias e ao alto custo 

dessas enzimas no mercado. Outro obstáculo, relaciona-se ao grande consumo de energia 

requerido nos processos de pré-tratamento da biomassa.
70, 101

   

Nesse âmbito, novas tecnologias que visem o desenvolvimento e o aperfeiçoamento de 

enzimas têm sido desenvolvidas visando à redução dos custos de conversão da celulose a 

etanol. Estudos envolvendo o melhoramento de enzimas com potencial de degradação da 

biomassa, bem como a identificação de novas enzimas são bastante importantes.
102
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2.6.3 Fermentação alcoólica 

 

 

 A conversão de açúcares simples em etanol e dióxido de carbono, sob condições 

anaeróbicas é um processo denominado fermentação alcoólica, usualmente realizado por 

microrganismos, comumente leveduras Saccharomyces cereviseae.
13, 103

 

  Organismos tanto selvagens quanto geneticamente modificados são comumente 

empregados. Os mesmos possuem eficiências de fermentação variadas e geram produtos de 

diferentes composições. Adicionalmente, a concentração de etanol também varia devido à 

utilização de diferentes vias metabólicas.
103

  

 O etanol produzido também atua como inibidor do processo de fermentação por si só, 

interferindo na membrana celular e, ativando dessa forma vias de sinalização celular em um 

mecanismo de retroalimentação negativa. Em micróbios aeróbios essa inibição segue uma 

relação linear em relação à concentração de etanol, enquanto nos anaeróbios essa relação é 

exponencialmente correlacionada.
104

 

 Os principais açúcares fermentescíveis obtidos após a hidrólise da celulose e da 

hemicelulose são a glicose, uma hexose e a xilose, uma pentose. A fermentação da glicose é 

um processo que pode ser realizado pelas leveduras S. cereviseae. Porém, a fermentação da 

xilose é mais desafiadora, pois só alguns microrganismos podem fermentá-la devido ao fato 

de que poucos a utilizam como fonte de carbono.
105-108

 

Adicionalmente, a levedura S. cereviseae é capaz de produzir etanol com alta 

produtividade a partir das hexoses, incluindo glicose, manose e galactose, além de apresentar 

alta tolerância aos compostos inibidores comumente presentes em hidrolisados de biomassa 

lignocelulósica, após as etapas de pré-tratamento e hidrólise.
109-110 

O principal inconveniente 

de se utilizar esse microrganismo para a fermentação lignocelulósica é a sua inabilidade de 

metabolizar e fermentar as pentoses xilose e arabinose em etanol.
111

 

 Nesse âmbito, inúmeros desafios existem no que concerne a etapa de fermentação, 

como o baixo rendimento da produção de etanol, a formação de subprodutos, a exigência de 

valores específicos de pH para o crescimento dos microorganismos, a intolerância dos 

memsos à altas concentrações de etanol 
112

 e o desenvolvimento de linhagens capazes de 

fermentar tanto as hexoses como as pentoses.
113

 Estratégias de engenharia genética e/ou 

adaptação têm sido, portanto, desenvolvidas e aparentam ser métodos promissores para 

otimizar a fermentação de açúcares simples em etanol.
114
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2.7 Celulases 

 

 

Celulases são hidrolases que clivam ligações O-glicosídicas de oligos e 

polissacarídeos, sendo classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a codificação 3.2.1.x, 

onde x varia com o tipo de celulose avaliada. Na molécula de celulose, as celulases são 

responsáveis pela clivagem das ligações β-1,4 que unem os monômeros de glicose e, são 

classificadas em famílias de hidrolases de glicosídeos.
115

 

 A pesquisa envolvendo celulases e outras polissacaridases teve início no começo dos 

anos 50, devido ao seu enorme potencial de converter a celulose, a mais abundante e 

renovável fonte de energia na Terra em glicose e açúcares solúveis.
116-118

 A contínua pesquisa 

com celulases, hemicelulases e pectinases revelou seu enorme potencial em várias indústrias, 

incluindo a alimentícia, de cerveja e vinho, alimentação animal, têxtil, de papel, agricultura, 

assim como de pesquisa e desenvolvimento. 
118-122

 

 Atualmente, as enzimas são comumente empregadas em inúmeros processos 

industriais e existe uma demanda por enzimas mais estáveis, altamente ativas e específicas. 
123

 

Nesse âmbito, inúmeras abordagens têm sido utilizadas para identificar ou produzir celulases 

altamente ativas em celulose nativa, com o intuito de reduzir os custos da produção de 

biocombustíveis. Isso inclui a triagem de genomas, a utilização de estratégias de 

metagenômica para novas celulases, a engenharia de proteínas e a evolução dirigida. 
124

 

Abordagens estruturais como mutagênese sítio-dirigida de resíduos-chave, modelagem 

molecular e técnicas de imageamento, também são extremamente importantes para investigar 

o processo de hidrólise enzimática da celulose.
124

 

 Microrganismos são capazes de produzir múltiplas enzimas que degradam as células 

vegetais, os chamados sistemas enzimáticos.
125

 Componentes dos sistemas celulolíticos foram 

primeiramente classificados com base no seu modo catalítico de ação e, mais recentemente 

estão baseados em suas propriedades estruturais.
115, 126-127

 Três tipos de atividade enzimática 

principais foram encontrados: a de endoglucanases (EGs) ou 1,4-β-D-glucana-4-

glucanohidrolases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (ExGs), incluindo 1,4-β-D-glucana-

glucanohidrolases (também conhecidas como cellodextrinases) (EC 3.2.1.74) e 1,4-β-D-

glucano-celobio-hidrolases (EC 3.2.1.91) e as β-glucosidades ou β-glicosídeo-glucohidrolases 

(EC 3.2.1.21).
52

 

 Celulases são distinguidas de outras hidrolases de glicosídeos, por sua habilidade em 

hidrolisar ligações β-1,4 entre os resíduos glicosil.
128

 O rompimento enzimático das ligações 
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β-1,4 glicosídicas da celulose ocorre por um mecanismo de hidrólise ácida, que utiliza um 

doador de prótons e um nucleófílo ou base. Os produtos da hidrólise podem resultar, tanto na 

inversão ou retenção (mecanismo de substituição dupla) da configuração anomérica do 

carbono-1 na extremidade redutora.
129-130

 

 

 

2.7.1 Endoglucanases 

 

 

 As endoglucanases são também conhecidas como endo β-1,4-glucanases e 

carboximetilcelulases e são as enzimas do complexo celulolítico responsáveis por iniciar a 

hidrólise. Estas enzimas que catalisam a hidrólise interna de ligações β-1,4-D-glucosídicas da 

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

ligações β-1,3.
52

 

  As EGs atacam inicialmente e de forma aleatória, os múltiplos sítios internos das 

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

polimerização (GP) e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor (quando a 

glicose possui uma hidroxila heterosídica livre) e um não redutor (quando a hidroxila 

heterosídica da molécula da extremidade participa da ligação com a glicose adjacente). 

Assim, as EGs disponibilizam sítios para o subsequente ataque das celobiohidrolases.
52

 

  O sítio ativo das endoglucanases possuiu a forma de fenda, o que possibilita a ação da 

enzima ao longo da cadeia de celulose e contribui para a redução considerável do seu grau de 

polimerização. As regiões de menor organização estrutural são mais facilmente atacadas, pois 

possuem cadeias que não estão envolvidas em interações de hidrogênio intermoleculares tão 

fortes quanto as que ocorrem nas regiões cristalinas. Como consequência, ocorre uma maior 

exposição das ligações glicosídicas mais internas das cadeias de celulose. 
8, 131

 

 As endoglucanases, devido ao seu modo de ação são responsáveis pela rápida 

solubilização do polímero celulósico (redução do GP), que ocorre por meio de sua 

fragmentação em oligossacarídeos, o que as torna extremamente importantes no processo de 

hidrólise da biomassa.
132
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2.7.2 Exoglucanases 

 

 

 O grupo das exoglucanases é constituído por celobiohidrolases (CBH) e glucano-

hidrolases. A glucano-hidrolase (EC 3.2.1.74) cujo nome sistemático é 1,4-β-D-glucana-

glucano-hidrolase é pouco reportada, mas possui estratégia de hidrólise da fibra celulósica de 

elevada importância, pois é capaz de liberar glicose diretamente do polímero. Já a CBH (EC 

3.2.1.94), possui o nome sistemático 1,4-β-D-glucana-celobio-hidrolase.
52

 

 Embora a IUBMB defina a CBH como catalisadora da hidrólise apenas dos terminais 

não redutores da fibra celulósica e oligossacarídeos com GP maior que 3 em celobiose, há 

relatos do ataque de terminais redutores por essa enzima.
52, 133

 A CBH participa da hidrólise 

primária da fibra celulósica e é responsável pela amorfogênese, que é um fenômeno ainda não 

elucidado completamente, porém, sabe-se que envolve uma ruptura física do substrato, 

acarretando na desestratificação das fibras, pelo aumento das regiões intersticiais. A 

amorfogênese promove aumentos na taxa de hidrólise da celulose, por tornar amorfas as 

regiões cristalinas dos polímeros deixando-as mais expostas às celulases.
134

 

  As CBHs podem ser classificadas em dois tipos: enzimas do tipo I (CBH I), que 

hidrolisam terminais redutores e as do tipo II (CBHII), que hidrolisam terminais não 

redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibição pelo seu produto de hidrólise, a 

celobiose.
135

 

  As exoglucanases atuam de uma maneira processiva nas extremidades redutoras ou 

não das cadeias de celulose, liberando tanto glicose (glucanohidrolases), como celobiose 

(celobiohidrolase) como produtos principais.
6
 Elas também podem atuar na celulose 

microcristalina, aparentemente ―descascando‖ as cadeias de celulose da estrutura 

microcristalina.
136

  

 

 

2.8 β-glucosidases 

 

 

 As β-glucosidades têm a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarídeos 

solúveis com GP menor que sete a glicose 
52, 136-137

 e, também sofrem inibição por seu produto 

de hidrólise.
135
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 Tais enzimas constituem um grupo heterogêneo de hidrolases e são classificadas com 

base em vários critérios, pois não existe um método bem definido para a classificação dessas 

versáteis enzimas. Em geral, dois métodos para a sua classificação são descritos na literatura e 

se baseiam na especificidade por substratos e na identidade da sequência nucleotídica.
138

 

 Estas enzimas são biologicamente importantes por catalisar a transferência de grupos 

glicosil entre nucleófilos de oxigênio. Essa reação de transferência resulta na hidrólise das 

ligações β-glicosídicas (β-1,4; β-1,3 e β-1,6), a partir da extremidade redutora de di e 

oligossacarídeos de cadeias pequenas, aril-amino ou alquil-β-D-glicosídios, glicosídios 

cianogênicos, oligossacarídeos de cadeia curta e dissacarídeos, sob condições fisiológicas, 

enquanto que sob condições definidas, a síntese de ligações glicosídicas entre diferentes 

moléculas também pode ocorrer.
139

 

 

 

2.9 Sinergismo  

 

 

 Sistemas celulolíticos exibem uma alta atividade coletiva, em detrimento da atividade 

individual de cada enzima, um fenômeno conhecido como sinergismo. Quatro tipos de 

sinergismo foram descritos: endo-exo sinergismo entre endoglucanases e exoglucanases, onde 

as endoglucanases, ao atuar nas regiões amorfas da fibra, disponibilizam terminais redutores e 

não redutores para a atuação da CBH I e CBH II, respectivamente; exo-exo sinergismo, entre 

exoglucanases, onde CBH I e CBH II atuam simultaneamente na hidrólise dos terminais 

redutores e não redutores das cadeias de celulose; sinergismo entre exoglucanases ou 

endoglucanases e β-glicosidases para a remoção de celobiose e oligossacarídeos, como 

produtos de hidrólise, que são substratos para as β-glicosidases, além do sinergismo 

intramolecular entre domínios catalíticos e módulos de ligação aos carboidratos (CBMs) 

(figura 12). 
52, 120, 140-141
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Figura 12 - Desenho esquemático demonstrando o sinergismo entre diferentes tipos de enzimas atuantes na 

degradação da celulose. A. Endoglucanases catalisam a clivagem da cadeia por meio de um 

mecanismo hidrolítico, gerando extremidades não oxidadas (hexágonos azuis). Oxidases líticas 

catalisam a clivagem oxidativa da cadeia, gerando extremidades oxidadas (hexágonos vermelhos). 

Celobiohidrolases hidrolisam a cadeia de celulose de uma maneira processiva para produzir 

celobiose ou celobiose oxidada, dependendo do estado de oxidação das extremidades da cadeia. A 

ação processiva das celobiohidrolases gera majoritariamente celobiose, que pode ser posteriormente 

clivada em glicose por β-D-glucosidades. B. Na ausência de clivagem oxidativa, a hidrólise da 

celulose ocorre apenas por meio de endoglucanases e celobiohidrolases processivas. Adaptado de 
142

.  

 

 

2.10 Classificação das celulases 

 

 

 As enzimas são designadas com base na sua especificidade por substratos, de acordo 

com as diretrizes da International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB). 

As celulases estão agrupadas juntamente com inúmeras hemicelulases e outras 

polissacaridases como hidrolases de glicosídeos (EC 3.2.1.x). 
115

  

As hidrolases de glicosídeos (GHs), incluindo as glicosidases e as transglucosidases 

são enzimas capazes de hidrolisar ligações glicosídicas entre duas ou mais moléculas de 

carboidratos, ou entre carboidratos e outras biomoléculas. No entanto, algumas das enzimas 

auxiliares envolvidas particularmente na hidrólise da hemicelulose também pertencem ao 

grupo das transferases de glicosídeos (EC 2.4.1.x). 
115

 

 Tradicionalmente, as GHs e seus genes foram nomeados aleatoriamente. No entanto, 

com o passar dos anos essa classificação tornou-se insuficiente, pois inúmeras novas GHs 

foram identificadas. Uma classificação alternativa dessas enzimas em famílias foi sugerida e, 

é baseada na similaridade de sua sequência de aminoácidos.
115

 Essa classificação tem sido 
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atualizada inúmeras vezes 
126, 138, 143

, mas com o número exponencial de novas GHs 

identificadas, um novo banco de dados de classificação dessas enzimas foi criado, o 

Carbohydrate-Active Enzymes Database (CAZY). 
144

 

 Além da similaridade entre sequências de aminoácidos, existe uma relação direta entre 

essa característica e a forma de enovelamento da enzima e, como as estruturas terciárias de 

muitas proteínas foram adicionadas, ficou evidente que as famílias contêm enovelamentos 

básicos em comum.
145

 

A classificação de GHs em famílias, considerando características estruturais, provê 

informações importantes que ampliam e complementam a classificação funcional proposta 

pela IUBMB. Essa classificação em famílias, que reflete as características estruturais das 

enzimas é muito mais informativa do que a especificidade por substratos por si só, uma vez 

que a completa gama de substratos é raramente determinada para enzimas individuais. Se uma 

estrutura tridimensional de uma família é conhecida, ela pode ser usada para inferir a estrutura 

dos demais membros da família. Isso também clarificou a evolução das GHs.
143-146

 

 O grande número de estruturas tridimensionais de GHs disponíveis na literatura nos 

últimos anos permitiu a observação de que os membros de uma determinada família GH 

compartilham do mesmo tipo de enovelamento global, um sítio catalítico comum e o mesmo 

mecanismo de reação: de retenção ou inversão. Apesar das similaridades, membros de uma 

mesma família podem ser originários de fungos, bactérias, plantas e animais, com diferentes 

atividades e especificidades por substratos e baixa similaridade entre sequências de 

aminoácidos. Em contrapartida, a mesma atividade enzimática pode ser encontrada em 

diferentes famílias, sendo que as celulases podem ser encontradas em apenas algumas das 

inúmeras famílias. Adicionalmente, várias famílias GH foram agrupadas em clãs.
52, 147

  

 Algumas famílias contêm enzimas com diferentes especificidades por substratos, por 

exemplo, na família 5, podemos encontrar celulases, xilanases e manases. Isso sugere uma 

evolução divergente de um enovelamento básico nos sítios ativos para acomodar diferentes 

substratos. Ao mesmo tempo, celulases podem ser encontradas em inúmeras famílias, 

sugerindo também uma evolução convergente de diferentes enovelamentos, resultando na 

mesma especificidade por substratos.
52
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2.11 A família GH 12 

 

 

 Atualmente são descritas 132 famílias responsáveis pela hidrólise e/ou 

transglicosilação das ligações glicosídicas, de acordo com o portal CAZY.
115, 144

 

Membros da família GH12 hidrolisam as ligações glicosídicas do tipo β-1,4 da 

celulose, via uma reação de duplo deslocamento, gerando uma glicosil-enzima intermediária, 

que resulta na retenção da configuração anomérica do produto 
129, 148

 e também são 

classificados em subfamílias.
144

 Nessa família podem ser encontradas enzimas com atividade 

de endoglucanase, xiloglucano hidrolase, β-1,3-1,4-glucanase e xiloglucano 

endoglicosilase.
144

 

 Inúmeros organismos produzem enzimas da família GH12, incluindo espécies 

extremófilas como o archeon Pyrococcus furiosus 
149

, a bactéria hipertermofílica Thermotoga 

neapolitana 
150

, a eubactéria termofílica Rhodothermus marinus 
151

 e a bactéria acidofílica 

termotolerante Acidothermus cellulolyticus.
152

 

 Enzimas da família 12 provenientes de fungos são consideradas incomuns e, ao 

contrário da maioria das celulases, geralmente não possuem CBM.
153

 Estruturas 

cristalográficas de exemplares dessa família foram descritos nos últimos anos, tanto 

provenientes de bactérias 
154-155

, quanto de fungos 
153, 156

, o que nos permite ter um panorama 

geral das características estruturais para toda a família. Tais estudos revelam uma estrutura do 

tipo β-sanduíche compacto que se curva para criar um sítio de ligação à celulose na face 

côncava das folhas-β.
157

 

 

 

2.12 Microrganismos produtores de celulases 

 

 

Os microrganismos desenvolveram inúmeras estratégias adaptativas para degradar 

matériais celulósicos de maneira eficiente, sendo que estes naturalmente ocorrem como 

partículas insolúveis ou estão embebidos nos polímeros de lignina e hemicelulose.
158

 

 Os fungos filamentosos celulolíticos e as bactérias actinomicetes possuem a habilidade 

de penetrar nos substratos celulósicos por meio das extensões das hifas, expondo dessa forma, 

seus sistemas celulolíticos em cavidades nas partículas de celulose.
159

 A produção de 
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celulases livres, com ou sem CBMs pode, por conseguinte, ser suficiente para a hidrólise da 

celulose sob essas condições. As enzimas nesses sistemas não formam complexos estáveis de 

alta massa molecular, sendo assim chamados de sistemas não complexados.
52

 Em contraste, 

bactérias anaeróbicas não possuem a habilidade de penetrar os materiais celulósicos de 

maneira eficiente, e, por isso, tiveram que desenvolver mecanismos alternativos para degradar 

a celulose e conseguir acessar os produtos da hidrólise, devido à competição com outros 

microrganismos e uma quantidade limitada de adenosina trifosfato (ATP) para a síntese de 

celulases. Isso permitiu o desenvolvimento dos chamados sistemas celulolíticos complexados 

ou celulossomas (figura 13), com células produtoras de celulases posicionadas no sítio da 

hidrólise, como observado para bactérias clostridia e para os ruminantes.
52

  

Microrganismos detentores de celulossomas são normalmente encontrados em 

ambientes anaeróbicos, onde vivem na presença de outros microrganismos, celulolíticos ou 

não.
160-161

 Celulossomas são protuberâncias produzidas na parede celular das bactérias 

celulolíticas, quando crescidas em materiais celulósicos. Tais protuberâncias são complexos 

enzimáticos estáveis que se ligam firmemente à parede celular bacteriana, mas que são 

flexíveis o bastante para se ligar à celulose microcristalina.
161

 

 

 

 

Figura 13 - Esquema simplificado da hidrólise da celulose amorfa e cristalina por sistemas celulolíticos não 

complexados (A) e complexados (B).  Adaptado de 
162

. 
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2.12.1 Fungos produtores de celulases 

 

 

 Inúmeros microrganismos capazes de utilizar a celulose e a hemicelulose como fonte 

de carbono e energia, bem como degradá-las por meio da ação de enzimas, foram descritos 

nos últimos anos.
11, 94

 Nesse contexto, os fungos são os principais organismos responsáveis 

pela degradação da lignocelulose, sendo que as espécies de basidiomicetos o fazem da 

maneira mais rápida e eficiente.
163-164

 

 Essa importante habilidade de degradar a lignocelulose de maneira eficiente parece 

estar associada ao hábito de crescimento micelial, o que permite ao fungo transportar 

nutrientes limitantes como nitrogênio e ferro no substrato lignocelulósico pobre em nutrientes, 

que é a sua fonte de carbono.
165

  

 Fungos com essa capacidade possuem dois tipos de sistemas enzimáticos 

extracelulares, o sistema hidrolítico, que produz hidrolases responsáveis pela degradação de 

polissacarídeos e um sistema ligninolítico extracelular e oxidativo único, que degrada a 

lignina, o que os torna importantes agentes produtores de enzimas para a degradação da 

biomassa.
166-168

   

 

 

2.12.2 O fungo Gloeophyllum trabeum 

 

 

 Os fungos da podridão parda são assim apelidados pela forma peculiar com que a 

madeira se apresenta após ser submetida à degradação por esse tipo de fungo. Nesse caso, a 

celulose e a hemicelulose da madeira são degradadas e a lignina permanece praticamente 

intacta, o que mantém a cor marrom típica observada na madeira.
169

 

 O Gloeophyllum trabeum, um fungo basidiomiceto que integra o grupo dos fungos da 

podridão parda (figura 14) é conhecido por produzir inúmeras enzimas extracelulares 

relacionadas com a degradação da hemicelulose e da celulose amorfa, sendo que a atividade 

predominante em culturas líquidas é a de endoglucanases e xilanases.
19

 

A despolimerização da celulose e da hemicelulose por G. trabeum ocorre por meio da 

geração de radicais hidroxila via reação de Fenton (Fe
2+ 

+ H2O2), um processo assistido por 

hidroquinonas (compostos catequol), além da secreção de peptídeos de baixa massa 
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molecular. Os radicais hidroxila por sua vez, se tornam aptos a despolimelizar os 

polissacarídeos da parede celular vegetal devido à forte capacidade oxidante dos mesmos.
170

 

 

 

 

Figura 14 - Morfologia do fungo G. trabeum. A. Crescimento sobre madeira.
171

 B. Em placa de Petri contendo 

meio ágar-glicose.  

  

A B
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3 Justificativa 
 

 

A sobrevivência das gerações atuais e futuras depende da nossa habilidade em 

desenvolvermo-nos economicamente, com o intuito de suprir as crescentes necessidades 

humanas, sem comprometermos a capacidade do meio-ambiente de atender às necessidades 

das futuras gerações. Para isso, é imprescindível que consigamos diminuir a emissão de gases 

de efeito-estufa, bem como ampliar a distribuição de energia pelo mundo. 

O desenvolvimento de fontes alternativas e, principalmente renováveis de energia, é 

uma das soluções viáveis para atender a crescente demanda por energia. Tais fontes precisam 

ser não somente sustentáveis, mas também ambientalmente viáveis e economicamente 

competitivas. Nesse âmbito, destaca-se o uso do etanol como um combustível eficiente, 

economicamente viável e renovável de energia. O Brasil, sendo um dos líderes mundiais na 

produção de etanol, apresenta um potencial muito grande de obtenção desse combustível a 

partir do aproveitamento de resíduos lignocelulósicos, principalmente o bagaço de cana-de-

açúcar, que é um resíduo abundante gerado pela indústria canavieira. Adicionalmente, a 

eficiência energética da produção de etanol a partir do bagaço é superior à obtida com o 

método convencional, que o produz a partir da fermentação do caldo de cana e que gera o 

bagaço como resíduo.  

Estima-se que, em um futuro próximo, a geração de energia a partir de biomassa 

vegetal seja a principal fonte de recursos para fins energéticos. Com isso, o estudo de 

microrganismos com o potencial de degradar as moléculas constituintes da parede celular 

vegetal como a lignina, a celulose e a hemicelulose, por meio de suas enzimas é de extrema 

importância nas pesquisas relacionadas aos biocombustíveis. 

O fungo G. trabeum faz parte de um grupo de fungos que degrada a celulose e a 

hemicelulose da parede vegetal de maneira eficiente. No complexo celulolítico desse fungo, 

inúmeras enzimas estão presentes e com diferentes atividades, por isso, é importante a 

identificação, a produção e a caracterização estrutural das mesmas, para compreendermos os 

mecanismos moleculares de atuação dessas enzimas. 

Atualmente, dispomos de importantes técnicas de caracterização enzimática, análise 

molecular e estrutural de proteínas, bases universais de dados, além de técnicas avançadas de 

sequenciamento genético e programas computacionais de análise que proporcionam 

ferramentas científicas importantes para o estudo integrado dos complexos enzimáticos de 

microrganismos, um dos objetivos desse estudo. 
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Objetivos  

 

 

 

 

 

 

Claude Monet

“Não basta darmos os passos que nos 

devem levar um dia ao objetivo, cada 

passo deve ser ele próprio um objetivo 

em si mesmo, ao mesmo tempo que 

nos leva adiante”

Johann W. von Goethe
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4 Objetivos  
 

 

4.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo geral do presente estudo é compreender o mecanismo molecular de atuação da 

endoglucanase Cel12A do fungo G. trabeum, bem como elucidar suas características 

estruturais e funcionais, com o intuito de contribuir para a otimização do processo de hidrólise 

enzimática da biomassa vegetal, uma das etapas da produção de biocombustíveis. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 

 Clonagem do gene cel12A de G. trabeum, a partir do DNA complementar (cDNA) 

do fungo; 

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

 Purificação da enzima a partir do extrato enzimático; 

 Identificação da enzima por espectrometria de massas; 

 Caracterização bioquímica, incluindo a determinação da massa molecular, a 

especificidade por substratos e as condições ótimas de atividade; 

 Determinação dos parâmetros cinéticos; 

 Análise por microscopia eletrônica de varredura do efeito da hidrólise de 

substratos naturais pela enzima, como papel de filtro e aveia; 

 Caracterização biofísica por meio de técnicas como dicroísmo circular (CD) e 

espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS); 

 Cristalização e estudos de difração de raios-X; 

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

função da mesma; 
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Material e Métodos 

 

 

 

 

Vincent Van Gogh

“ A vida sem ciência é uma espécie 

de morte”

Sócrates
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5 Material e Métodos 
 

 

5.1 Clonagem independente de ligação (LIC) 

 

 

A clonagem independente de ligação não requer o uso de enzimas de restrição, nem de 

DNA ligase. Nesse método, sequências específicas com cerca de quinze a vinte nucleotídeos 

são adicionadas às extremidades de genes e vetores por meio da reação em cadeia da 

polimerase (PCR), com oligonucleotídeos especificamente desenhados para LIC. Tais 

sequências são complementares entre si, o que permite a interação de ambos por 

complementaridade, de forma não covalente, garantindo dessa forma a integração do gene ao 

vetor. Posteriormente, ambos são submetidos a um tratamento com a enzima T4 DNA 

polimerase.
172

 

A atuação da enzima T4 DNA polimerase é essencial nesse processo, visto que ela possui 

duas atividades enzimáticas: a atividade de polimerase 5´- 3´ e a atividade de exonuclease 3´- 

5´. A atividade de exonuclease se inicia em uma extremidade 3´ livre e atua removendo 

nucleotídeos um a um. Normalmente, a atividade de polimerase equilibra a atividade de 

exonuclease, adicionando nucleotídeos na extremidade 3´. O resultado é que, na presença de 

todos os quatro desoxinucleosídeos trifosfato (dNTPs), cada vez que a exonuclease remove 

um nucleotídeo, a polimerase o substitui por uma nova base. No método LIC, o sistema é 

desequilibrado para forçar a atividade de exonuclease da T4 DNA polimerase, com o intuito 

de criar as extremidades complementares. Nesse caso, o vetor para LIC é tratado com a T4 na 

presença de apenas um único nucleosídeo, a desoxiguanosina trifosfato (dGTP), no nosso 

caso. O sítio de clonagem do vetor é projetado de modo que, a partir da extremidade 3´ 

exposta após a PCR, não haja nucleotídeos guanina até cerca de vinte nucleotídeos internos. 

Isso significa que a exonuclease remove os nucleotídeos, mas como não há desoxitimidina 

trifosfato (dTTP), desoxiguanosina trifosfato (dCTP) ou desoxiadenosina trifosfato (dATP) 

disponíveis, a polimerase não consegue equilibrar sua atividade até atingir uma base dGTP, 

criando assim extremidades coesivas.
172

 

O gene de interesse é amplificado com oligonucleotídeos desenhados para LIC e 

projetados para criar saliências complementares as do vetor. O tratamento com T4 DNA 

polimerase é feito de forma semelhante, exceto pelo fato de que agora, a base adicionada é 

dCTP. 
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A molécula vetor + inserto é então transformada em E. coli, onde posteriormente ligases 

da célula hospedeira reparam o esqueleto de ligações fosfodiéster para uni-lo de forma 

covalente. 

As vantagens inerentes a esse método são a simplicidade e a rapidez em comparação com 

a clonagem convencional, a viabilidade de adaptação do protocolo para a clonagem em alta 

performance e o alto índice de sucesso obtido.
172

 

O esquema simplificado das etapas requeridas para a clonagem pelo método LIC está 

descrita na figura 15, a seguir: 

 

 

 

Figura 15 - Esquema simplificado das etapas requeridas para a clonagem por meio de LIC. 

 

 

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

construído a partir do vetor ANIp7 
173

, compatível com o sistema de expressão em A. niger 

py11, desenvolvido e gentilmente cedido pelo prof. Adrian Tsang do grupo de Genômica 

estrutural e Funcional da Universidade Concórdia no Canadá. 

 A sequência gênica de G. trabeum foi obtida do banco de dados GenBank (número de 

acesso: HQ163778) do National Center for Biotechnology information (NCBI) por meio da 
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TRATAMENTO COM 
T4 DNA POLIMERASE
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A B
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ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
174

, utilizando sequências conhecidas 

de enzimas hidrolíticas envolvidas no processo de degradação da biomassa vegetal.  

A sequência do gene cel12A de G. trabeum é mostrada na figura 16. 

 

 

 

Figura 16 - Sequência do gene cel12A de G. trabeum contendo 741 pares de bases. 

 

 

Os oligonucleotídeos sintéticos específicos foram desenhados com base na sequência 

gênica e utilizados para amplificar o gene em questão, a partir de amostras de cDNA. Para 

isso, utilizamos um oligonucleotídeo forward e dois reverse. Nos oligonucleotídeos também 

foram adicionados uma cauda de poli-histidina (6X His). 

As sequências dos oligonucleotídeos utilizados para amplificar o gene foram: 

 

 

Oligonucleotídeo forward:   

 

 

 

ATGTTCCGCTTCATCTCTGCTTTGCCCTTTGCCTTGGGCGCATTAAAGCTTGCATC
CGCGGCGACCGTGCTCACTGGTCAATACACCTGTGACACTGCTGGAGATTATACC
CTCTGCAATGACCAGTGGGGTATTGCCAACGGTGTGGGCTCCCAGACCTCGACT
TTGATCAGTGCTTCTGGCAGCACCATCTCCTGGTCGACCAACTACACTTGGGCTA
ACAACCCGAATGACGTCAAGACCTATGCCAATGTTCTCTCCAACACCGCCAAGG
GAGTGCAGATCAGTCAAATTAGCAGCTTCCCCACCACCTGGGATTGGTACTACGA
GACTCAGTCGTCTGGCCTCCGCGCTGATGTTTCGTACGACATGTGGACCGGTACT
GCGCAGACCGGCACAGCTGCCAGTTCCTCTTCATCCTACGAGATCATGATCTGGC
TTTCCGGCAAGGGCGGAATCCAACCCGTTGGCTCTCTGAAGACCTCTGGAATCA
GTCTTGCCGGCTATACCTGGAACTTGTGGAGCGGAACCACCGAGACCTGGACCA
CCCTGTCCTTCGTTTCGGCTGACGGGGATATCACTAGCTTCAACGCCGAGCTGAC
TCCCTTCTTCCAGTACTTGGTCGAGAATGAGGGTGTCTCCGCCAGCCAGTATATC
CAGGCCATTCAGACCGGCACGGAAGCCTTCACTGGCACTGCTGAGCTTGTCACT
ACCTCGTTCAGCGTCAGCTTGAGCGGGTGA

5 -TACTTCCAATCCAATCCATTTGACGATATGTTCCGCTTCATCTCTGCTTTGCCCTTTG- 3 
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Oligonucleotídeo reverse 1: 

 

 

 

Oligonucleotídeo reverse 2: 

 

 

 

 

5.1.1 Obtenção do cDNA 

 

 

O cDNA de G.trabeum da linhagem Madison 617, ATCC 11539 foi obtido por transcrição 

reversa do ácido ribonucléico (RNA) total extraído a partir do cultivo do fungo em meio de 

cultivo TDM 
175

, suplementado com alfafa e cevada 1%  (m v
-1

) a 34 
o
C por 32 horas. 

 

 

5.1.2 Amplificação gênica 

 

 

O gene cel12A de G. trabeum foi amplificado com os oligonucleotídeos específicos 

forward e reverse 1 e, em uma segunda PCR, com os oligonucleotídeos forward e reverse 2 

visando adicionar a cauda de LIC requerida para inserção do gene no vetor ANIp7G. Um 

controle negativo foi feito sob as mesmas condições, porém, sem a adição do molde de 

cDNA, onde se esperaria portanto, que não ocorresse nenhuma amplificação. Para essas 

reações foi utilizada a enzima Phusion DNA Polymerase (Finnzymes). O resultado da 

amplificação dos genes foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 1% (m v
-1

). 

 

5 -ATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCAGCCCGCTCAAGCTGAC- 3´

5 -TTATCCACTTCCAATCCATTTGTTAATGATGATGATGATGATGGGATCCACGCGGAACCA- 3 
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5.1.3 Tratamento com T4 DNA polimerase 

 

 

O produto da segunda PCR dos genes foi incubado com a enzima T4 DNA polimerase 

(New England BioLabs) a 22 
o
C por 30 minutos, juntamente com o dCTP, seguido da 

posterior inativação da enzima a 75 
o
C por 20 min. O produto dessa reação foi conservado a 4 

o
C até a etapa seguinte. 

 

 

5.1.4 Preparo do vetor  

 

 

O vetor ANIp7G (figura 17) foi amplificado por PCR utilizando-se oligonucleotídeos 

específicos desenhados para o método LIC, visando à adição da sequência requerida para LIC 

no sítio de clonagem. Posteriormente, o produto desta PCR foi incubado com a enzima DpnI 

(New England BioLabs) a 37 
o
C overnight, seguido da inativação da enzima por 20 minutos a 

80 
o
C. O intuito da utilização desta enzima é a digestão de quaisquer moléculas do vetor que 

ainda estejam fechadas após a amplificação por PCR. Isso prejudicaria o sucesso da ligação 

com os genes e a posterior transformação em bactérias E. coli. 
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Figura 17 - Mapa do vetor ANIp7G adaptado para o método LIC. 

 

 

As sequências dos oligonucleotídeos utilizados para amplificar o vetor e adicionar a 

sequência requerida para clonagem por LIC foram: 

 

 

Oligonucleotídeo forward: 

 

 

Oligonucleotídeo reverse: 
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5 -AAATGGATTGGAAGTGGATAACTTAACTGCAGGTCCGCGAATATTCCG- 3 

5 AAATGGATTGGATTGGAAGTACTGATATGCAAGCTTGGCACTGGC-3 
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 A reação com a enzima T4 DNA polimerase (New England BioLabs) foi feita em 

condições semelhantes às descritas para o gene, exceto pelo fato de que agora, a base 

nitrogenada adicionada foi dGTP. 

 Posteriormente, o vetor ANIp7G e o inserto foram incubados juntos por 30 min à 

temperatura ambiente para que ocorresse a integração dos mesmos. 

 

 

5.1.5 Transformação em E. coli DH5α competentes 

 

 

A transformação em células competentes da linhagem DH5α foi feita por choque 

térmico 
176

 e, posteriormente, a mistura foi incubada em meio de cultura 2YT [bacto-triptona 

1,6%, NaCl 0,5% e extrato de levedura 1% (m v
-1

)] em um incubador rotativo a 37 
o
C por 1 

hora. A mistura foi então, distribuída em placas de Petri contendo meio de cultura sólido 

2YT-ágar [1,5% (m v
-1

)] acrescido de antibiótico ampicilina (100 μg ml
-1

). As placas foram 

incubadas em estufa a 37 
o
C overnight para permitir o crescimento das colônias. 

 

 

5.1.6 Confirmação das colônias positivas 

 

 

Algumas colônias foram escolhidas aleatoriamente e inoculadas em 1 mL de meio 

2YT contendo ampicilina (100 μg ml
-1

). Essa cultura foi incubada em um incubador rotativo a 

37 o
C, 200 rpm overnight.  

Posteriormente, realizamos uma minipreparação de DNA, com o intuito de extrair o 

DNA plasmidial das bactérias. Para isso, a cultura foi centrifugada a 20
 o

C e 3750 rpm por 10 

minutos e, ao pellet resultante, adicionamos 100µl de uma solução contendo: D-glicose 0,9%, 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,3%, Tris base 0,3% acrescida da enzima RNase 

A (Qiagen) (17,5 U mL
-1

) para ressuspender as células. Posteriormente, adicionamos 200 µl 

de uma solução contendo dodecil sulfato de sódio (SDS) 1% (v v
-1

) e NaOH 10M a 2% (v v
-

1
), seguido de suave homogeneização. Esse passo é essencial para a lise da bactéria e a 

liberação do conteúdo interno das células. A essa mistura adicionamos 150 µl de uma solução 

contendo acetato de potássio 29,4% (m v
-1

) e ácido acético glacial 11,5% (v v
-1

) pH 4,8, para 
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a precipitação das proteínas presentes. A mistura foi centrifugada a 4
 o

C e 3750 rpm por 15 

minutos. O sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado nas mesmas condições 

anteriores, com o intuito de remover a maior quantidade possível de proteínas. O 

sobrenadante foi igualmente coletado e a esse, adicionamos 315 µl (0,7 volumes) de 

isopropanol 100%, seguido da centrifugação a 20 o
C e 3750 rpm por 20 minutos. O 

isopropanol foi descartado e o pellet foi lavado com 500 µl de etanol 70% e, posteriormente, 

centrifugado a 4 o
C e 3750 rpm por 5 minutos. O etanol foi então descartado e o pellet obtido 

foi incubado em estufa a 37 o
C por 30 minutos para a completa evaporação do etanol. O DNA 

resultante do processo foi ressuspendido em 20 µl de tampão Tris-HCl 10 mM pH 8. 

Uma PCR com os plasmídeos extraídos foi realizada para confirmar o sucesso da 

transformação. 

 

 

5.2 Manipulações com A. niger py11 

 

 

 Os fungos filamentosos têm sido utilizados com sucesso para a produção de proteínas 

recombinantes, principalmente devido às facilidades de cultivo e adaptação dos mesmos a 

diversas condições ambientais. Esses organismos podem produzir e secretar de maneira 

excepcional, grandes quantidades de proteína, processar RNAs mensageiros eucarióticos, 

além de possuírem a capacidade de realizar modificações pós-traducionais nas proteínas, 

como a glicosilação e a formação de pontes dissulfeto.
177

 

 Outra vantagem de se utilizar esses organismos para a produção de proteínas inclui o 

fato dos mesmos secretarem as proteínas para o meio de cultivo, mecanismo interessante tanto 

para o caso de proteínas com efeito tóxico quando acumuladas, quanto pela facilidade de 

purificação dos produtos desejados diretamente do meio de cultura, uma vez que sua 

morfologia filamentosa contribui para tal.
178
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5.2.1 O gênero Aspergillus sp. 

 

 

O gênero Aspergillus sp (figura 18) é composto de aproximadamente 180 espécies, muitas 

das quais com importante valor comercial, além de inúmeras outras com importância médica 

por serem consideradas patogênicas. As espécies desse gênero são altamente adaptáveis, visto 

que crescem em um amplo intervalo de temperatura, de 10 a 50
 o

C, valores de pH variando 

entre 2 e 11 e uma osmolaridade desde a pureza da água até cerca de 34% de sal.
179

 

A complexidade de sua regulação gênica representa um desafio para a ciência, uma vez 

que essas espécies são capazes de explorar uma vasta gama de condições ambientais e utilizar 

diversas fontes nutricionais, fato que pode ser vantajoso, porém complexo.
180

 

 

 

 

Figura 18 - Morfologia do fungo A. niger. A. Crescimento micelial em placa de Petri.
181

 B. Conidióforo de A. 

niger com conidiósporos na extremidade.
182

  

 

 

Para a produção heteróloga de proteínas em A. niger, as seguintes etapas são 

requeridas, conforme esquematizado na figura 19. 

 

A B
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Figura 19 - Esquema simplificado das etapas requeridas para a produção de proteínas recombinantes em A. 

niger. 

 

 

5.2.2 Obtenção dos protoplastos 

 

 

 Para a obtenção dos protoplastos de A. niger utilizados na transformação dos genes, 

um inóculo de 500 mL contendo 2x10
6 

esporos mL
-1

 foi feito em meio líquido completo para 

A. niger (CM) e incubado em  um incubador rotativo a 30
 o

C, 150 rpm, overnight. 

Posteriormente, sob condições estéreis, o micélio fúngico obtido nesse cultivo foi filtrado a 

vácuo utilizando-se a membrana Miracloth (EMD Millipore). O micélio foi então, lavado com 

três volumes de solução de MgSO4 0,6 M e digerido com o coquetel enzimático comercial 

VinoTaste® Pro (Novozymes) (0,25 g/grama de micélio obtido), com atividade de pectinase e 

β-1,3-1,6 glucanase, diluído em uma solução osmótica contendo NaH2PO4-H2O 0,5M 0,3% (v 

v
-1

), Na2HPO4-2H2O 0,5M 1,6% (v v
-1

) e MgSO4-7H2O 29,5% (m v
-1

) (10 mL para cada 5 g 

de micélio). Para que a ação da enzima ocorresse de modo eficiente, a mistura foi incubada 

CULTIVO DO FUNGO EM MEIO LÍQUIDO  A PARTIR DOS 
ESPOROS

OBTENÇÃO DOS PROTOPLASTOS

PLAQUEAMENTO EM MEIO SELETIVO

TRANSFORMAÇÃO DOS GENES

COLETA DOS ESPOROS DAS COLÔNIAS 
E ENSAIOS DE EXPRESSÃO
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em um incubador rotativo a 30 
o
C, com agitação de 150 rpm na primeira hora e 100 rpm nas 

demais, até a completa digestão da parede celular das hifas, após cerca de quatro horas de 

incubação (figura 20). A verificação do grau de digestão se deu por observação ao 

microscópio ótico (figura 21). 

 

 

 

Figura 20 - Etapas do processo de obtenção de protoplastos de A. niger. A. Filtração do micélio obtido da 

cultura líquida. B. Cultivo após adição do coquetel comercial VinoTaste® Pro (Novozymes). C. 

Etapa de obtenção dos protoplastos após centrifugação para separação dos restos celulares contendo 

micélio. 

 

 

 Após a digestão da parede celular, coletamos os protoplastos acrescentando-se 1 

volume de uma solução contendo sorbitol 11% (m v
-1

), Tris-HCl 1M pH 7,5 10% (v v
-1

), 

seguido de centrifugação a 4
 o

C e 3750 rpm por 20 minutos. Uma camada intermediária de 

protoplastos foi coletada após centrifugação e transferida para um tubo falcon estéril. Os 

protoplastos foram então lavados com solução de sorbitol e cloreto de cálcio (S/C), composta 

por sorbitol 1M e CaCl2-2H2O a 50mM e posteriormente centrifugados a 4
 o

C e 3750 rpm por 

5 minutos. Esse processo foi repetido três vezes com o intuito de eliminar quaisquer 

resquícios de micélio, porém, antes de centrifugar o conteúdo da última lavagem, uma 

alíquota foi retirada para a contagem dos protoplastos em microscópio ótico, utilizando-se 

uma câmara de Neubauer. Após a centrifugação, o pellet obtido foi ressuspendido em solução 

de glicerol 10M para preparar o estoque de protoplastos a uma concentração final de 2x10
7 

protoplastos mL
-1

. 
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Figura 21 - Etapas de digestão do micélio de A. niger para a liberação dos protoplastos. A. Hifas íntegras antes 

do início da digestão com o coquetel comercial VinoTaste® Pro (Novozymes). B. 1 hora após a 

adição do coquetel. Nota-se que alguns protoplastos já foram liberados (flechas). C. Após 4 horas de 

digestão. Nesse estágio, o número de protoplastos liberados é bem maior e praticamente não há mais 

hifas íntegras. 

 

 

5.2.3 Transformação dos genes na cepa py11 

 

 

 A cepa py11 (cspA
-  

pyrG
-
 ∆Gla :: hiG) é derivada da linhagem N593 (cspA

-
 pyrG) por 

silenciamento do gene Gla, o que a faz possuir as seguintes características: auxotrofia para 

uracila e uridina, amido não ramificado como fonte de carbono para seu crescimento e 

estrutura dos conídios mais curta. Esta cepa foi desenvolvida no Centro de Genômica 

Estrutural e Funcional da Universidade Concórdia e gentilmente cedida pelo prof. Adrian 

Tsang. 

 O método de transformação utilizado é baseado na utilização de protoplastos por 

digestão enzimática da parede celular de micélio jovem. A transformação é feita por 

incubação dos protoplastos em meio osmótico contendo CaCl2, com DNA e polietilenoglicol 

(PEG). Os transformantes são selecionados por plaqueamento dos protoplastos em meio de 

regeneração seletivo, que não contém uridina nem uracila (figura 22). 

 

A B C



91 
 

 

Figura 22 - Transformação química em Aspergillus sp. Os conidiósporos são coletados e germinados em meio 

contendo nutrientes e, posteriormente, submetidos a um tratamento enzimático para a quebra da 

parede celular das células, liberando, dessa forma, os protoplastos, que são incubados com o DNA 

transformante. O plaqueamento em meio seletivo permite o crescimento dos transformantes. 

Adaptado de 
180

. 

 

 

 Para a transformação dos genes, 10 ng de DNA foram incubadas com 100µl de PEG 

20%, 20 µl de solução de ácido aurintricarboxílico (ATA) 0,4 M e 200 µl da preparação de 

protoplasto à temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, adicionamos à mistura 

1,5 mL de PEG 60%, que foi homogeneizada suavemente e incubada em temperatura 

ambiente por 20 minutos. Adicionamos então, 5 mL de sorbitol 1,2 M, seguido da 

centrifugação a 20 
o
C e 37500 rpm por 10 minutos. O pellet obtido foi ressuspendido em 0,5 

mL de sorbitol 1,2 M e a mistura resultante foi plaqueada em placas de Petri contendo meio 

de regeneração seletivo (SRM) (figura 23). As placas foram incubadas em estufa a 30 
o
C por 

6 a 10 dias. Um controle negativo foi feito sob as mesmas condições descritas anteriormente, 

porém, utilizando-se o vetor ANIp7G sem o inserto. Esse controle foi plaqueado em meio 

SRM. Nesse controle, idealmente, não se deve observar nenhuma colônia após o período de 

incubação.  

 Um controle positivo dos protoplastos também foi feito com o intuito de verificar a 

viabilidade dos protoplastos utilizados. Para isso, plaqueamos os protoplastos em placas com 
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meio de regeneração não seletivo (NSRM), onde idealmente deveríamos observar uma 

abundância de colônias, já que os protoplastos nesse caso não são recombinantes e, portanto, 

não possuem nenhuma marca de seleção. 

 

 

 

Figura 23 - Placas contendo colônias de A. niger após transformação e incubação em meio seletivo em estufa a 

30
 o

C. A. Controle negativo do experimento, onde não foi observado crescimento de colônias em 

meio seletivo SRM. B. Controle positivo onde foi observado crescimento abundante do fungo em 

meio não seletivo. C. Placa de transformação com crescimento de colônias esparsas. 

 

 

5.2.4 Ensaios de expressão  

 

 

Para a triagem inicial da produção de proteínas, adicionamos os esporos de algumas 

colônias de A. niger escolhidas aleatoriamente a 1 mL de meio mínimo indutor (MM J), em 

placas de acrílico de 24 poços (figura 24). As placas foram incubadas em estufa a 30 
o
C por 5-

6 dias. Após o período de incubação, coletamos e centrifugamos a cultura a 4
 o

C e 13000 rpm 

por 5 minutos, com o intuito de eliminar quaisquer resquícios de esporos e micélio. O 

sobrenadante foi então analisado por Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) 15%, sob condições desnaturantes 
183

 utilizando-se o marcador 

de massa molecular All Blue (Bio-Rad) de 250 kDa. Posteriormente, os géis foram corados 

com Coomassie Brilliant Blue R-250 para a visualização das bandas. 

 

A B C
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Figura 24 - Triagem da produção de proteínas recombinantes de  A. niger. A. Coleta dos esporos das colônias. 

B. Inoculação dos esporos nos poços contendo meio MM J. 

 

 

5.3 Identificação da proteína 

 

 

 A confirmação da identidade da proteína obtida foi feita pelo método da cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas (LC/MS). A banda referente à enzima GtCel12A 

foi cortada do gel de poliacrilamida e digerida com 0,5 µg de tripsina modificada (Promega) 

por 16 horas. A extração dos peptídeos foi realizada com uma solução contendo ácido fórmico 

5% e acetonitrila 50% e os mesmos foram posteriormente submetidos à análise por LC/MS 

em um equipamento MicroTOF-QII (Bruker Daltonics). O espectro de massa dos peptídeos 

foi obtido por meio das massas mono-isotrópicas dos mesmos e interpretado por meio da 

ferramenta computacional Mascot.
184

 

A sequência dos peptídeos obtidos foi posteriormente comparada com uma base de 

dados de fungos filamentosos disponível no Joint Genome Institute (JGI) do U.S Department 

of Energy.  

 

 

5.4 Escalonamento da produção de proteínas recombinantes em A. niger 

py11 

 

 

 Para a produção da proteína GtCel12A em maior escala, 2x10
6
 esporos mL

-1
, obtidos 

das colônias positivas após a transformação dos genes, foram inoculados em meio MM J 

A B
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contendo maltose 4% (m v
-1

), em frascos erlenmeyers de 2 litros e mantidos em cultura 

estacionária em estufa a 30 
o
C por 6 dias (figura 25). 

 Posteriormente, o extrato fúngico foi filtrado em membrana Miracloth (EMD 

Millipore) e o conteúdo proteico foi precipitado com sulfato de amônio a 80% (m v
-1

) de 

saturação overnight a 10 o
C. No dia seguinte, o extrato foi centrifugado a 9000 rpm por 20 

minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de proteína foi então ressuspendido 

em tampão Bis-Tris 50 mM, pH 6,0, adequado para os passos seguintes de purificação da 

proteína. 

 Após ressuspender o precipitado, a amostra foi dessalinizada em um concentrador 

vivaspin (Amersham Bioscience), com ciclos de concentração e ressuspensão da mesma em 

tampão Bis-Tris 50 mM, pH 6,0.  

 

 

 

Figura 25 - Escalonamento da produção da proteína GtCel12A. À esquerda, testes iniciais em placa de 24 poços 

com volume de 1 mL e, à direita, produção em frascos do tipo Erlenmeyer com 500 mL de meio de 

cultivo. 

 

 

5.5 Purificação  

 

 

 A amostra dessalinizada foi submetida ao primeiro passo de purificação por técnicas 

de cromatografia em um equipamento AKTA Purifier Fast Performance Liquid 

Chromatography (FPLC).  
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 Na primeira etapa de purificação, a amostra foi pré-purificada em uma coluna de troca 

aniônica Q-sepharose FF 16/60, equilibrada com o mesmo tampão da amostra, Bis-Tris 50 

mM, pH 6,0. A amostra foi submetida a um gradiente em etapas de 0 a 100% (em 10 volumes 

de coluna) de NaCl 1 M no mesmo tampão. A enzima de interesse foi eluída com 10 a 20% de 

NaCl e, posteriormente, submetida a outra etapa de purificação. 

 O tampão da amostra obtida foi trocado e a mesma foi posteriormente concentrada em 

um concentrador vivaspin (Amersham Bioscience) até um volume final de 1 mL. Essa 

solução proteica concentrada foi então aplicada em uma coluna de exclusão molecular, a 

Superdex 75 16/60, equilibrada com o tampão citrato de sódio 50 mM, pH 3,0, como um 

segundo passo de purificação. 

 A pureza da amostra foi analisada por SDS-PAGE 15% sob condições desnaturantes 

178
. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 e o conteúdo protéico foi 

determinado espectrofotometricamente, por meio do equipamento Nanodrop
TM 

(Thermo 

Scientific), com leitura da absorbância a 280 nm.  

 

 

5.6 Caracterização Bioquímica e Biofísica da proteína recombinante 

 

 

5.6.1 Estimativa da massa molecular real por cromatografia de exclusão molecular 

 

 

 Para se determinar a massa molecular da proteína e confirmar seu estado oligomérico 

em solução, uma curva de calibração foi obtida aplicando-se na coluna de exclusão molecular 

Superdex 75 16/60, proteínas-padrão com massas conhecidas e, posteriormente, sob as 

mesmas condições, a proteína GtCel12A. As proteínas utilizadas como padrão foram: 

conalbumina (75,0 kDa), ovoalbumina (44,0 kDa), anidrase carbônica (29,0 kDa), 

ribonuclease A (13,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa) do kit ―Gel Filtration Calibration Kit‖ (GE 

Healthcare) de baixa e alta massa molecular. O corante Blue Dextran (2000 kDa) foi utilizado 

para a determinação do volume morto (Vo) da coluna. 

 Com base nos volumes de eluição de cada proteína foi possível calcular o Kav, um 

parâmetro relacionado ao perfil de migração de cada molécula, de acordo com a seguinte 

equação: 
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    (1) 

 

Onde, 

Ve é o volume de eluição da proteína; 

Vo é o volume morto da coluna;  

Vt é o volume total da coluna. 

 

 

 Para a construção da curva de calibração, os valores obtidos para os Kavs foram 

plotados em um gráfico contra o logaritmo da massa das proteínas padrão. A equação da reta 

obtida por regressão linear, foi utilizada para o cálculo da massa molecular da proteína em 

estudo. 

 

 

5.6.2 Eletroforese em gel nativo (condições não-desnaturantes) 

 

 

 A eletroforese em gel nativo é uma técnica que permite determinar a homogeneidade 

da amostra de proteína, bem como seu estado oligomérico em solução. Nessa técnica, as 

proteínas são separadas com base em alguns parâmetros como carga, massa e conformação. O 

experimento foi realizado no equipamento Phast System (Amersham Biosciences), utilizando 

um gel não desnaturante, o Phast Gel 8-25 com gradiente de 8 a 25% de acrilamida (GE) e um 

padrão de proteínas de alta massa molecular: tiroglobulina bovina (669 kDa), ferritina de 

cavalo (445 kDa), catalase (232 kDa), aldolase (140 kDa) e soro-albumina bovina (66 kDa). O 

gel foi corado com Comassie Blue em solução aquosa de metanol 25% (v v
-1

) e ácido acético 

5% (v v
-1

). 

 

 

 

 

 



97 
 

5.6.3 Especificidade por substratos 

 

 

 A enzima GtCel12A pura foi submetida a um ensaio de atividade com vinte e um 

substratos com o intuito de determinar sua especificidade por substratos. Os substratos 

testados foram: 4-nitrophenyl-β-D-cellobioside (4NPC), 4-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 

(4NPG), Sigmacell 20 (celulose microcristalina), carboximetilcelulose (CMC), xilano de 

madeira de faia (Sigma Aldrich), arabinoxilano de trigo e centeio, β-glucano de cevada, 

liquenano de musgo islandês, xilano de aveia, arabinano não ramificado de beterraba, 1-5-α-L 

arabinano de beterraba, arabinogalactano de Larix sp, 1-4-β-D manano, laminarina, 

galactomanano e xiloglucano de tamarindo (Megazyme), Avicel PH-101 (celulose 

microcristalina) e hidroxietilcelulose (Fluka), disco de 0,7 cm papel de filtro Whatman N
o
 1 

(Whatman) e PASC (celulose amorfa) 
186

. 

 Cada ensaio foi realizado em triplicata, em um volume final de 100 µL, dos quais 50 

µL eram do substrato a 1% (m v
-1

), 5 µL de enzima em concentração de 0,3 mg mL
-1

 e 45 µL 

de citrato de sódio a 50 mM, pH 4,5. No controle da reação, o volume de enzima foi 

substituído por 5 µL do mesmo tampão. A mistura foi incubada a 50 o
C por 30 minutos e, 

posteriormente, adicionamos 100 µL de uma solução a base de ácido dinitrosalicílico 

(DNS)
187

. Novamente a mistura foi incubada, porém, dessa vez a 95 o
C por 5 minutos. A 

leitura das absorbâncias foi registrada a 540 nm.  

 Para os testes com 4NPC e 4NPG, após o tempo de incubação de 30 minutos, 

adicionamos 100 µL de Na2CO3 1M e realizamos a leitura das absorbâncias a 400 nm. 

 Para o cálculo da atividade enzimática, uma curva padrão foi construída, utilizando 

diferentes concentrações de glicose. Com base nessa curva padrão, a quantidade de açúcares 

redutores totais para os experimentos foi obtida e a atividade em unidades de atividade 

enzimática por volume de extrato enzimático foi calculada (µmol de glicose equivalente min 
-

1
 mL

-1
). 
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5.6.4 Determinação das condições ótimas 

 

 

 O perfil de atividade em função de pH e temperatura foi determinado utilizando β-

glucano de cevada a 1% (m v
-1

) como substrato. O volume final da reação foi de 100 µL, dos 

quais 5 µL eram de enzima a 0,03 mg mL
-1

, 45 µL de cada tampão a 50 mM com valores de 

pH de 1 a 10 e 50 µL do substrato. No controle da reação, o volume de enzima foi substituído 

por tampão. 

 As seguintes soluções foram utilizadas: ácido clorídrico a 50 mM para pH 1, ácido 

clorídrico equilibrado com cloreto de potássio para pH 2, ácido cítrico equilibrado com citrato 

de sódio para pHs 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e 6,0; fosfato de sódio equilibrado com hidróxido de 

sódio para pH 7,0, Tris equilibrado com ácido clorídrico para os pHs 8,0 e 9,0 e carbonato de 

sódio equilibrado com bicarbonato de sódio para pH 10,0. 

 Os ensaios foram realizados em triplicata em um termociclador (BioRad) com a 

função gradiente de temperatura, em um intervalo de 30 a 80 
o
C para todos os pHs, 

totalizando 768 amostras.   

 

 

5.6.5 Atividade enzimática residual 

 

 

 A atividade residual da GtCel12A foi obtida sob as condições ótimas da enzima, de 

acordo com os resultados do experimento anterior, por meio da incubação da enzima diluída 

em tampão citrato de sódio, pH 4,5 a 50 o
C, por 168 horas. Alíquotas de 5 µL foram retiradas 

e ensaiadas para a atividade em β-glucano de cevada a 1% (m v
-1

). A meia-vida da enzima foi 

determinada por meio da construção de um gráfico de atividade versus tempo, após a 

regressão linear dos dados e determinação da equação da reta. 
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5.6.6 Experimento de estabilidade térmica avaliado pela técnica de Thermofluor 

 

 

 A técnica de Thermofluor tem o intuito de monitorar a estabilidade térmica das 

proteínas e se baseia no processo de desnaturação induzida por temperatura. Para isso, utiliza 

um fluoróforo, a SYPRO® Orange (Invitrogen), que interage com a região hidrofóbica central 

da proteína. À medida que a proteína começa a se desenovelar devido ao aumento da 

temperatura, seu núcleo hidrofóbico é exposto, o que resulta em um aumento de fluorescência 

dessa molécula (figura 26). 

 Essa técnica é usualmente utilizada para se determinar condições ideais para a 

estabilidade das proteínas, por meio da triagem de diferentes tampões, ligantes, cofatores, etc, 

o que pode aumentar as chances de sucesso da purificação e cristalização das mesmas. 

Nesse experimento, investigamos a estabilidade da proteína em diferentes valores de pH. 

Utilizamos 10 µM de proteína em cada condição, que explorou diferentes tampões (pH de 1 a 

10) e 1µL de SYPRO® Orange (Invitrogen) em concentração final de 1000 x na reação. O 

volume final da reação foi de 20 µL em todos os casos. As reações foram realizadas em 

triplicata e a variação de temperatura do experimento foi de 25 a 95 o
C, com incremento de 1 

o
C. As seguintes soluções foram utilizadas para os diferentes valores de pH: ácido clorídrico a 

50 mM para pH 1, ácido clorídrico equilibrado com cloreto de potássio para pH 2, ácido 

cítrico equilibrado com citrato de sódio para pHs 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e 6,0; fosfato de sódio 

equilibrado com hidróxido de sódio para pH 7,0, Tris equilibrado com ácido clorídrico para os 

pHs 8,0 e 9,0 e carbonato de sódio equilibrado com bicarbonato de sódio para pH 10,0. 

 As amostras foram colocadas em placas de PCR de 96 poços (BioRad) e seladas com 

um adesivo transparente, o Optical-Quality Sealing Tape (Bio-Rad). As placas foram 

incubadas em um termociclador do tipo iCycler iQ Real Time PCR Detection System (Bio-

Rad) e as mudanças do sinal de fluorescência foram monitoradas por meio de um dispositivo 

de carga acoplada (CCD). 
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Figura 26 - Princípio do método Thermofluor utilizado para o estudo da estabilidade de proteínas. A teoria se 

baseia no monitoramento de perfis de enovelamento da proteína, a partir do sinal de fluorescência do 

corante SYPRO® Orange à medida que esse interage com as moléculas de proteína. As proteínas 

corretamente enoveladas sofrem desenovelamento com o aumento da temperatura, resultando na 

exposição de regiões hidrofóbicas e, eventualmente, a agregação das moléculas. A temperatura de 

melting (Tm) representa a temperatura na qual 50 % das moléculas estão desenoveladas. Adaptado de 
188

. 

 

 

5.7 Determinação dos parâmetros cinéticos 

 

 

 A determinação dos parâmetros cinéticos também foi realizada com a utilização de β-

glucano de cevada a 1% (m v
-1

), que foi o melhor substrato para a atividade da GtCel12A. As 

reações foram realizadas em triplicata, em um volume final de 100 µL, dos quais 50 µL eram 

de substrato em uma concentração final de 0,6; 1,25; 2,5; 5; 10 e 15 (mg mL
-1

) na reação, 45 

µL de tampão citrato de sódio pH 4,5 e 5 µL de enzima. A concentração final de enzima na 

reação foi de 30 nM. 

 O volume reacional de 100 µL foi incubado em placas de PCR de 96 poços a 50 o
C. 

Triplicatas foram removidas após 1, 2, 5, 10, 12 e 15 minutos de reação e foram 

imediatamente testadas para a determinação da quantidade de açúcares redutores pelo método 

do DNS. Os parâmetros cinéticos Km e Vmax foram determinados por meio do ajuste de 

Michaelis-Menten, disponível no software Origin v 8.6 (OriginLab). 
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5.8 Microscopia eletrônica de varredura com fonte de elétrons por emissão 

de campo (FESEM) 

 

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é uma técnica bem estabelecida para a 

obtenção de imagens superficiais de sólidos orgânicos e inorgânicos utilizada em diversas 

áreas, sobretudo em biologia, geologia e ciência dos materiais. As imagens obtidas são 

formadas a partir da interação de um feixe de elétrons focalizado sobre a amostra que varre a 

sua superfície ponto a ponto. Importantes características da amostra são reveladas com esse 

método, como composição elementar, topografia, cristalinidade, potencial elétrico, campo 

magnético local, entre outras.
189-190

  

A microscopia eletrônica de varredura proporciona imagens com alta resolução, que 

podem chegar a 5 nm nos microscópios de emissão de campo (FESEM). Essa resolução é 

muito superior à obtida em microscópios óticos, de 0,5 µm.
191

 Além disso, as imagens têm 

aparência tridimensional, um resultado da alta profundidade de campo que pode ser obtida e 

dos efeitos de contraste produzidos pelos elétrons secundários e retroespalhados.
190, 191

 A 

aparência tridimensional facilita muito a interpretação das imagens, por exemplo, quando 

comparadas com as obtidas por microscopia eletrônica de transmissão (TEM). 

 Amostras de papel de filtro (disco de 0,7 cm, Whatman N
o
 1) e flocos de aveia in 

natura submetidos à hidrólise enzimática pela GtCel12A por 12 horas (e 24 horas para o 

papel de filtro) a 50
 o

C, foram submetidos à analise por MEV. O volume reacional utilizado 

para a preparação das amostras foi de 100 µL, dos quais 95 µL eram tampão citrato de sódio 

(pH 4,5) e 5 µL de solução de enzima (15 mg mL
-1

). Os ensaios foram realizados em triplicata 

e na amostra de controle da reação, o volume de enzima foi substituído por tampão. 

Posteriormente, as amostras foram secas em estufa a 37 o
C por 12 horas e revestidas com 

ouro em um metalizador SCD 050 (Bal-Tec, USA), utilizando uma corrente de 40 mA 

durante 60 s.  

 As análises de microscopia foram realizadas em colaboração com a Prof
a
. Dr

a
 Camila 

A. Rezende, no Laboratório de Microscopia Eletrônica do Laboratório Nacional de 

Nanotecnologia (LME/LNNano) em Campinas/SP, em um microscópio eletrônico de 

varredura equipado com um canhão de emissão de campo (FEI Quanta 650 FEG). Um 

mínimo de 20 imagens foi obtido em diferentes regiões de cada amostra para garantir a 

reprodutibilidade dos resultados. 
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5.9 Espectroscopia de Dicroísmo circular 

 

 

 A luz plano-polarizada possui duas componentes circularmente polarizadas de igual 

magnitude, uma que gira no sentido anti-horário (à esquerda, ou L) e outra no sentido horário 

(à direita, ou R). A Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) é uma técnica que se baseia 

na absorção diferenciada dessas duas componentes da luz, que é circularmente polarizada, por 

moléculas assimétricas e opticamente ativas.
193

 Se após a passagem pela amostra, os 

componentes L e R não forem absorvidos ou forem absorvidos igualmente, a recombinação 

de L e R gerará uma radiação polarizada no mesmo plano inicial, entretanto, se L e R forem 

absorvidos de maneira diferenciada, a radiação resultante será dita como tendo polarização 

elíptica, já que as duas componentes tem amplitudes diferentes.
193

 Tal absorção diferenciada é 

devida aos diferentes coeficientes de extinção das moléculas para cada polarização.
194

 

 Os equipamentos de CD, chamados de espectropolarímetros, medem a diferença em 

absorbância entre os componentes circularmente polarizados L e R (         , mas 

geralmente também reportam em termos de elipticidade (θ), que corresponde ao ângulo cujo 

arco é igual à razão entre os semi-eixos maior e menor da elipse, portanto, reportado em 

graus. Adicionalmente, o espectro de CD é obtido quando o dicroísmo é medido como uma 

função do comprimento de onda.
193-194

 

 A maioria das macromoléculas biológicas é opticamente ativa e a atividade óptica está 

relacionada à sua conformação. Como as proteínas estão repletas de centros quirais, como o 

carbono α de todos os aminoácidos, exceto a glicina, e o carbono β da treonina e da 

isoleucina, por exemplo, estas estruturas podem ser identificadas e quantificadas por meio da 

técnica de CD.
194

 Nas proteínas, alguns componentes comuns exibem sinal em regiões típicas, 

como a ligação peptídica que apresenta absorção abaixo de 240 nm, cadeias laterais de 

aminoácidos aromáticos (absorção no intervalo de 260 a 320 nm) e as ligações dissulfeto que 

exibem sinal na região de 260 nm.
195

 

 A partir do espectro de CD da proteína é possível estimarmos a porcentagem de cada 

estrutura secundária presente (hélices α, folhas β, voltas β), já que estas possuem um espectro 

de CD característico (figua 27). Alguns algoritmos existem para tal finalidade e utilizam 

dados do espectro de ultravioleta (UV) distante para prover uma estimativa da composição de 

estrutura secundária das proteínas. A maioria dos procedimentos disponíveis emprega dados 
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sobre o espectro de CD de proteínas com vários tipos de enovelamento, cujas estruturas foram 

determinadas por cristalografia de raios-X.
193

 

 

 

 

Figura 27 - Espectro de CD no UV distante associado a vários tipos de estruturas secundárias. Adaptado de 
193

. 

 

 

 Para a realização desse experimento, a enzima GtCel12A foi incubada overnight a 4 

o
C em diferentes tampões e pHs, sendo que para pH 1,0 foi utilizado ácido clorídrico a 50 

mM, ácido clorídrico equilibrado com cloreto de potássio para pH 2, ácido acético equilibrado 

com acetato de sódio para pHs 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e 6,0; fosfato de sódio equilibrado com 

hidróxido de sódio para pH 7,0, Tris equilibrado com ácido clorídrico para os pHs 8,0 e 9,0 e 

carbonato de sódio equilibrado com bicarbonato de sódio para pH 10,0. Todos os tampões 

utilizados foram preparados a 50 mM. Os tampões também foram medidos e utilizados como 

―branco‖ dos experimentos. 

 O espectro de dicroísmo circular da enzima foi obtido utilizando-se um 

espectropolarímetro JASCO J-815 (Jasco International Co. LTd), equipado com um sistema 

de controle de temperatura do tipo PELTIER PTC 423S/15. O espectro foi coletado na região 

do UV distante, no intervalo de comprimento de onda de 195 a 260 nm, com resolução de 0,2 

Comprimento de onda (nm)

Hélices-α

Folha-β antiparalela

Volta-β tipo I

Hélice 3 ou 
poli (Pro) II

Estrutura 
irregular
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mm, utilizando uma cubeta de quartzo de caminho óptico de 0,1 cm para as amostras de 

proteínas em concentração de 0,15 mg mL
-1

. A sensibilidade foi mantida em 100 miligraus e o 

tempo de resposta em 0,5 millisegundos. O programa Spectra Manager (JASCO) foi utilizado 

para o registro dos dados. A deconvolução do espectro de dicroísmo circular foi feita por 

meio do programa CONTINLL do pacote de programas CDPro.
196

 

 Experimentos de desnaturação térmica também foram realizados por meio da 

monitoração da mudança de elipticidade utilizando um comprimento de onda de 215 nm e um 

gradiente de temperatura de 10 a 90 o
C, com incremento de 5 o

C. 

 

 

5.10 Espalhamento de Raios-X a Baixo Ângulo (SAXS) 

 

 

Em SAXS, uma amostra é iluminada por um feixe monocromático de raios-X, de 

modo que os átomos que a compõem interagem com a radiação incidente. Os elétrons 

pertencentes a esses átomos se comportam como se fossem livres, já que a energia dos fótons 

incidentes é bem menor que a de ligação deles nos átomos. Portanto, considerando que 

partículas livres e oscilantes produzem ondas eletromagnéticas em todas as direções e 

coerentes com a onda incidente (mesma freqüência e fase), no caso de um espalhamento 

elástico, a intensidade da onda espalhada dependerá do ângulo de espalhamento (2).
197

 

Em solução, as partículas estão desordenadas e em movimento browniano 
197

, ao 

contrário do que ocorre em um cristal, onde as partículas estão organizadas de forma 

periódica em uma rede tridimensional. Ocorre portanto, a perda de informação em 

experimentos de espalhamento de raios-X a baixo ângulo, principalmente devido à 

necessidade de se obter a média do espalhamento sobre todas as direções no espaço. Em 

sistemas monodispersos, pode-se determinar a dimensão máxima (Dmax) das proteínas 

analisadas, bem como seu raio de giro (Rg), que corresponde à distância quadrática média dos 

elétrons relativa à posição do centro de massa da molécula. Perpetuando os cálculos, pode-se 

obter a função de distribuição de distâncias p(r). Um modelo tridimensional ab initio pode ser 

obtido a partir do fator de forma I(q) vs. q, permitindo inferir comparações estruturais entre 

esse modelo gerado e o de proteínas homólogas que já possuem estrutura de alta resolução 

(por cristalografia de raios-X e/ou RMN) determinada.  
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As medidas de espalhamento de raios-x a baixo ângulo da proteína foram realizadas 

em três concentrações diferentes: 1,0; 2,5 e 4,5 mg mL
-1

 todas em tampão citrato de sódio a 

50 mM, pH 3,0, acrescido de NaCl 300 mM, com o intuito de obtermos o melhor conjunto de 

dados, levando-se em consideração uma boa estatística de espalhamento, a estabilidade da 

amostra para os ângulos mais baixos de espalhamento e a análise de efeitos causados pela 

radiação sobre a amostra. Os dados de SAXS foram coletados na linha SAXS-2 do 

Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) em Campinas, São Paulo, em colaboração 

com o Prof. Dr. Mario de Oliveira Neto e o doutorando Caio Vinicius dos Reis, utilizando um 

comprimento de onda  = 1,55 Å, em um detector bidimensional (MarCCD) disposto a 

986,45 mm da amostra, cobrindo um intervalo de transferência de momento de 0,01512 Å
-1

 < 

q < 0,3383 Å
-1

. 

As medidas do espalhamento da solução de proteína e do tampão foram feitas em dois 

frames de 150 segundos, para o monitoramento de possíveis danos causados pela radiação à 

amostra, além da estabilidade do feixe. A análise sistemática e o processamento inicial dos 

dados foram realizados por meio do programa FIT2D 
198

, normalizando-se os dados pela 

intensidade do feixe e multiplicando-se pela absorção da amostra. Também foi realizada a 

subtração do espalhamento do tampão do espalhamento da amostra analisada, para se 

contabilizar apenas o efeito espalhador das moléculas de proteína. O padrão bidimensional da 

amostra proteica foi integrado em 2Ө. O Rg foi obtido por dois métodos distintos, 

primeiramente utilizando a equação de Guinier.
199

 

 Posteriormente, utilizamos o método da Transformada Inversa de Fourier 

implementado no programa Gnom 
200

, onde também obtivemos a p(r) e o Dmáx do envelope 

protéico. A partir da curva de espalhamento contida no arquivo de saída do programa Gnom 

200
 e, com o valor de I(0) (extrapolado) normalizado para a concentração de proteína na 

amostra, estimamos o estado oligomérico da proteína no programa SAXS MoW 
201

 a partir da 

massa molecular teórica fornecida.  

A determinação do modelo de baixa resolução a partir dos dados de SAXS foi 

realizada por meio de um procedimento ab initio, implementado nos programas Gasbor 
202

 e 

Dammin.
203

 De modo a tornar o modelo mais verossímil possível, corroborando com os dados 

experimentais, buscou-se a minimização da função do parâmetro discrepância, ―‖ que leva 

em consideração a intensidade da luz espalhada e aquela calculada a partir do modelo gerado. 

Para melhor estatística dos resultados e qualidade do modelo final gerado, foram realizadas 

dez construções ab initio independentes em ambos os programas, Gasbor 
202

 e Dammin 
203

, 

que foram promediadas através do programa DAMAVER 
204

 e sobrepostas no programa 
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SUPCOMB.
203

 Posteriormente à obtenção da estrutura cristalográfica da GtCel12A por 

cristalografia de raios-X, a mesma foi sobreposta ao modelo de SAXS, também por meio do 

programa SUPCOMB 
200

 e os parâmetros estruturais de ambos foram comparados. 

 

 

5.10.1 Estabilidade térmica avaliada por SAXS 

 

 

A estabilidade térmica da estrutura terciária da GtCel12A foi monitorada por SAXS. A 

desnaturação foi analisada segundo um perfil de Kratky a partir da curva de espalhamento 

experimental.
205

 

Glatter e Kratky demonstraram 
199

 que existe uma relação entre o estado de 

enovelamento das proteínas e o perfil da curva de Kratky (I(q)*q
2
 versus q).

205
 Para moléculas 

totalmente enoveladas e teoricamente globulares, o perfil de Kratky é representado por um 

pico parabólico (―barriga‖) e uma linha de base constante para altos valores de q (Figura 28 

curva A). A região final da curva é a chamada região de Porod.
199

 À medida que ocorre certo 

desenovelamento (Figura 28 curva B), o pico parabólico é deslocado em relação à posição 

anterior e sua linha de base sofre uma elevação para grandes valores de q. Quando a molécula 

atinge um estágio totalmente desenovelado, o pico parabólico tende a desaparecer e um perfil 

hiperbólico fica evidente na região de altos valores de q (Figura 28 curva C).
199
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Figura 28 - Perfil de Kratky exemplificando estados de enovelamento ou desenovelamento de moléculas. A.    

Estado enovelado.  B. Parcialmente desenovelado e (C) estado totalmente desenovelado. Observa-se 

que à medida que o grau de enovelamento diminui, ocorre o deslocamento do pico parabólico do 

início da curva e a inclinação da linha de base para altos valores de q, gerando uma região com perfil 

hiperbólico. Adaptado de 
205

. 

 

 

As medidas foram realizadas com uma variação de temperatura de 20 °C a 65 °C com 

um incremento de 5 
o
C e um tempo de repouso de 5 minutos na temperatura a ser medida. A 

concentração de proteína para estes testes foi de 0,6 mg ml
-1 

em tampão citrato de sódio 50 

mM, pH 3,0, acrescido de NaCl 300 mM.  

 

 

5.11 Ensaios de cristalização 

 

 

A cristalização das macromoléculas ocorre quando são atingidas condições de 

supersaturação da solução protéica, uma condição de não equilíbrio, onde a concentração de 

proteína ultrapassa a solubilidade do equilíbrio termodinâmico, tornando-a insolúvel. No 

entanto, a solubilidade da proteína deve ser diminuída vagarosamente. Do contrário, 

precipitados amorfos se formarão, ao invés de cristais altamente ordenados. Cuidados também 

devem ser tomados para que a supersaturação não seja muita alta, pois assim, as chances de 
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formação de cristais diminuem. Adicionalmente, um grande número de núcleos será formado 

e, consequentemente, o aparecimento de cristais muito pequenos e de baixa qualidade. 
206

 

Os cristais de qualidade são altamente ordenados, possuem tamanho adequado e têm 

capacidade de difratarem em altas resoluções. Nesse âmbito, inúmeros fatores influenciam a 

formação de soluções supersaturadas, como a temperatura, a concentração de sal, o pH, a 

concentração de proteína, a presença de ligantes que alteram a solubilidade da 

macromolécula, entre outros. Assim, a remoção de um agente solubilizante, ou a remoção 

direta de água por evaporação e a adição de polímeros que produzam exclusão do volume 

também contribuem para o sucesso desse processo.
207

 

A cristalização de uma molécula ocorre por meio de três etapas, a nucleação, o 

crescimento e a cessação do crescimento. A nucleação representa uma transição de fase onde 

as moléculas passam de um estado desordenado para ordenado e isso ocorre porque as 

moléculas se associam em três dimensões para formar agregados intermediários, 

termodinamicamente estáveis e parcialmente ordenados, os chamados núcleos críticos (figura 

29). Esses núcleos provêm superfícies adequadas para o crescimento dos cristais, o que ocorre 

por diferentes mecanismos.
206, 207

 O crescimento do cristal cessa quando a solução está 

suficientemente esgotada de moléculas de proteínas, quando ocorre alguma deformação 

induzida que desestabiliza a rede cristalina, ou quando as faces do cristal se tornam dopadas 

por impurezas.
206

 

 

 

 

Figura 29- Associação molecular reversível envolvida na formação dos cristais. Os monômeros inicialmente se 

combinam em pequenos agregados (ou cadeias). Essa associação leva à formação de agregados pré-

nucleo, que continuam crescendo pela adição de outros monômeros ou cadeias. Quando um número 

suficiente de moléculas se associa em três dimensões, um núcleo crítico termodinamicamente 

estável é formado e, a partir desse, novos monômeros ou cadeias se juntam, levando à formação dos 

cristais. Adaptado de 
208

. 
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Para os ensaios de cristalização foram utilizadas dois métodos: o da ―gota pendurada‖, 

ou hanging drop e o da ―gota sentada‖, ou sitting drop, que diferem entre si pela posição da 

gota de solução proteica no sistema (figura 30).
209

 Ambos os métodos são baseados no 

princípio da difusão de vapor, com base em um processo de equilíbrio entre as duas soluções 

(gota e solução do reservatório) em ambiente fechado. Nesse caso, a gota tem concentração 

menor que a solução do reservatório e, portanto, tende a equilibrar sua pressão de vapor com a 

pressão de vapor da solução do reservatório. Ocorre então, a difusão de compostos voláteis da 

gota para o reservatório, aumentando dessa forma, a concentração da gota até um nível ótimo 

e até que ocorra a cristalização da proteína. 

Em ambas as técnicas citadas acima, uma pequena gota de solução de proteína é 

misturada com um volume igual ou proporcional de uma solução de cristalização, 

normalmente constituída de tampão, sal e precipitante. 

 

Figura 30 - Métodos de cristalização de macromoléculas. A. Método da gota pendurada (hanging drop). A 

proteína (em rosa) é misturada à solução de cristalização (verde) e colocada em posição invertida 

sobre o reservatório contendo a solução de cristalização. B. Método da gota sentada (sitting drop). A 

proteína (rosa) é colocada juntamente com a solução de cristalização em um pedestal, sobre o 

reservatório contendo a solução de cristalização. Adaptado de 
210

.  

 

 

A identificação inicial das condições de cristalização foi feita pelo método da ―gota 

sentada‖, utilizando o robô de cristalização Honeybee 931 (Genomic solutions). Nesse ensaio, 

foram testados dois kits comerciais: PEG I e AmSO4 Suite (QIAGEN), totalizando 192 

condições diferentes. As gotas eram compostas por 1 µL de proteína em tampão fosfato de 

sódio 50 mM, pH 7,0 e NaCl 300 mM, e 1 µL de cada solução de cristalização. 

Após 72 horas, foram observados cristais em 32 condições testadas. Dentre elas, a 

condição cuja composição era: ácido cítrico 0,1 M, pH 5,0, adicionado de sulfato de amônio 

(A) (B)
A B
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0,8 M, foi escolhida para otimização por apresentar cristais maiores e morfologicamente mais 

bem formados do que os observados nas demais condições. 

 A etapa de otimização consistiu na variação de dois parâmetros da condição de 

cristalização: a concentração de sulfato de amônio que foi variada de 0,2 M a 1,0 M com 

intervalo de 0,2 M, contra o pH, que variou de 4,0 a 5,5 a cada 0,5. Nessa etapa foi utilizada a 

técnica da ―gota pendurada‖. Após 24 horas foi possível observar cristais em forma de placas. 

Todos os experimentos de cristalização foram realizados a temperatura controlada de 18
 o
C. 

 O cristal obtido na condição composta por ácido cítrico 0,1 M, pH 5,0 e sulfato de 

amônio 0,8 M foi selecionado com base em sua morfologia e escolhido para a coleta de dados 

por difração de raios-X na linha de luz MX-2 do LNLS. 

 

 

5.12 Coleta e processamento de dados de difração de raios-X  

 

 

A cristalografia estrutural se baseia no espalhamento de raios-X por elétrons dos 

átomos que compõe a amostra investigada. Outros métodos se baseiam no espalhamento de 

nêutrons, por exemplo, que embora muito importantes, são responsáveis apenas por uma 

pequena fração das estruturas de macromoléculas publicadas.
211

  

O cristal da amostra proteíca é exposto a um feixe de raios-X monocromático com 

comprimento de onda geralmente da ordem de 0,8 a 1,6 Ǻ, dependendo da fonte de raios-X e 

da estratégia de coleta empregada, que deve sempre visar a maior qualidade e completeza dos 

dados adquiridos, além de preservar a amostra cristalina para evitar danos causados pelo 

excesso de exposição à radiação. Os elétrons dos átomos das moléculas que compõe o cristal, 

quando expostos à radiação, passam então a vibrar e espalhar radiação de mesmo 

comprimento de onda da radiação incidente e em todas as direções.
211

 

 Um cristal é interpretado matematicamente como uma rede periódica de unidades 

denominadas células unitárias, que se repetem ao longo de todo o volume do cristal, em três 

direções, a, b e c, podendo portanto, ser tratado como uma rede de difração tridimensional. A 

partir da célula unitária podemos reconstruir o cristal por operações de translação ao longo de 

eixos não colineares.
211

 Como resultado, o espalhamento de raios-X é enormemente 

aumentado em direções preferenciais e completamente ausente em outras. Esse fenômeno é 

regido pela geometria (tamanho e forma) da célula unitária do cristal e pelo comprimento de 
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onda dos raios-X incidentes, que deve ter as mesmas dimensões que as distâncias 

interatômicas (das ligações químicas) nas moléculas.
211

  

A intensidade de cada raio difratado depende do arranjo de todos os átomos na célula 

unitária do cristal. Em outras palavras, a estrutura do cristal está codificada nas ondas 

difratadas e a forma e a simetria da célula definem a direção dos raios difratados. Em 

contrapartida, a localização de todos os átomos na célula e a quantidade de elétrons de cada 

átomo define sua intensidade. A observação de um ponto de difração em uma dada direção, 

também chamada de reflexão, ocorre quando a interferência entre as ondas que compõem a 

radiação eletromagnética, espalhadas nessa direção é construtiva, em condição dada pela lei 

de Bragg.
211

 

 Cada reflexão, como uma onda, pode ser caracterizada pela sua amplitude e fase. 

Entretanto, apenas as amplitudes das reflexões podem se obtidas das intensidades medidas e 

nenhuma informação sobre as fases das reflexões é fornecida pelo experimento de difração de 

raios-X. De acordo com a teoria já bem estabelecida de difração, para obtermos a estrutura a 

partir de um padrão de difração individual (no nosso caso, a distribuição de elétrons na célula 

unitária do cristal) é necessário calcular a transformada de Fourier do fator de estrutura do 

cristal, que é a contribuição de todas as ondas espalhadas em um experimento de difração, 

considerando-se a fase de cada onda, que deve ser obtida por algum método experimental. 

Após o processamento dos dados, o faseamento e a obtenção do mapa de densidade eletrônica 

inicial, ocorre a construção de um modelo atômico. Os pontos de alta densidade eletrônica 

estão relacionados à posição dos átomos da proteína na célula unitária, assim, o modelo pode 

ser construído. Posteriormente, o modelo atômico é refinado, aplicando-se restrições 

geométricas e pesos adequados para o melhoramento das fases e o ajuste de alguns 

parâmetros estatísticos.
211

 

Adicionalmente, o processo de refinamento envolve rodadas alternadas de otimização 

automática e correções manuais, realizadas nos espaços recíproco e real respectivamente, que 

melhoram a concordância do modelo tridimensional com o dado experimental (fator de 

estrutura). Tais correções são necessárias porque os parâmetros refinados automaticamente 

podem se limitar a um mínimo energético local, ao invés de levar à solução global, ou à 

melhor solução.
211

   

Um esquema resumido das etapas envolvidas na determinação da estrutura 

cristalográfica de uma proteína por difração de raios-X é mostrado na figura 31. 
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Figura 31 - Representação esquemática simplificada das etapas de determinação da estrutura cristalográfica de 

proteínas por difração de raios-X. O cristal é submetido ao experimento de difração de raios-X, a 

partir do qual é obtido o padrão de difração. A partir desse, por meio de métodos computacionais, 

são obtidas as densidades eletrônicas que permitem a construção e o refinamento do modelo da 

proteína. 

 

 

Para a realização dos experimentos de difração de raios-X, os cristais foram 

crioprotegidos com etileno glicol 15% (v v
-1

) e coletados a temperaturas criogênicas (100 K) 

em fluxo de vapor de nitrogênio. As coletas foram realizadas na linha de cristalografia de 

proteínas MX-2, do LNLS em Campinas, com um sistema de aquisição que utiliza o detector 

Marmosaic-225 CCD (MarUSA), a um comprimento de onda de 1,45 Å. O conjunto de dados 

foi obtido por meio do método de rotação (= 0,5º) com o objetivo de coletar o máximo de 

reflexões e alcançar alta completeza e multiplicidade. A coleta, bem como o processamento 

dos dados cristalográficos, foram realizados em colaboração com a Dr
a
. Amanda Bernardes 

Muniz. 

 De posse das primeiras imagens de difração foi possível determinar os parâmetros de 

dimensão e orientação da célula unitária (a, b, c, ,  e ), além de determinar o grupo pontual 

e estimar a mosaicidade. Esse passo é necessário para planejar uma estratégia eficiente de 

coleta de dados, minimizando o tempo de exposição do cristal ao feixe de raios-X e 

maximizando a qualidade dos resultados. A autoindexação das primeiras imagens e a 

estratégia de coleta foram realizadas pelo programa iMOSFLM. 
212
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 A integração do conjunto de imagens de difração e o refinamento dos parâmetros 

cristalinos foram realizados com o programa XDS. 
213

 Nesse processo, a intensidade de cada 

reflexão é quantificada e cada imagem em um mesmo conjunto de dados tem a intensidade 

média gravada em escalas diferentes, que é consequência de vários fatores, incluindo a 

variação da radiação incidente, a absorção de raios difratados ou a distribuição do cristal. 

Logo, há a necessidade de escalonar essas intensidades e agrupar todos os dados. Para isso, 

foi utilizado o programa SCALA, que faz parte do pacote de programas CCP4.
214

 

 O número de moléculas presentes na unidade assimétrica e o conteúdo de solvente 

foram estimados utilizando o programa Matthews_coeff 
214

, que faz uso da metodologia 

proposta por Matthews.
215

 

 

 

5.12.1 Obtenção das fases e refinamento das estruturas cristalográficas 

 

 

Após a integração e o escalonamento dos conjuntos de dados, o programa 

Phenix.xtriage 
216

 foi utilizado na identificação de patologias do cristal, como por exemplo, a 

presença de twinning. 

 Para resolver o problema das fases foi aplicada a técnica de substituição molecular 

utilizando o programa PHASER 
217

, que utiliza informações de similaridade estrutural. O 

modelo empregado para a substituição molecular foi o da estrutura homóloga de uma endo-β-

1,4-glucanase específica de xiloglucano (XEG) com resolução de 1,9 Å (PBD ID 3VL8).
218

 

Após a obtenção das fases, o modelo foi submetido ao refinamento. Esse é um processo em 

que se busca encontrar a melhor concordância entre o modelo proposto e sua estrutura real. 

Esta concordância deve refletir uma igualdade entre os fatores de estrutura calculados (Fcalc) e 

os fatores de estrutura observados (Fobs). 

 O acompanhamento da qualidade do processo de refinamento é feito por meio do 

cálculo do fator R (Rfactor), que mede a discrepância entre Fcalc e Fobs. Como o fator R pode ser 

minimizado artificialmente, por um processo de super-refinamento (over-fitting), uma 

pequena porcentagem das reflexões é excluída do refinamento e utilizada como um conjunto 

de teste para a validação cruzada no cálculo de um novo fator R, chamado Rfree, que é isento 

de minimização artificial. Para o refinamento dos conjuntos de dados obtidos foi utilizado o 

programa Phenix 
216

, que apresentou o melhor desempenho. Durante todo o processo, foram 
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realizados ciclos alternados de refinamento com inspeção visual do mapa de densidade 

eletrônica, remodelando manualmente as posições dos resíduos com o programa COOT.
219

 

 A validação do modelo foi feita com o programa MolProbity.
220
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Resultados e Discussão 

 

 

 

 

 

 

Pablo Picasso

“O começo de todas as ciências é o 

espanto de as coisas serem o que 

são”

Aristóteles
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6 Resultados e Discussão 
 

 

6.1 Clonagem e produção em A. niger py11 

 

 

 A amplificação (figura 32) e a clonagem do gene cel12A no vetor ANIp7G de G. 

trabeum, a partir de da biblioteca de cDNA, ocorreu com sucesso. 

 Os transformantes de A. niger py11, após seis dias de incubação a 30
 o

C foram 

testados quanto à produção da proteína recombinante. Uma colônia positiva com o maior 

rendimento da produção da GtCel12A em meio MM J foi escolhida para o escalonamento em 

frascos Erlenmeyer contendo 500 mL de meio.  

 

 

 

Figura 32 - Amplificação do gene cel12A a partir do cDNA de G. trabeum. Gel de agarose 1% evidenciando a 

banda de 741 pb correspondente ao gene cel12A. 

 

 

6.2 Produção e purificação da proteína 

 

 

 Após seis dias de cultivo a 30
 o

C em estufa, a banda correspondente à enzima 

GtCel12A foi identificada com sucesso no extrato proteico por meio de SDS-PAGE 
183

, o que 

confirma o sucesso do escalonamento da produção da proteína. 

Após a remoção do sal do extrato proteico por meio da utilização da coluna Sephadex 

G25 (GE Healthcare) e passos posteriores de purificação com as colunas de troca iônica e 

exclusão molecular Q Sepharose e Superdex™ 75 16/60 (GE Healthcare) respectivamente, a 

pureza da amostra foi confirmada por SDS-PAGE.
183

  

1 kb
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Na primeira etapa de purificação em uma coluna Q Sepharose equilibrada com tampão 

Bis-Tris 50 mM, pH 6,0, a enzima foi eluída com uma concentração de NaCl de 

aproximadamente 100 a 200 mM. 

O refinamento da purificação foi realizado com sucesso na segunda coluna, a 

Superdex 75 16/60, equilibrada com tampão citrato de sódio 50 mM, pH 3,0 (figura 33). 

 

 

 

Figura 33 - Purificação da enzima GtCel12A. A. Cromatograma da segunda etapa de purificação por 

cromatografia de exclusão molecular, em coluna Superdex 75 16/60, onde o maior pico 

(indicado pela flecha) corresponde a eluição da GtCel12A. B. SDS-PAGE 15%, utilizado para 

análise da pureza da amostra, sendo: 1- marcador de massa molecular com destaque para a 

banda de 25 kDa. 2- Amostra de extrato bruto obtido por produção heteróloga da GtCel12A 

pelo fungo A. niger. 3-Fração obtida na etapa de purificação com coluna Q Sepharose FF. 4- 

Fração eluída da coluna Superdex 75 16/60 com a proteína pura. 

 

 

6.3 Identificação por espectrometria de massas 

 

 

 A análise por espectrometria de massas permitiu a identificação de alguns peptídeos, a 

partir dos peptídeos trípticos obtidos, na sequência primária da GtCel12A. A cobertura da 

sequência obtida foi de 32%, o que confirma que a proteína pura é a GtCel12A recombinante 

(figura 34). 

A B



119 
 

 

Figura 34 - Sequência de aminoácidos de GtCel12A e os peptídeos identificados (vermelho) a partir da análise 

por LC/MS após tripsinização da banda obtida por SDS-PAGE. Os peptídeos identificados 

resultaram em 32% de cobertura da sequência.  

 

 

6.4 Caracterização Bioquímica 

 

 

6.4.1 Estimativa da massa molecular real por cromatografia de exclusão molecular 

 

 

 Os resultados da estimativa da massa molecular obtida por cromatografia de exclusão 

molecular indicam uma proteína com massa de 26,20 ± 0,01 kDa, o que coincide com a massa 

teórica estimada a partir da sequência primária da proteína (26,10 kDa), obtida por meio da 

ferramenta ProtParam do portal Expasy.
221

 

 As massas moleculares estimadas por cromatografia de exclusão molecular (26,20 ± 

0,01 kDa) e SAXS (28,30 kDa) confirmaram que a GtCel12A apresenta-se como um 

monômero em solução. Tais resultados são consistentes com as massas moleculares de 

monômeros comumente reportados para proteínas da família GH12, que são relativamente 

pequenas (23 a 27 kDa) e que possuem apenas o domínio catalítico.
222

 Adicionalmente, essas 

características, como o tamanho pequeno e a falta de CBM, podem estar associadas à maior 

penetrabilidade destas enzimas em pequenos poros da celulose.
158, 223
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 6.4.2 Eletroforese em gel nativo (em condições não-desnaturantes) 

 

 

 A eletroforese em condições nativas permitiu a observação de uma única banda 

localizada abaixo do marcador de 66 kDa, o que indica que a proteína possui apenas uma 

forma oligomérica (figura 35). Posteriormente, os resultados de SAXS confirmaram que em 

solução, a proteína apresenta-se na forma monomérica conforme estimado pelo programa 

SAXS MoW. 
201

 

 

 

 

Figura 35 - Gel nativo da enzima GtCel12A. 1- Marcador de massa molecular, com destaque para a banda de 66 

kDa, 2- Amostra de GtCel12A em  uma concentração de 0,5 mg mL
-1

, 3- Amostra de GtCel12A em 

uma concentração de 1,0 mg mL
-1

.  

 

 

6.4.3 Especificidade por substratos 

 

 

 A enzima pura teve sua atividade testada sobre 21 substratos diferentes e apresentou 

atividade nos seguintes substratos: β-glucano de cevada (ligações do tipo β-1,3 e β-1,4), 

liquenano de musgo islandês (β-1,3 e β-1,4) (63% de atividade relativa à máxima observada 

em β-glucano), CMC (β-1,4) (41%) e menores atividades foram observadas em PASC (29%), 

Avicel (20%), Sigmacell (19%) e papel de filtro (4,6%), conforme mostrado na figura 36. 
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Figura 36 - Perfil da especificidade por substratos da enzima GtCel12A. Histograma representado em termos de 

atividade relativa após 30 minutos de incubação da enzima sob condições ótimas (50
 o

C  e pH 4,5), 

com os diferentes substratos. A maior atividade observada foi em β-glucano, seguida de liquenano, 

CMC, PASC (celulose amorfa), Sigmacell, Avicel e papel de filtro. 

 

 

Poucos estudos sobre hidrolases de glicosídeos da família 12 que reportaram a 

especificidade por substratos, investigaram-na em uma vasta gama de substratos, em 

comparação com o número de enzimas desta família que já foram caracterizadas 

bioquimicamente, de acordo com a informação disponível no CAZy 

(http://www.cazy.org/glicosídeo-Hydrolases.html).
143

 Tais estudos são geralmente limitados 

aos substratos mais comuns, como CMC e PASC. Os resultados de especificidade por 

substratos para a GtCel12A corroboram os estudos anteriores que relataram atividades em 

outros substratos além de apenas celulose para endoglucanases da família GH12.
45, 222, 224- 225

 

Shimokawa, Shibuya et al. (2008) relataram liquenano (β-1, 3 e β-1, 4 ligações) como o 

melhor substrato para uma endoglucanase (EG-II) de Fomitopsis palustris, mas também 

observaram atividade em β-glucano de cevada, pachymana (β -1,3), laminarina (β-1,3), CMC 

(β-1,4), pustulana (β-1,6), glucomanano de Konjac e Larix sp e xiloglucano de tamarindo (β-

1,4).
226

 Em outro estudo, foram detectadas atividades em CMC, celulose amorfa e uma menor 

atividade em xilano e manano para a endoglucanase EG 28 (Cel12A) de Phanerochaete 

chrysosporium.
227

 Tambor, Ren et al. (2012) também relataram atividades em papel de filtro, 

PASC e Avicel para uma Cel12A heteróloga de G. trabeum produzido na cepa de A. niger 

CBS 513,88 (FGSC A1513), no entanto, o trabalho anterior carece de mais informações sobre 
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a atividade da Cel12A, pois não a investigaram em uma ampla gama de substratos como 

demonstramos aqui.
228

  

Particularmente em nosso trabalho, uma elevada atividade enzimática também foi 

observada em liquenano (63% da atividade máxima), o que concorda com resultados 

anteriores que relataram uma preferência por substratos com ligações mistas como β-glucano 

e liquenano, por exemplo, a polissacarídeos com apenas ligações do tipo β-1,4 para membros 

da família GH12. Tais resultados confirmam que a GtCel12A, bem como os outros membros 

desta família, não estão limitados a substratos a base de celulose.
148-151, 226

   

 Grishutin, Gusakov et al. (2006), por meio do estudo de uma endo-(1,4)-β-glucanase 

semelhante à liquenase de Aspergillus japonicus, encontraram resultados semelhantes aos 

aqui apresentados, já que β-glucano de cevada e liquenano foram relatados como os melhores 

substratos para a atividade desta enzima, com atividades específicas de 263 e 267 U mg
-1

, 

respectivamente.
224

  

 As enzimas da família GH12 geralmente não apresentam CBMs e, assim, 

preferencialmente degradam a celulose amorfa, em detrimento de celulose cristalina, mas é 

importante notar que mesmo as celuloses microcristalinas comerciais, Avicel (Fluka) e 

Sigmacell (Sigma-Aldrich), contêm regiões amorfas e são substratos heterogêneos. Estudos 

anteriores relataram um índice de cristalinidade de 92,97% para o Avicel, enquanto que o 

Sigmacell mostrou um menor grau de cristalinidade, de 91,54% para o tipo 20 e de 54,70% 

para o tipo 101, de acordo com resultados de difração de raios-X.
229-230

 

 

 

6.4.4 Determinação das condições ótimas para a atividade da enzima e atividade residual 

 

 

 Os perfis de pH e temperatura em β-glucano indicaram que o melhor pH e temperatura 

são 4,5 e 50
 o

C, respectivamente (figura 37). Sob as condições ótimas de pH, temperatura e 

concentração de enzima (dados não mostrados), a atividade específica observada para a 

GtCel12A foi de 239,2 ± 9,1 U mg
-1

, a maior atividade já reportada para esta enzima. 
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Figura 37 - Perfil tridimensional da atividade relativa da GtCel12A sob diferentes valores de temperatura e pH. 

O intervalo de temperatura testado foi de 30 a 80 
o
C e de pH, de 1 a 10. A maior atividade observada 

foi em pH 4,5 a 50 
o
C, que correspondem às condições ótimas para a atividade de GtCel12A em β-

glucano. 

 

 

Outra consideração importante é que a GtCel12A mostrou um comportamento 

acidofílico e manteve cerca de 40% de sua atividade, mesmo para o menor pH testado (1) 

(figura 38), resultado esse que pode ser de interesse biotecnológico, principalmente em 

relação à produção de etanol de 2ª geração, já que a etapa de fermentação alcoólica dos 

açúcares normalmente ocorre sob valores de pH de 4,5/5,0. 

 

 

 

Figura 38 - Resultado do ensaio colorimétrico de atividade da enzima GtCel12A em β-glucano, pelo método do  

DNS. 
182

 Da esquerda para a direita, pHs de 1 a 10 e de cima para baixo, destaque para os controles 

e as triplicatas da reação. Nota-se que a enzima apresenta alta atividade em pHs de 1 a 5, sem 

grandes diferenças de intensidade da cor e uma atividade menor em pH 6, quando a partir de então, 

passa a apresentar atividade desprezível até a total ausência de atividade em pH 10. 

Triplicatas 
da reação

Controles

pH 1            2            3           4            5           6            7            8           9           10
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 Os ensaios de estabilidade térmica revelaram que a GtCel12A é uma enzima bastante 

estável, com uma meia-vida de 84,6 ± 3,5 horas a 50 
o
C (figura 39). Adicionalmente, a 

enzima manteve cerca de 30% de sua atividade, mesmo após 120 horas de incubação a 50
 o

C. 

Tais resultados diferem dos resultados anteriores reportados para essa enzima, obtidos com 

CMC, onde foi observada uma meia-vida muito mais baixa, de apenas 2 horas.
228

 Apesar 

dessa divergência em relação à estabilidade térmica da GtCel12A, as condições ótimas aqui 

expostas estão de acordo com estudos prévios sobre caracterização de enzimas da família 

GH12.
228, 231

 

 

 

 

Figura 39 - Atividade residual da enzima GtCel12A. Os valores são apresentados em termos de atividade 

relativa. A enzima foi incubada por até 168 horas a 50
 o

C e posteriormente foi testada quanto a sua 

atividade no substrato (β-glucano) por 15 min, a 50 
o
C.  

 

 

6.4.5 Estabilidade térmica avaliada por Thermofluor 

 

 

 O ensaio de estabilidade térmica por meio do método Thermofluor permitiu a 

identificação dos melhores pHs para a manutenção da estabilidade da estrutura terciária da 

proteína, em função da temperatura. 
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 As curvas de Thermofluor para todos os pHs são mostradas na figura 40, onde 

observa-se picos do sinal de fluorescência em diferentes temperaturas para cada pH testado. 

No pH 10, mesmo a baixas temperaturas, detectamos um alto sinal de fluorescência desde o 

início do experimento, sugerindo que pelo menos grande parte das moléculas da enzima já 

estava desenovelada, o que pode ser confirmado pelo baixo valor de Tm observado (30,2 
o
C ± 

1) em relação aos demais pHs.  

 

 

 

Figura 40 - Curvas de Thermofluor para a GtCel12A, obtidas por meio da análise da intensidade de 

fluorescência em função da temperatura. O intervalo de temperatura analisado foi de 25 a 90
 o

C, 

com incremento de 1 
o
C, para pHs de 1 a 10. 

 

 

Em relação aos valores de Tm obtidos (figura 45), o maior valor foi observado para o 

pH 3, seguido do pH 4 e 2 respectivamente, sugerindo que a enzima é mais estável, em função 

da temperatura, em pH 3. Esse resultado difere ligeiramente do pH ótimo encontrado para a 

atividade da GtCel12A (4,5) no ensaio para a determinação das condições ótimas de 

atividade, sugerindo que a enzima requer uma certa flexibilidade para explorar a gama de 

conformações necessárias para sua atividade ótima. 

 A partir do pH 3, observa-se a diminuição progressiva dos valores de Tm, até o mínimo 

observado para o pH 10 (figura 41). Foi possível concluir também que a proteína apresenta 
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uma maior estabilidade em pHs mais ácidos em detrimento de pH alcalino, o que também é 

verdade para a atividade dessa enzima, conforme discutido na seção 6.4.4. 

 As enzimas da família GH12 apresentam grande variedade em relação à estabilidade 

térmica 
232

, principalmente quando reportada em função da Tm, sendo que, dentre as enzimas 

estudadas, a diferença da menos para a mais estável é de 20,9
 o

C.
233

 Essa diferença de 

estabilidade entre proteínas homólogas é comum e tem sido objeto de interesse na 

investigação das causas de uma estabilidade aumentada em organismos extremófilos 
231

. 

Características como o comprimento de loops ou o grau de empacotamento da estrutura, 

interações eletrostáticas, hidrofóbicas e pontes dissulfeto são comumente associadas a 

diferenças de estabilidade entre proteínas homólogas.
234-235

 

 

 

 

Figura 41 - Variação da Temperatura de melting (Tm) em função do pH. Dentre os pHs testados (1 a 10), o  

maior valor de Tm foi observado para o pH 3 (60,4 ± 0,6 
o
C). 
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6.5 Cinética enzimática 

 

 

 Os parâmetros cinéticos observados para a GtCel12A em β-glucano foram: Km (3,2 ± 

0,5 mg mL
-1

) e Vmax (0,40 ± 0,02 µmol min
-1

). A curva de Michaelis-Menten pode ser vista na 

figura 42. Tais resultados são muito próximos aos valores reportados para uma endo-(1,4)-β-

glucanase semelhante à liquenase de Aspergillus japonicus, também da família 12, cujo valor 

de Km em β-glucano foi de 3,3 ± 0,6 mg mL
-1

.
224

  

 Outro estudo já havia reportado os parâmetros cinéticos para a GtCel12A, porém 

utilizando-se CMC e PASC 
228

, o que torna os resultados aqui apresentados, inéditos. 

 

 

 

Figura 42 - Curva de Michaelis-Menten para a GtCel12A. O substrato utilizado foi o β-glucano em diferentes 

concentrações: 0,60; 1,25; 2,50; 5,00; 10,00 e 15,00 (mg mL
-1

). A partir desse gráfico, pelo ajuste de 

Michaelis-Menten disponível no software Origin v 8.6 (OriginLab), foi possível determinar os 

parâmetros cinéticos Km (3,2 ± 0,5 mg mL
-1

) e Vmax (0,40 ± 0,02 µmol min
-1

).   

 

 

 A comparação de dados de cinética enzimática para celulases é normalmente difícil, 

pois as propriedades cinéticas, comumente reportadas em função dos parâmetros Km e Vmax, 

apresentam uma grande variação na ordem de grandeza. Tal variação é devida à 
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heterogeneidade das metodologias de quantificação, à forma de apresentação de seus valores, 

ao substrato utilizado e, principalmente, à origem do extrato enzimático.
236-237

 

 

 

 6.6 Microscopia eletrônica de varredura com fonte de elétrons por emissão 

de campo  

 

 

 A análise por MEV da morfologia do papel de filtro, utilizado como modelo de 

substrato celulósico, demonstra o efeito hidrolítico da enzima GtCel12A. Em aumentos 

pequenos, como na figura 43A, é possível observar que a trama fechada das fibras de 

celulose, presente nas amostras controle (onde a enzima não foi adicionada), torna-se mais 

aberta e frouxa, com falhas e evidentes sinais de degradação. As fibras mais finas, que 

formam um tecido quase contínuo que preenche os interstícios entre as fibras mais grossas 

desaparecem, deixando lacunas. Este efeito é notado com mais intensidade após a hidrólise 

por 24 horas do que por 12 horas. Posteriormente às 24 h de hidrólise, mesmo as fibras de 

celulose mais grossas apresentam sinais de degradação, como pode ser observado na figura 

43B. Estas aparecem mais finas, desfiadas e com uma trama ainda mais aberta, devido ao fato 

de muitas fibras terem sido completamente destruídas. 

 Em aumentos maiores (figura 43C) é possível observar com mais detalhes as 

características da superfície de fibras isoladas e o efeito mais evidente da ação da enzima. 

Observa-se que a superfície da fibra pós-hidrólise é mais rugosa e possui mais imperfeições, 

enquanto que no controle da reação, a superfície é mais lisa, homogênea e possui as fibrilas 

(fibras de diâmetro reduzido) mais empacotadas e menos salientes. A exposição das fibrilas 

menores pode ser atribuída à degradação de fibrilas vizinhas, evidenciando o contorno 

daquelas que a enzima não destruiu. 
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Figura 43 - Efeito da hidrólise de GtCel12A sobre papel de filtro analisado por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). À esquerda, imagens em diferentes magnificações do controle da reação, no 

centro, efeito da hidrólise por 12 horas e, à direita, efeito da hidrólise por 24 horas a 50 
o
C e pH 

4,5. A. Barra de escala de 200 µm. B. Barra de escala de 100 µm. C. Barra de escala de 10 µm. 

 

 

A análise da aveia submetida à hidrólise pela GtCel12A por 12 horas permitiu-nos 

observar a predominância de numerosas e pequenas partículas, que não estavam presentes na 

amostra controle. Enquanto a aveia não hidrolisada apresentou grânulos e placas maiores e 

arredondadas, as amostras hidrolisadas apresentaram partículas que parecem ser resultantes do 

consumo das partículas maiores. Isso pode ser evidenciado no conjunto de imagens das 

figuras 44A e 44B (com barras de escala de 20 µm e 10 µm, respectivamente).  

Na figura 44C (aumento maior, com barra de escala de 3 µm), observamos com mais 

detalhes a superfície das placas, sendo que no controle, a mesma é mais lisa e com forma mais 

200 µm

100 µm

10 µm
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definida. Já na amostra hidrolisada, observamos a alta rugosidade e as imperfeições da 

superfície, com a presença de pequenos grânulos resultantes do efeito da ação da enzima, que 

degradou as placas maiores. 

 

 

 

Figura 44 - Efeito da hidrólise da GtCel12A sobre flocos de aveia, analisado por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). À esquerda, imagens em diferentes magnificações do controle da reação e, à 

direita, efeito da hidrólise por 12 horas a 50 
o
C e pH 4,5. A. Barra de escala de 20 µm . B. Barra de 

escala de 10 µm. C. Barra de escala de 3 µm. 

 

 

20 µm

10 µm

3 µm
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6.7 Dicroísmo circular 

 

 

 O espectro de dicroísmo circular, obtido para a GtCel12A em diferentes valores de 

pH, é mostrado na figura 45. Nota-se um comportamento semelhante da enzima nos valores 

de pH de 1 a 9, sem grandes alterações, porém, para o pH 10, o espectro é bastante alterado, o 

que sugere a perda de estrutura secundária pela proteína e a provável desnaturação da mesma. 

Por meio do espectro, é possível observarmos um valor mínimo de elipticidade na região de 

212 nm, correspondente ao pico característico de folhas β e outro positivo na região de 230 

nm, que pode ser atribuído à presença de alguns cromóforos na composição da proteína, como 

por exemplo, os aminoácidos aromáticos triptofano e tirosina, além de cisteína. A GtCel12A 

possui dez resíduos de triptofano, onze de tirosinas e dois de cisteínas, que em conjunto, 

podem contribuir para o sinal observado em 230 nm. 

 É importante ressaltar também, que não foi observado um sinal negativo na região de 

222 nm, que é típico de hélices α, sugerindo um baixo teor de estruturas secundárias desse 

tipo. 

 

 

 

Figura 45 - Espectro de dicroísmo circular da GtCel12A em diferentes pHs. O espectro foi obtido em pHs de 1 a 

10 a 10 o
C e com varredura do comprimento de onda de 200 a 260 nm. 
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 A deconvolução do espectro experimental realizada por meio do programa 

CONTINLL do pacote CDPro 
193

, utilizando-se uma biblioteca de proteínas solúveis na faixa 

de 190 a 240 nm, indica que a estimativa da composição de estruturas secundárias para a 

GtCel12A é de 35,1% de fitas β, 19,3% de voltas, 6,9% de hélices α e 38,7% de região 

desordenada.  

 

 

6.7.1 Estabilidade térmica avaliada por CD 

 

 

Os resultados da análise de estabilidade térmica em pH 3 (figura 46), sugerem que, a 

partir de 55 o
C, ocorre uma perturbação na estrutura secundária da proteína, culminando com 

a diminuição brusca da elipticidade, que tende a zero. Tais observações sugerem que tenha 

ocorrido a desnaturação da enzima nas temperaturas mais altas. A Tm obtida por meio do 

ajuste de Boltzmann à curva sigmóide experimental, a partir dos dados de CD é de 60,2 ± 0,6
 

o
C.  

Em um estudo com uma Cel12A do fungo termofílico Humicola grisea, monitorado 

também por espectroscopia de dicroísmo circular, foi reportada uma Tm de 68,7
 o

C, a mais 

alta já reportada para uma enzima da família GH12. Já para uma Cel12A do fungo mesofílico 

T. reesei, a Tm foi de 54,4 o
C.

238
 Nesse âmbito, nossos dados estão de acordo com o que é 

descrito na literatura para as demais enzimas da família GH12 já caracterizadas, em termos de 

estabilidade térmica, sendo que as diferenças de Tm da enzima menos para a mais estável foi 

de 23 o
C dentre as caracterizadas.

238
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Figura 46 - Espectro de dicrosímo circular da GtCel12A em diferentes temperaturas em pH 3. O monitoramento 

da mudança de elipticidade foi realizado em um intervalo de comprimento de onda de 200 a 240 nm 

sob temperaturas de 10 a 90
 o

C, com incremento de 5
 o

C.  

 

 

6.8 SAXS 

 

 

 Com o intuito de obtermos informações sobre a massa, a forma e o estado oligomérico 

da GtCel12A em solução, realizamos análises por meio da técnica de espalhamento de raios-

X a baixo ângulo. A análise comparativa das curvas de espalhamento obtidas por SAXS 

revelou que os efeitos de concentração da amostra foram desprezíveis. Para a redução de um 

pequeno efeito de agregação, o valor de qmin foi reduzido a 0,02 Å
-1

. A curva de SAXS para a 

GtCel12A é mostrada na figura 47. A análise de Guinier, no intervalo de q
2
 Rg.q < 1,3, 

mostrou uma estimativa do raio de giro de 19,9 Å para a enzima. Adicionalmente, a 

linearidade do gráfico de Guinier indicou que a amostra é monodispersa, constituída 

principalmente por espécies monoméricas. 

 



134 
 

 

Figura 47 - Curvas de espalhamento experimental, do modelo de átomos dummy e predita para a estrutura 

cristalográfica da GtCel12A obtidas pela análise por SAXS. A curva de espalhamento 

experimental é representada por círculos e o ajuste da curva a partir de dados inferidos da estrutura 

cristalográfica da GtCel12A está representado em rosa. Já a obtida a partir do modelo de átomos 

dummy está em verde. Em detalhe, o perfil de Guinier utilizado para o cálculo do Rg. 

 

 

A análise da p(r) (figura 48) nos levou a concluir que a proteína tem uma forma 

ligeiramente alongada (figura 49), com um Dmax de 60 ± 5 Å (tabela 1). Adicionalmente, o 

valor de 19,4 ± 0,1 Å para o Rg, calculado a partir da p(r) corrobora a estimativa derivada da 

análise de Guinier.  
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Figura 48 - Função de distribuição de distâncias computada a partir dos dados experimentais (preto) e estimada 

a partir da estrutura cristalográfica da GtCel12A (rosa), obtidas a partir da análise por SAXS. 

 

 

Uma massa molecular de 28,3 kDa foi obtida a partir da metodologia implementada na 

ferramenta SAXS MoW. Este resultado está de acordo com a massa molecular do monômero 

da GtCel12A, obtido a partir da sequência primária (26,1 kDa), como teoricamente 

estimado.
221

 

 O modelo ab initio de átomos dummy (DAM) para a GtCel12A foi obtido a partir dos 

dados de SAXS, utilizando-se o programa Gasbor. Dez modelos DAM independentes 

apresentaram um bom ajuste aos dados experimentais. A sobreposição do modelo escolhido 

baseado em parâmetros NSD 
239

 com a estrututra cristalográfica obtida nos experimentos de 

difração de raios-X estão mostrados na figura 49. 

 Adicionalmente, os parâmetros estruturais obtidos a partir da curva experimental da 

estrutura cristalográfica, de átomos dummy e os parâmetros obtidos do ajuste da curva estão 

mostrados na tabela 1. Os valores obtidos a partir dos diferentes cálculos são similares. 
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Figura 49 - Estrutura cristalográfica da GtCel12A (rosa) sobreposta ao modelo de superfície obtido a partir dos 

dados de SAXS (verde) mostrado em três diferentes orientações. Os modelos do centro e da direita 

estão rotacionados 90
o
 nos eixos y e x respectivamente, a partir do modelo da esquerda. 

 

 

Tabela 1 - Parâmetros estruturais da GtCel12A obtidos por SAXS. 

 Experimental Cristalográfico
$
 DAM

ǂ
 

Rg (Å) 19,4 ± 0,1 17,66 18,57 

Dmax (Å) 60,00 56,96 56,78 

Resolução
€
  (Å) 32,14 1,85 32,14 

SAXS MM (kDa) 28,30 

(26,17) 

 - 

  1,40 1,47 
ǂ
 DAM , parâmetros do modelo de átomos dummy calculado no programa Gasbor 
$
 Estrutura de alta resolução obtida por difração de raios-x em monocristal 

€ 
Resolução: 2qmáx 

 

 

6.8.1 Estabilidade térmica avaliada por SAXS 

 

 

 O perfil de Kratky foi obtido a partir da curva de espalhamento experimental por 

SAXS. Representado na forma [I(q)*q
2
 x q], este perfil naturalmente exibe um pico 

parabólico para pequenos valores de q, diretamente relacionado ao arranjo globular da 

enzima, como mostrado na figura 50. Na região de Porod (altos valores de q), as curvas 
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tendem a um comportamento ascendente com o aumento da temperatura. Isso se deve ao fato 

da flexibilidade da molécula aumentar, associada ao progresso da desnaturação.  

 O Rg e a massa molecular da GtCel12A foram mantidos inalterados até 55
 o

C. A partir 

desta temperatura, o pico parabólico se desloca para a esquerda, refletindo o aumento tanto do 

Rg quanto da massa molecular, seguido ainda de um abrupto ganho de flexibilidade a 65
 o

C. 

Em suma, o deslocamento do pico está relacionado a um arranjo molecular diferente do 

anterior, resultado do aumento da temperatura e da suscetibilidade estrutural da enzima.  
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Figura 50 - Perfil de Kratky [I(q)*q
2
 x q] para a GtCel12A incubada em tampão citrato de sódio 50 mM, pH 3,0, 

com variação de temperatura de 20 °C a 65
 o

C. A presença de um pico parabólico para cada 

temperatura considerada representa a manutenção da globularidade da enzima. A diminuição do 

pico, sem ter sua posição na horizontal modificada, demonstra a perda do enovelamento terciário. Já 

a partir de 60 °C ocorre, além do abaixamento do pico, um deslocamento na posição do pico para a 

esquerda. Isso sugere a perda parcial da globularidade e alteração no arranjo entre as enzimas em 

solução, o que resultou no aumento da massa molecular do conjunto formado e agregação das 

moléculas.  

 

 

  Os resultados observados nessa seção corroboram os resultados de CD para a 

GtCel12A, no sentido de indicar a temperatura crítica na qual passamos a observar 

perturbações tanto na estrutura secundária, quanto terciária da enzima, sugerindo que, a partir 
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de 55 
o
C a estrutura da GtCel12A é desestabilizada e as moléculas passam a sofrer uma 

desnaturação induzida pela temperatura. 

 

 

6.9 Cristalização 

 

 

Após 72 horas foram observados cristais em trinta e duas condições testadas. Os 

cristais obtidos em três diferentes condições estão mostrados na figura 51. Adicionalmente, 

salientamos que o cristal em forma de placa obtido com a condição composta por ácido cítrico 

0,1 M pH 5,0 e sulfato de amônio 0,8 M foi submetido à experimentos de difração de raios-X, 

na linha de luz MX-2 do Laboratório Nacional de Luz Síncrontron.  

A proteína foi cristalizada no grupo espacial P21. 

 

 

 

Figura 51 - Cristais obtidos nos ensaios de cristalização da GtCel12A. A. Cristais obtidos na condição composta 

por acetato de sódio 0,1 M, pH 4,6 e sulfato de amônio 1 M. B. Cristais obtidos na condição 

composta por acetato de sódio 0,1 M, pH 4,6 e PEG 3000 25% (m v
-1

). C. Cristais obtidos na 

condição composta por ácido cítrico 0,1 M, pH 5,0 e sulfato de amônio 0,8 M. 

 

 

6.10 Coleta e processamento dos dados de difração de raios-X 

 

 

 O cristal obtido na condição citada anteriormente foi submetido ao experimento de 

difração de raios-X, sob temperatura criogênica e apresentou os padrões de difração bem 

A B C
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definidos, aparentemente sem sobreposição de pontos (overlaps) conforme observado na 

figura 52.   

 

 

 

 

Figura 52 - Padrão de difração obtido a partir do experimento de cristalografia de raios-X para a enzima 

GtCel12A. 

 

 

A autoindexação das primeiras imagens e as estratégias de coleta foram realizadas no 

programa iMOSFLM 
212

, onde o ângulo de rotação estimado que não gerava overlaps foi de 

0,5°. Além disso, a estratégia realizada indicou o número de imagens a ser coletado que nos 

renderia completeza suficiente, de acordo com o grupo espacial apresentado pelo cristal, 

especificado na Tabela 2. Os valores aproximados dos parâmetros de célula (a, b, c, ,  e ) 

também foram estimados (Tabela 2).  

A integração das imagens de difração e o refinamento dos parâmetros foram 

conduzidos pelo programa XDS 
213

 e o escalonamento dos dados realizados com o programa 

Scala.
214

 Os parâmetros e as estatísticas desse conjunto também se encontram na tabela a 

seguir. 
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Tabela 2 - Parâmetros e estatísticas da coleta e processamento dos dados cristalográficos da enzima GtCel12A. 

 

† Rmerge = ∑hkl∑i |Ii(hkl) – <I(hkl)>, onde Ii(hkl) é a intensidade observada para I(hkl) e <I(hkl)> é a média das 

intensidades. Entre parênteses os valores referentes à camada mais externa de resolução. 

 

 

 O número de moléculas presentes na unidade assimétrica e o conteúdo de solvente 

foram estimados utilizando-se o programa Matthews_coeff 
214

, considerando a massa 

molecular da proteína como sendo de 26 kDa. Essa análise permitiu a estimativa da presença 

de duas moléculas na unidade assimétrica com 36% de solvente, sendo o coeficiente de 

Matthews de 1,92. 

 

 

6.10.1 Obtenção das fases e refinamento das estruturas cristalográficas 

 

 

 O processo de faseamento do conjunto experimental de dados foi realizado por meio 

do método de substituição molecular, utilizando o programa PHASER 
214

 disponível no 

pacote de programas cristalográficos CCP4.
214

 O modelo empregado para a resolução da 

nossa estrutura foi a estrutura de uma endo-β-1,4-glucanase específica de xiloglucano 
218

, 

depositado no PDB sob o código 3VL8 e que possui 45% de identidade com o alvo 

trabalhado.  

Posteriormente à obtenção de um modelo inicial, partimos para o processo de 

refinamento desse modelo com o programa Phenix.
216

 Vários ciclos de refinamento no espaço 

real (modificações manuais do modelo, por meio da inspeção dos mapas de densidade 

eletrônica usando o programa gráfico Coot 
219

) foram realizados. Nesse conjunto de dados, os 

Parâmetros GtCel12A 

Grupo espacial P21 

Parâmetros da célula unitária 

a (Å) 

b (Å) 

c (Å) 

Ângulo (º) 

 

55,40 

52,37 

74,04 

β = 110,61 

Intervalo de resolução (Å) 41,66 - 1,85 (1,95 - 1,85) 

Número de imagens 360 

∆φ (°) 0,50 

Número de reflexões 117556 (15347) 

Multiplicidade 3,5 (3,2) 

Completeza (%) 99,5 (98,0) 

Rmerge† 0,038 (0,469) 

‹I›/‹σ(I)› 11,1 (3,0) 



141 
 

ciclos de refinamento no espaço real foram alternados com cálculos intermediários no espaço 

recíproco para o refinamento de posições atômicas, de restrições geométricas e de contato, do 

refinamento do fator de temperatura individual para todos os átomos, além da minimização de 

funções de energia. O monitoramento da concordância do modelo com os dados 

experimentais foi conduzido através da análise da variação do parâmetro Rfactor, juntamente 

com o parâmetro Rfree. As moléculas de água foram introduzidas somente ao final do 

refinamento, com o auxilio dos programas Coot 
219

 e Phenix.
216

 

Quando não era mais possível melhorar os índices Rfactor e Rfree, finalizamos o processo 

de refinamento e os parâmetros e estatísticas resultantes deste processo estão descritos na 

Tabela 3. O programa MOLPROBIT 
220

 foi utilizado para a validação do modelo, cujos 

diagramas construídos demonstraram a qualidade do modelo final da estrutura.  

Todos os resíduos do modelo estão localizados em regiões permitidas do diagrama de 

Ramachandran 
240

, com 98% dos resíduos nas regiões mais favoráveis. 

 

 

Tabela 3 - Parâmetros e estatísticas resultantes do processo de refinamento dos dados cristalográficos da enzima  

GtCel12A. 

 

Refinamento 

Intervalo de resolução 41,66 – 1,85 

Rfactor† (%) 18,66 

Rfree† (%) 22,33 

R.m.s.d do ideal 

Distância das ligações (Å) 0,007 

Ângulo das ligações (°) 1,208 

† R factor/ R free = ∑hkl |Fobs - Fcalc|/∑hkl |Fobs| onde Fobs e Fcalc são os fatores de estrutura observados e 

calculados; 5% das reflexões foram incluídas nos testes de ajuste para o cálculo do Rfree. 

 

 

 

O modelo final consiste de duas cadeias polipeptídicas da proteína GtCel12A, 

contendo os resíduos 29 a 246 cada, 441 moléculas de água, 15 moléculas de etileno glicol e 2 

moléculas de sulfato (Figura 53). 
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Figura 53 - Conteúdo da unidade assimétrica modelado para os dados cristalográficos da GtCel12A. As 

moléculas correspondentes à proteína estão representadas em magenta, as moléculas de água em 

ciano, as de etileno glicol em verde e as de sulfato em amarelo. 

 

 

6.11 Análise do modelo cristalográfico e a relação estrutura-função da 

GtCel12A 

 

 

 O modelo cristalográfico obtido para a GtCel12A apresentou um enovelamento 

característico para essa família de proteínas, sendo formado principalmente por duas folhas β, 

A e B, compostas por cinco e nove fitas cada e por três pequenas hélices α.   

 Essa estrutura do tipo sanduíche β possui uma curvatura para criar um extenso sítio de 

ligação ao substrato na face côncava da folha B, com aproximadamente 35 Å de 

comprimento. A folha convexa A, possui cinco fitas antiparalelas, denominadas A2, A3, A4, 

A5 e A6 e a folha côncava B, possui nove fitas denominadas B1 a B9 e é majoritariamente 

antiparalela, exceto pelas fitas B6 e B7 que são paralelas entre si (figura 54). Adicionalmente, 

a enzima possui um único domínio, o catalítico, que realiza tanto a função de ligação ao 

substrato, como de clivagem das ligações glicosídicas, não possuindo, portanto, um domínio 

de ligação à celulose. 
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Figura 54 - Representação esquemática da estrutura cristalográfica da GtCel12A. A. As duas folhas β são 

denominadas A e B e as fitas individuais que as formam estão numeradas (A2 a A6 e B1 a B9), de 

acordo com a posição em cada uma das folhas. B. Nessa imagem, percebe-se claramente a posição 

da folha A, externa e B, interna, sendo que esta última se curva para formar o sítio catalítico 

característico. 

 

 

O número de fitas em cada folha varia dentre as estruturas reportadas para a família 

GH12, mas a disposição mais comumente encontrada é a de seis fitas na folha A e nove na B. 

153-156,  232,  241-243
.  Em nossa estrutura observamos apenas cinco fitas na folha A. A primeira 

fita, que seria denominada A1, não aparece em nosso modelo cristalográfico, pois como a 

mesma se localiza próximo à região N-terminal da proteína, e esta é uma região bastante 

móvel, não observamos densidade eletrônica nessa região, sendo somente possível modelar os 

resíduos a partir da posição 29 da sequência de aminoácidos. 

  A face côncava da folha B forma uma fenda, que constitui o sítio catalítico (figura 

55), que também é o sítio de ligação ao substrato. Tal morfologia se adequa a um dos três 

tipos de sítios ativos encontrados nas hidrolases de glicosídeos.
244 
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Figura 55 - Modelo de superfície para a GtCel12A. O sítio catalítico da GtCel12A apresenta o formato de fenda, 

típico de algumas hidrolases de glicosídeos. Os resíduos catalíticos Glu142 e Glu227 do sítio 

catalítico estão destacados em vermelho.  

 

 

Por meio de comparação da sequência de aminoácidos e de estruturas de outras 

enzimas da família GH12, dois resíduos catalíticos bastante conservados em outras estruturas 

de GH12 de diferentes organismos foram identificados na fenda catalítica. Esses resíduos são 

os ácidos glutâmicos, Glu142 (fita β B6) e Glu227 (fita β B4), que são separados por uma 

distância de, aproximadamente, 5,0 Å (figura 56A), que é a distância usual de um par 

nucleófilo/catalisador ácido/básico envolvido em um mecanismo de duplo-deslocamento, 

típico das hidrolases de glicosídeos da família 12.
128

 Nesse mecanismo, dois resíduos 

contendo grupos carboxilato estão envolvidos, sendo que um atua como nucleófilo para atacar 

o centro anomérico, e outro atua como resíduo ácido/básico para protonar o oxigênio 

glicosídico durante a primeira etapa do mecanismo e desprotonar uma molécula de água 

durante a segunda etapa.
225

  

Em nossa estrutura esses dois resíduos estão envoltos principalmente por resíduos 

hidrofóbicos, porém, participam de ligações de hidrogênios com dois resíduos de ácido 

aspártico localizados na fita β B5. O Asp123 apresenta a ligação de hidrogênio com o Glu142 

e o Asp119 com o Glu227 (Figura 56B). 
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Figura 56 - Localização dos resíduos catalíticos da enzima GtCel12A. A. Em destaque, os resíduos catalíticos 

Glu142 e Glu227, separados por uma distância aproximada de 5,0 Ǻ. B. Em destaque também, os 

resíduos Asp119 e Asp123, responsáveis pela formação de ligações de hidrogênio com esses 

resíduos catalíticos. A linha pontilhada vermelha representa as ligações de hidrogênio. 

 

 

Resíduos de ácidos aspárticos como auxiliares dos ácidos glutâmicos catalíticos são 

bastante conservados dentre as hidrolases de glicosídeos da família 12. Uma disposição 

bastante comum é a do resíduo de ácido aspártico (Asp) na posição 99, que comumente 

interage com um ou ambos os resíduos catalíticos, por meio de ligação de hidrogênio. Esse 

resíduo de ácido aspártico é comumente reportado como sendo o terceiro membro do ―trio 

catalítico‖, juntamente com os dois resíduos de ácidos glutâmicos bastante conservados.
153

 Na 

Cel12A de Trichoderma reesei, por exemplo, o Asp99 interage com o Glu116 por meio de 

uma ligação de hidrogênio.
153

 Em outro estudo, na estrutura de uma endoglucanase (EglA) de 

A. niger, o Asp99 interage por meio de ligação de hidrogênio com o nucleófilo Glu120 e, 

acredita-se que esse resíduo auxilie na manutenção, tanto de uma carga apropriada no 

nucleófilo durante o ciclo catalítico, como na orientação do Glu116 para favorecer o ataque 

nucleofílico. Outro resíduo de ácido aspártico está presente nesse caso, o Asp95 que interage 

com o catalisador ácido/básico Glu204. Esse resíduo em algumas enzimas da família GH12 é 

substituído por um resíduo de asparagina. 
156 

 

Na endoglucanase Cel12A de Rhodothermus marinus, por exemplo, uma asparagina 

está presente (Asn102) e estabelece essa ligação de hidrogênio com o Glu207 (catalisador 

ácido/básico), enquanto o nucleófilo Glu124 interage com um resíduo de ácido aspártico 

(Asp106) e também com um resíduo de triptofano (Trp161).
155
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Na endoglucanase EG3 de Trichoderma harzianum, um ácido aspártico na posição 

100 (Asp100) também atua como um resíduo auxiliar dos ácidos glutâmicos Glu117 e Glu201 

no sítio catalítico, formando um trio catalítico. Nesse caso, o resíduo Asp100 estabelece 

ligações de hidrogênio com a cadeia lateral do Glu117 (nucleófilo) e outra ligação de 

hidrogênio também é observada entre o Glu201 (catalisador ácido) e o resíduo vizinho, o 

Glu96.
243

 A substituição de um ácido aspártico por um ácido glutâmico também é comumente 

encontrada em outras endoglucanases da família GH12.
154 

 

 Em outro caso, o da endoglucanase (CelB2) de Streptomyces lividans, os dois ácidos 

glutâmicos catalíticos (Glu 120 e Glu203) estão ladeados em um dos lados pelo resíduo 

Asp104, que estabelece ligações de hidrogênio com ambos os ácidos glutâmicos catalíticos. É 

interessante ressaltar que nas enzimas da família GH11, que compõe o clã GH-C juntamente 

com as GH12, não é encontrado esse ácido aspártico e sim uma tirosina bastante conservada. 

154
 

 Os dois únicos resíduos de cisteína presentes na nossa enzima, o Cys30 e o Cys39, 

formam uma ponte dissulfeto que conecta as fitas B1 e B2, próximo à região N-terminal da 

proteína, conforme mostrado na figura 57A. Tal característica não é usual, visto que nas 

demais estruturas reportadas, a ponte dissulfeto normalmente conecta as fitas A1 e A2 ou um 

loop na região N-terminal com a fita A2 (figura 57B).
153, 156, 232, 243

 Em alguns casos, foram 

reportadas duas pontes dissulfeto, uma conectando as fitas A1 e A2 e outra conectando duas 

pequenas fitas chamadas C1 e C2 em posição mais externa às folhas A e B 
154-155

. Há também 

casos de inexistência de pontes dissulfeto em estruturas de enzimas da família GH12, todos os 

casos em organismos procariotos.
225, 241-242
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Figura 57 - Localização da ponte dissulfeto em estruturas homólogas de enzimas da família GH12. A. Estrutura 

da GtCel12A com a ponte dissulfeto (ciano) incomum, que conecta as fitas B1 e B2, da folha que se 

curva (B) para a formação da fenda catalítica. B. Sobreposição das estruturas homólogas (códigos 

PDB: 3VL8, 1KS5, 1OLR, 1OA3, 4HTM e 1H8V) com a GtCel12A, com destaque para as pontes 

dissulfeto (ciano) que normalmente conectam as fitas A1 e A2 ou um loop na região N-terminal com 

a fita A2 nas demais enzimas.   

 

 

Pontes dissulfeto em enzimas do clã GH-C, que compreende as famílias GH12 e 11, 

ao que parece, estão envolvidas na estabilização local das estruturas e não são necessárias 

para o enovelamento global da proteína, pois estão localizadas em diferentes posições ou 

inexistem nas diferentes enzimas reportadas.
153

 Nos casos em que a ponte dissulfeto se 

localiza na região N-terminal, a mesma está associada à estabilização desta região.
153

 Isso. 

não acontece com a nossa estrutura, já que a ponte tem outra localização, o que reforça a 

hipótese dessa região N-terminal ser bastante móvel em nossa estrutura e, portanto, ausente no 

modelo cristalográfico. Adicionalmente, a localização peculiar da ponte dissulfeto na 

estrutura da GtCel12A, unindo fitas da folha interna (B), que se dobra para formar o sítio 

catalítico, sugere que essa ponte pode atuar na estabilização do sítio catalítico e, então, 

facilitar a acomodação do substrato nessa região.  

 Concomitantemente, essa ponte dissulfeto peculiar poderia estar relacionada à alta 

termoestabilidade observada para a GtCel12A, conforme demonstrado em alguns dos nossos 

B1 B2

A1 A2

A B
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ensaios, sendo que no ensaio de atividade residual, por exemplo, a enzima reteve cerca de 

60% de sua atividade inicial, mesmo após 72 horas de incubação a 50 o
C. Apesar desta 

hipótese, sabe-se que não existe uma única característica que é responsável pela estabilização 

em cada família 
245-246

 e um fator determinante para a alta termoestabilidade de enzimas é a 

grande quantidade de interações eletrostáticas.
247

 Apesar do enovelamento ser dirigido por 

interações hidrofóbicas, as interações eletrostáticas, como meio de estabilizar o ―estado 

enovelado‖, se tornam cada vez mais favoráveis, principalmente em altas temperaturas. 

Outros fatores incluem a composição de aminoácidos, que tem relação com o aumento da 

rigidez em altas temperaturas, por exemplo, um grande número de resíduos de prolina ou uma 

diminuição no conteúdo de glicinas. Adicionalmente, resíduos que se degradam em altas 

temperaturas, como Asn, Gln e Cys são menos abundantes em enzimas termofílicas, por 

exemplo.
246-248

  

 Um longo loop superficial, conhecido como ―cordão‖, conecta as fitas B6 e B9 em 

nossa estrutura. Essa característica é conservada na família GH12 e também entre as xilanases 

da família GH11. O cordão, no nosso caso, possui 10 resíduos de aminoácidos e se estende do 

resíduo Gly149 a Ser158 (figura 58A) e possui quatro resíduos de glicina em sua composição, 

o que sugere alta flexibilidade e mobilidade desse cordão, podendo favorecer as mudanças 

conformacionais requeridas para a acomodação do substrato. Adicionalmente, esse loop pode 

sofrer mudanças conformacionais após a ligação do substrato, conferindo uma flexibilidade 

conformacional que parcialmente fecha um dos lados da fenda catalítica (figura 58B).
249 

 No 

nosso caso, essa característica também pode estar associada ao comportamento promíscuo da 

GtCel12A em relação à atividade, a qual não se limitou apenas a substratos celulósicos.  
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Figura 58 - Estrutura cristalográfica da GtCel12A, com destaque para o loop que une as fitas B6 e B9. A. O 

―cordão‖, como é chamado, possui 10 resíduos de aminoácidos e se estende do resíduo Gly149 da 

fita B6 à Ser158 da fita B9 (azul). B. A posição do cordão faz com que ele feche parcialmente uma 

das extremidades da fenda catalítica. 

 

 

 Outra consideração interessante é que, apesar da proteína ter sido produzida em um 

sistema de expressão de fungo filamentoso, não observamos nenhuma glicosilação na 

estrutura da GtCel12A. 

 Outras estruturas de enzimas da família GH12 oriundas de diversos organismos foram 

reportadas, sendo que as disponíveis atualmente são de Bacillus licheniformis, Rhodotermus 

marinus, Thermotoga maritima, Streptomyces sp, Aspergillus niger, Humicola grisea, 

Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei), Hypocrea schweinitzii, Trichoderma harzianum, 

Pyrococcus furiosus e Aspergillus aculeatus.
144

 Todas possuem um enovelamento proteico do 

tipo sanduíche β, mas com variações, principalmente nos loops que conectam as duas folhas β 

na estrutura. Tal característica pode influenciar a especificidade por substratos e a eficiência 

catalítica das enzimas, o que pode resultar em diferentes eficiências de clivagem, apesar do 

mecanismo catalítico em comum.
242

 

 Por meio de um alinhamento com estruturas de proteínas pertencentes à família GH12 

de eucariotos, depositadas no PDB (códigos PDB: 3VL8, 1KS5, 1OLR, 1OA3, 4H7M e 

1H8V), observamos que o enovelamento é bastante conservado (figura 59). 

Gly149

Ser158

A B
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Figura 59 - Alinhamento do modelo estrutural da proteína GtCel12A com estruturas depositadas no PBD que 

possuem maior identidade sequencial com a mesma. Os códigos PDB utilizados nesse alinhamento 

foram: 3VL8, 1KS5, 1OLR, 1OA3, 4H7M e 1H8V. 

 

 

 Em contrapartida, o alinhamento da sequência de aminoácidos das mesmas proteínas, 

(todas com no máximo 45% de identidade e cobertura inferior a 90%) revelou uma baixa 

identidade sequencial (figura 60). Adicionalmente, observamos que os resíduos de ácidos 

glutâmicos catalíticos (E) são bastante conservados, enquanto os demais resíduos aromáticos 

envolvidos na estabilização do substrato diferem entre as sequências. A localização da ponte 

dissulfeto também é conservada entre as demais sequências, exceto para a GtCel12A, que a 

possui em uma posição distinta, conforme discutido anteriormente. O loop que conecta as 

fitas B6 e B9 também é conservado, porém apresenta ligeiras diferenças na composição de 

aminoácidos, que podem estar associadas à maior ou menor flexibilidade do mesmo, com 

efeito no mecanismo de acomodação do substrato, conforme discutido anteriormente. 
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Figura 60 - Alinhamento sequencial das proteínas homólogas que possuem maior identidade com a GtCel12A, 

sendo todas de organismos eucariotos [A. aculeatus (código PDB 3VL8), H. grisea (1OLR), T. 

citrinoviridae (1OA3), A. niger (1KS4), T. reesei (1OA2),  e T. harzianum (4HTM)]. Em destaque, 

os resíduos catalíticos (vermelho), a localização peculiar da ponte dissulfeto na estrutura da enzima 

GtCel12A (azul), das demais homólogas (ciano), do ―cordão‖ (verde) e dos demais resíduos 

envolvidos na estabilização do substrato (laranja). 

 

 

 Analisando ainda a região de interação com os substratos, observamos por meio de um 

alinhamento com um modelo de alta resolução de uma GH12 de Humicola grisea complexada 
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a um substrato (código PDB 1UU5), que algumas moléculas de etileno glicol presentes na 

estrutura da GtCel12A se sobrepõem ao substrato (figura 61). Tal região possui vários 

resíduos hidrofílicos, incluindo os resíduos catalíticos, justamente para alojar as moléculas de 

glicosídeos, o que sugere que essa região seja, portanto, capaz de estabilizar várias moléculas 

de etileno glicol. 

 

 

Figura 61 - Alinhamento das estruturas da GtCel12A e de uma GH12 de H. grisea (código PDB 1UU5) 

evidenciando que as moléculas de etileno glicol (verde) da estrutura da GtCel12A se sobrepõem ao 

substrato (laranja) da GH12 de H. grisea.  

 

 

 Além dos resíduos catalíticos Glu142 e Glu227 (figura 62A), outros resíduos também 

se mostram importantes para a interação com os substratos e são resíduos aromáticos. As 

regiões para esses resíduos em nosso modelo deveriam ser a posição 28, que de fato é 

ocupada por uma tirosina em nossa estrutura (no modelo cristalográfico está ausente devido à 

falta de densidade eletrônica, mas presente no alinhamento sequencial), e também em todas as 

outras de eucarioto analisadas (em alguns casos essa Tyr era substituída por um Trp, porém, 

mantendo as características e função dos resíduos nessa posição); a posição 43, designada por 
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um triptofano e presente em todas as estruturas, incluindo a de GtCel12A; e a posição 137 

(Figura 62B), que na maioria das estruturas apresenta uma Tyr. Em contrapartida, na 

GtCel12A encontramos uma serina, que faz parte de um loop formado basicamente por 

resíduos de serina. 

 

 

 

Figura 62 - Alinhamento da estrutura da GtCel12A com outras estruturas homólogas de organismos eucariotos 

(códigos PDB: 3VL8, 1KS5, 1OLR, 1OA3, 4H7M e 1H8V), evidenciando a posição dos resíduos 

catalíticos. A. Na estrutura da enzima GtCel12A os resíduos catalíticos em destaque são o Glu142 e 

Glu227.  B. A possível posição dos demais resíduos importantes para a interação com o substrato 

nas posições 28, 43 e 137 da estrutura da GtCel12A. 

 

 

As enzimas comumente empregam resíduos aromáticos para a interação com 

carboidratos em uma vasta gama de funções biológicas.
153,  250

 Os sítios de ligação a açúcares 

nas hidrolases de glicosídeos normalmente exibem túneis, fendas ou bolsões frequentemente 

formados por superfícies expostas de cadeias laterais de resíduos aromáticos para o 

processamento de carboidratos.
153

 Um modo típico de interação seletiva entre proteínas e 

carboidratos é realizado com a participação dos resíduos aromáticos triptofano, tirosina e 

fenilalanina.
250

 Tais resíduos delineiam os túneis e fendas para a ligação, o processamento e a 

estabilização de moléculas de carboidratos. Adicionalmente, em enzimas que apresentam 

CBMs, os resíduos aromáticos são comumente encontrados nas faces de ligação aos mesmos, 

formando interações eletrostáticas e hidrofóbicas com esses açúcares. 
251-252

 Na Cel12A de 

T.reesei, por exemplo, a fenda catalítica possui dois anéis de triptofano completamente 
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expostos, bem como um par de tirosinas também expostas. Três outras cadeias laterais de 

resíduos aromáticos apresentam as bordas do anel expostas na fenda. Adicionalmente, a borda 

superior de um dos lados da fenda catalítica possui uma tira hidrofóbica claramente definida, 

formada pelas cadeias laterais dos resíduos Trp7, Trp22, Val57 e Phe202. O anel da tirosina 

111 está localizado na borda oposta da fenda, na mesma altura que a tira hidrofóbica.
153

  

Em outra Cel12A, a de Thermotoga marítima, a fenda catalítica está repleta de cadeias 

laterais de triptofanos e tirosinas (Trp26, 75, 118, 138, 176, 178 e Tyr61, 65 e 180), que 

também interagem com as moléculas de substrato.
242

 Nesse âmbito, foi reportado que existem 

mais resíduos aromáticos no sítio catalítico de enzimas bacterianas do que fúngicas, sendo 

que as primeiras normalmente exibem de quatro a oito triptofanos e as segundas de dois a três. 

242
 

 Por fim, a estrutura cristalográfica da GtCel12A nos permitiu observar importantes 

características estrututrais para essa enzima e compará-las com outras enzimas da mesma 

família, além de nos permitir relacionar tais características com as propriedades funcionais da 

mesma, o que é de grande valia para a compreensão dos mecanismos moleculares de atuação 

dessa enzima.  
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Conclusões e perspectivas 

 

 

 

  

Pierre A. Renoir

“Toda nossa ciência, comparada 

com a realidade é primitiva e 

infantil, no entanto, é a coisa mais 

preciosa que temos”

Albert Einstein
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7 Conclusões e perspectivas 
 

 

 O presente trabalho determinou as características bioquímicas, biofísicas e estruturais 

da endoglucanase Cel12A do fungo G. trabeum, cujos resultados, em conjunto, contribuíram 

para melhor elucidar as propriedades funcionais dessa enzima. Adicionalmente, nossos 

resultados, ao serem comparados com os disponíveis na literatura, para enzimas homólogas, 

nos permitiu identificar algumas semelhanças e diferenças. Dentre as semelhanças, podemos 

citar, por exemplo, a diversidade de atividade dessa enzima, que não se limitou a substratos 

celulósicos, apresentando, portanto, atividades em outros substratos. Dentre esses, destacamos 

os que possuem ligações mistas, como β-1,3 e β-1,4, como o liquenano e o β-glucano, por 

exemplo, sendo que este último demonstrou-se ser o melhor substrato para a atividade da 

enzima, cuja atividade específica foi de 239,2 ± 9,1 U mg
-1

. Outros resultados importantes 

referem-se à determinação das condições ótimas para a atividade da enzima (pH 4,5 e 

temperatura de 50 
o
C ), sendo que o melhor pH para a estabilidade térmica da GtCel12A foi 3 

(Tm de 60, 3 ± 0,5
 o

C), conforme evidenciado pelos ensaios de Thermofluor. Ensaios de 

cinética enzimática utilizando β-glucano como substrato permitiram a determinação dos 

parâmetros cinéticos, sendo que o Km e o Vmax para a enzima foram 3,2 ± 0,5 mg mL
-1

)ef0,40 

± 0,02 µmol min
-1

, respectivamente. A enzima apresentou alta termoestabilidade, com uma 

meia-vida de 84,6 ± 3,6 horas a 50
 o

C. A análise por microscopia eletrônica de varredura 

permitiu a observação dos efeitos da atividade hidrolítica da GtCel12A em amostras de flocos 

de aveia e papel de filtro. Tais resultados revelaram que a enzima degrada de maneira 

eficiente ambos os substratos. Os resultados de dicroísmo circular são típicos de proteínas 

formadas majoritariamente por folhas β e os dados de SAXS revelaram um comportamento 

monomérico da proteína em solução, uma forma ligeiramente alongada, com um Dmax de 60 ± 

5 Å e um Rg de 19,4 ± 0,1 Å. A massa molecular estimada pelo programa SAXS MoW foi de 

28,3 kDa, consistente com a massa molecular teórica de 26 kDa estimada a partir da 

sequência de aminoácidos da proteína. 

 A estrutura cristalográfica da GtCel12A confirmou que o enovelamento do tipo 

sanduíche de folhas β é bastante conservado dentre as hidrolases de glicosídeos da família 12, 

o que não acontece com a sequência de aminoácidos. Os resíduos catalíticos foram 

identificados (Glu142 e Glu227) e o sítio catalítico do tipo fenda, típico de algumas celulases. 

Adicionalmente, identificamos os resíduos aromáticos que contribuem para o mecanismo 

catalítico de interação com os substratos e uma ponte dissulfeto incomum, que se localiza em 
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uma posição nunca antes reportada para as GHs 12. Na estrutura da GtCel12A, essa ponte 

dissulfeto une fitas da folha interna (B), que se dobra para formar o sítio catalítico, a partir da 

qual, sugerimos que esteja relacionada à estabilização desse sítio catalítico, o que pode 

facilitar a acomodação do substrato nessa região.   

 Tais resultados são bastante interessantes e parte deles já foi publicada em revistas 

científicas da área.  

Como perspectivas futuras, pretendemos determinar a estrutura cristalográfica da 

GtCel12A complexada com diferentes substratos, com o intuito de melhor compreendermos o 

mecanismo catalítico e a interação com os substratos e como forma de inferir outras 

propriedades funcionais importantes dessa enzima. 
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ANEXO I 

 

 

Tabela 4 - Composição do meio de cultura CM (Complete medium) 

Reagente Concentração 

D-glicose 10 g L
-1

 

Peptona 2 g L
-1

 

Extrato de levedura 1 g L
-1

 

Casamino acids 1 g L
-1

 

Uracila 1,1 g L
-1

 

Solução 20 X de sais de nitrato 

NaNO3 

KCl 

KH2PO4 

K2HPO4 

5% (v v
-1

) 

120 g L
-1 

10,4 g L
-1 

16,3 g L
-1 

20,9 g L
-1 

Solução de vitaminas (100x) 

Riboflavina 

Tiamina-HCl 

Nicotinamida 

Piridoxina-HCl 

Ácido pantotênico 

Biotina 

0,1% (v v
-1

) 

0,2 g L
-1

 

0,2 g L
-1 

0,2
 
g L

-1 

0,1
 
g L

-1 

0,02 g L
-1 

0,0004
 
g L

-1
 

Solução de oligoelementos 

ZnSO4-7H2O 

H3BO3 

FeSO4-7H2O 

CoCL2-6H2O 

CuSO4-5H2O 

MnCl2-4H2O 

Na2MoO4-2H2O 

EDTA 

0,1% (v v
-1

) 

22 g L
-1

 

11 g L
-1

 

5 g L
-1

 

1,7 g L
-1

 

1,6 g L
-1

 

5 g L
-1

 

1,5 g L
-1

 

50 

Solução de uridina 100 mM 1% (v v
-1

) 

Solução estoque de MgSO4 2,25 M 0,5% (v v
-1

) 
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Tabela 5 - Composição do meio de cultura SRM (Selective Regeneration Medium) 

Reagente Concentração 

Sacarose 340 g L
-1

 

Solução 1 (40X) 

NaNO3 

KCl 

KH2PO4 

Solução de KOH 4M 

2,5% (v v
-1

) 

240 g L
-1

 

20,8 g L
-1

 

60,8 g L
-1

 

4,5 % (v v
-1

) 

 

Ágar 17,5 g L
-1

 

Solução de oligoelementos 

ZnSO4-7H2O 

H3BO3 

FeSO4-7H2O 

CoCL2-6H2O 

CuSO4-5H2O 

MnCl2-4H2O 

Na2MoO4-2H2O 

EDTA 

0,1% (v v
-1

) 

22 g L
-1

 

11 g L
-1

 

5 g L
-1

 

1,7 g L
-1

 

1,6 g L
-1

 

5 g L
-1

 

1,5 g L
-1

 

50 

Solução 2 (40X) 

MgSO4-7H2O 

2,5% (v v
-1

) 

20,8 g L
-1
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Tabela 6 - Composição do meio MM J 

Reagente Concentração 

D-Maltose 40 g L
-1

 

Solução estoque de sais de nitrato (20X) 

NaNO3 

KCl 

KH2PO4 

K2HPO4 

20% 

120 g L
-1 

10.4
 
g L

-1 

16.3
 
g L

-1 

20.9
 
g L

-1
 

Solução estoque de MgSO4 2,25 M 2 % (v v
-1

) 

 

Solução de oligoelementos 

ZnSO4-7H2O 

H3BO3 

FeSO4-7H2O 

CoCL2-6H2O 

CuSO4-5H2O 

MnCl2-4H2O 

Na2MoO4-2H2O 

EDTA 

0.4% (v v
-1

) 

22 g L
-1

 

11 g L
-1

 

5 g L
-1

 

1.7 g L
-1

 

1.6 g L
-1

 

5 g L
-1

 

1.5 g L
-1

 

50 g L
-1
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ANEXO II 

 

Publicações referentes ao período de doutoramento: 

 

 Artigos publicados 

 

1- MIOTTO, L. S.; REZENDE, C.A; BERNARDES, A.; SERPA, V. I.; TSANG, A.; 

POLIKARPOV, I. The characterization of the endoglucanase Cel12A from Gleophyllum 

trabeum reveals an enzyme highly active on β-glucan. PlosOne, 9(9): e108393, 2014.  

 

2- MIOTTO, L.S.; REIS, C. V.; NETO, M. O.; POLIKARPOV, I. SAXS studies of the 

endoglucanase Cel12A from Gloeophyllum trabeum show a monomeric structure and reveals 

the influence of temperature on its structural stability. Materials (Basel), 7(7),p. 5202-5211, 

2014.  

 

3- PIROTA, R. D. P. B.; MIOTTO, L. S.; DELABONA, P. S.; FARINAS, C. S. Improving 

the extraction conditions of endoglucanase produced by Aspergillus niger under solid-state 

fermentation. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 30, p. 117-123, 2013. 

 

 

 Artigos em fase de preparação 

 

4- MIOTTO, L. S.; BERNARDES, A.; POLIKARPOV, I. Crystallization and preliminary 

crystallographic analysis of the endoglucanse Cell2A from Gleophyllum trabeum. 

Pretendemos submeter este artigo para a revista Acta Crystallographica, Section F. 

5- Um outro artigo, ainda em fase de preparação e, sem título definido, incluirá a estrutura 

cristalográfica da GtCel12A e de várias outras enzimas da família GH12. O mesmo está sendo 

preparado em colaboração com grupos de pesquisa canadenses, como os do Prof. Alexei 

Savchenko, da Universidade de Toronto e do Prof. Adrian Tsang, da Universidade Concordia.  

 


