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RESUMO 
 

Latarullo M. Caracterização de uma endopoligalacturonase (scEPG1) de cana-de-açúcar e 
suas implicações para a produção de etanol. [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2018. 

O maior desafio para a produção de bioenergia continua sendo a precisa desconstrução da parede 
celular de vegetal. Tendo em vista viabilizar a produção de etanol de segunda geração (2G) em 
larga escala, bem como otimizar o procedimento de produção do etanol de primeira geração (1G), 
estudos vêm sendo desenvolvidos  com foco na produção de enzimas lignocelulósicas, 
principalmente as de origem fúngica. Esses estudos visam o aperfeiçoamento de coquetéis 
enzimáticos, compostos principalmente por enzimas que atacam celulose e hemiceluloses. No 
entanto, sabemos que as paredes celulares vegetais possuem também pectinas e recentemente 
foi demonstrado que pectinases podem melhorar sensivelmente o processo de hidrólise (até 30%). 
Após o levantamento de dados referentes a diferentes enzimas pectinolíticas denominadas 
endopoligalacturonases (EPGs) já caracterizadas e catalogadas no banco de dados CAZy, foi 
possível verificar que aquelas produzidas por fungos filamentosos contabilizam mais de 65%. A 
partir disso foi realizada uma análise filogenética de todas as EPGs caracterizadas produzidas por 
diferentes organismos. O resultado demonstrou que enzimas dessa família produzidas por 
bactérias – também com interesse biotecnológico – são mais próximas de plantas do que dos 
próprios fungos. Além disso, a proporção de enzimas caracterizadas de bactérias e plantas era 
significativamente menor que o observado para EPGs de fungos. Isso evidenciou uma lacuna no 
conhecimento sobre enzimas de plantas, ainda pouco exploradas no contexto de biotecnologia e 
bioenergia. Este trabalho apresenta a clonagem, expressão heteróloga e caracterização da EPG 
de cana-de-açúcar recombinante. O principal objetivo é obter informações a respeito de uma 
enzima com atividade chave na degradação de parede celular, haja vista ter sido ela isolada de 
um processo de ataque endógeno à pectina da própria cana-de-açúcar. Como resultado, a 
endopoligalacturonase de Saccharum sp. foi eficientemente expressa em sistema de expressão 
heterólogo com Pichia pastoris X33. O clone produtor selecionado gerou os maiores valores de 
proteínas totais no sobrenadante de cultivo com 96 horas de indução com metanol. A partir do 
extrato bruto do sobrenadante coleta, os melhores valores de atividade enzimática foram obtidos 
quando da incubação por 22 horas a 45 ˚C em tampão acetato de sódio pH 5,0. Sais, detergentes 
e quelantes atuaram como inibidores da atividade enzimática e, por outro lado, o agente redutor 
ditiotreitol (DTT) foi responsável pelo incremento de atividade enzimática. Por fim, os parâmetros 
cinéticos obtidos para a enzima caracterizada indicam a possibilidade de utilizá-la como 
complemento de coquetéis enzimáticos, conhecidamente pobres em pectinases.   
 

 

Palavras-chave: Endopoligalacturonase. Cana-de-açúcar. Pectina. Pichia pastoris. Etanol. 
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ABSTRACT 

Latarullo M. Characterization of an endopolygalacturonase (scEPG1) of sugarcane and its 
implications for the ethanol production. [Ph.D. thesis (Biotechnology)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2018. 
 
The biggest challenge for bioenergy production remains the disassembly of the extracellular 
matrix of some plant species. For the large-scale production of second generation ethanol (2G), 
and optimizing the first generation ethanol (1G) production process, studies have been developed 
focusing on the production of lignocellulosic enzymes, especially those of produced by fungi. 
These studies aim at the improvement of enzymatic cocktails, composed mainly of enzymes that 
are capable of attacking cellulose and hemicelluloses. However, it is a known fact that the plant 
cell walls also contain pectins and it has been recently demonstrated that pectinases could 
significantly improve the hydrolysis process (up to 30%). After an analysis of different pectinolytic 
enzymes known as endopoligalacturonases (EPGs), already characterized and cataloged under 
the CAZy database, it was possible to verify that fungi enzymes account for more than 65% of all 
of the characterized EPGs. The result has shown that enzymes from this family produced by 
bacteria - also with biotechnological interest - are closer to plants than fungi. Besides, the 
proportion of characterized enzymes from bacteria and plants was significantly lower than that 
observed for fungal EPGs. This evidenced a gap in knowledge about plant enzymes, still little 
explored in the context of biotechnology and bioenergy. This work presents the cloning, 
heterologous expression, and characterization of recombinant sugarcane EPG. The primary 
objective is to obtain information about an enzyme with key activity in cell wall degradation since 
it has been isolated from a process of an endogenous attack on sugarcane pectin itself. As a 
result, the endopoligalacturonase of Saccharum sp. was efficiently expressed through the 
heterologous expression system with Pichia pastoris X33. The selected clone generated the 
highest total protein values in the culture supernatant at 96 hours of methanol induction. From the 
crude extract of the supernatant collected, the best enzyme activity values were obtained upon 
incubation for 22 hours at 45 °C in pH 5.0 sodium acetate buffer. Salts, detergents, and chelators 
acted as inhibitors of the enzymatic activity and, on the other hand, the reducing agent 
dithiothreitol (DTT) was responsible for the increase of enzymatic activity. Finally, the kinetic 
parameters obtained for the enzyme characterized indicate that it can be used as a complement 
to enzymatic cocktails, which are known to be poor in pectinases. 
 
 
Keywords: Endopolygalacturonase. Sugarcane. Pectin. Pichia pastoris. Ethanol. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



11 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Uso de extratos fúngicos com diferentes atividades de pectinases na 
extração de sucos de (A) laranja e (B) maçã ............................................................ 30 

Figura 2 - Mapa do vetor pPICZαA............................................................................ 41 

Figura 3 - Homologia das sequências de aminoácidos de enzimas de plantas e 
microrganismos mais representados da família CAZy GH28 .................................... 54 

Figura 4 - Alinhamento da sequência da endopoligalacturonase de cana com outras 
endopoligalacturonases de microrganismos (A. niger e P. carotovorum) ................. 57 

Figura 5 - Sequência de aminoácidos da endopoligalacturonase de cana-de-açúcar 
nativa ......................................................................................................................... 58 

Figura 6 - Sequência de aminoácidos da endopoligalacturonase de cana-de-açúcar 
heteróloga ................................................................................................................. 58 

Figura 7 - Modelo teórico scEPG1 nativa (Homo-tetrâmero)..................................... 62 

Figura 8 - Alinhamento múltiplo da sequência da EPG nativa com a sequência mais 
similar do banco de dados (Exopoligalacturonase de Thermotoga maritima) ........... 62 

Figura 9 - Modelo teórico EPG heteróloga (Monômero) ............................................ 63 

Figura 10 - Alinhamento múltiplo da sequência da EPG heteróloga com a sequência 
mais similar do banco de dados (Exopoligalacturonase de Thermotoga maritima) ... 63 

Figura 11 - Mapa do plasmídeo pUC57 + inserto EPG cana digerido com EcoRI .... 65 

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose da extração e digestão do DNA 
plasmidial de pUC57 + scEPG1. ............................................................................... 65 

Figura 13 - Sequência do sítio múltiplo de clonagem do vetor pPICzαA após a 
inserção da sequência da scEPG1. .......................................................................... 67 

Figura 14 - Sequência de aminoácidos e nucleotídeos da enzima recombinante ..... 68 

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da 
amplificação do gene sintético da endopoligalacturonase contido no plasmídeo 
pUC57 ....................................................................................................................... 69 

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da 
amplificação da contrução pPICzαA_scEPG1 obtidos de cinco diferentes clones de 
E. coli DH10B ............................................................................................................ 70 

Figura 17 - Alinhamento múltiplo dos 5 clones selecionados de E. coli com o a 
sequência padrão da construção vetor+inserto como molde .................................... 71 

Figura 18 - Alinhamento múltiplo dos 5 clones selecionados de E. coli com o a 
sequência padrão da construção vetor+inserto como molde .................................... 72 

Figura 19 - Cultivo de Pichia pastoris em meios BMMG e BMMY ............................. 73 

Figura 20 - Atividade enzimática em placa dos extratos intra e extracelular dos 4 
clones de Pichia pastoris obtidos após a clonagem .................................................. 75 

Figura 21 - Esquema de anelamento dos primers específicos para scEPG1 ........... 77 



12 
 

 

Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da 
amplificação do locus AOX do material genômico e transcrito do clone P. pastoris 
C21 e P. pastoris + vetor vazio ................................................................................. 78 

Figura 23 – Esquema didático dos possíveis resultados da reação de PCR utilizando 
os primers A1-AOX-F / A7-AOX-R ............................................................................ 79 

Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da 
amplificação da região interna parcial da scEPG1 com material genômico e transcrito 
do clone P. pastoris C21 e P. pastoris + vetor vazio ................................................. 80 

Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da 
amplificação da região completa da scEPG1 com material genômico e transcrito do 
clone P. pastoris C21 e P. pastoris + vetor vazio ...................................................... 81 

Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da 
amplificação da região parcial do vetor pPICzαA e região parcial da scEPG1 com 
material genômico e transcrito do clone P. pastoris C21 e P. pastoris + vetor vazio 82 

Figura 27 – Eletroforese em gel de poliacrilamida com extratos brutos obtidos da 
linhagem mutante P. pastoris X33_scEPG1 em diferentes tempos de indução. ....... 83 

Figura 28 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com extratos brutos obtidos da 
linhagem mutante P. pastoris X33 + Vetor vazio em diferentes tempos de indução. 84 

Figura 29 - Otimização da expressão de proteínas totais do clone P. pastoris C21 . 86 

Figura 30 - Efeito da temperatura sobre a atividade enzimática ............................... 90 

Figura 31 - Efeito do pH sobre a atividade enzimática .............................................. 90 

Figura 32 - Efeito de interferentes sobre a atividade enzimática ............................... 92 

Figura 33 - Variação na concentração de DTT sobre a atividade enzimática ........... 94 

Figura 34 - Ensaio em placa de atividade pectinolítica com o extrato bruto da 
scEPG1 e vetor vazio com e sem a adição de DTT. ................................................. 95 

Figura 35 - Sacarificação da biomassa de cana-de-açúcar com coquetel enzimático 
+ scEPG1 .................................................................................................................. 96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 - Sequências dos iniciadores e enzimas de restrição utilizados para 
amplificação dos genes codificadores da scEPG1 de cana-de-açúcar para clonagem 
e sequenciamento ..................................................................................................... 43 

Tabela 2 - Composição dos meios BMGY / BMMY ................................................... 47 

Tabela 3 - Comparações entre EPGs de Fungo (Aspergillus niger), Bactéria 
(Pectobacterium carotovorum) e Planta (Saccharum sp.) quanto ao modo de 
nutrição, dados na literatura, ação da enzima no metabolismo e especificidade do 
substrato.................................................................................................................... 56 

Tabela 4 - Análise in silico da sequência da scEPG1 nativa da cana-de-açúcar e 
heteróloga produzida por Pichia pastoris .................................................................. 58 

Tabela 5 - Primers utilizados para detectar a presença do inserto no clone Pichia 
pastoris C21 .............................................................................................................. 76 

Tabela 6 - Otimização da expressão de proteínas totais pelo clone C21 (Pichia 
pastoris X33_pPICZαA_scEPG1).............................................................................. 85 

Tabela 7 - Dados brutos de sacarificação da biomassa de cana-de-açúcar ............. 96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 
ANEEL – Agência nacional de energia elétrica 
 
BLAST – ferramenta de alinhamento local e busca 
 
BMMG – meio completo tamponado com glicerol 
 
BMMY – meio completo tamponado com metanol 
 
BSA – soro albumina bovina 
 
cDNA – ácido desoxirribonucléico complementar 
 
DNA – ácido desoxirribonucléico 
 
dNTP – desoxirribonucleotídeo 
 
DTT – ditiotreitol 
 
EPG - endopoligalacturonase 
 
MM – Meio mínimo com metanol 
 
OD – densidade óptica 
 
PCR – reação de polimerização em cadeia 
 
pH – potencial hidrogeniônico 
 
RPM – rotações por minuto 
 
RT-PCR – transcrição reversa - reação de polimeração em cadeia 
 
scEPG1 – endopoligalacturonase de cana-de-açúcar (sugarcane EPG) 
 
SDS – sódio dodecil sulfato 
 
SDS-PAGE – gel eletroforético desnaturante de poliacrilamida 
 
TE – tampão Tris-EDTA 
 
YNB – base nitrogenada de levedura 
 
YPD - meio de cultura contendo dextrose, peptona e extrato de levedura 
 
YPDS – meio de cultura contendo dextrose, peptona, extrato de levedura e sorbitol 
 
αMF – α mating factor - fator de acoplamento alfa de Saccharomyces cerevisiae  
 



15 
 

 

SUMÁRIO 

1. Introdução ......................................................................................................... 18 

2. Revisão da literatura......................................................................................... 20 

2.1 Bioenergia e a cana-de-açúcar ........................................................................... 20 

2.2 Etanol 1G e 2G .................................................................................................... 21 

2.3 Produção de Etanol 2G ....................................................................................... 21 

2.4 Parede celular da cana-de-açúcar ...................................................................... 22 

2.5 Substâncias pécticas ........................................................................................... 23 

2.6 Pectinases ........................................................................................................... 24 

2.7 Emprego industrial de pectinases ....................................................................... 28 

2.7.1 Indústria têxtil ................................................................................................... 29 

2.7.2 Pectinases na extração de suco de frutas ........................................................ 29 

2.7.3 Extração de óleos essenciais e vegetais .......................................................... 30 

2.7.4 Processamento de bebidas alcoólicas ............................................................. 31 

2.7.5 Processamento de chá e café .......................................................................... 31 

2.7.6 Alimentação animal .......................................................................................... 32 

2.7.7 Sacarificação de produtos agrícolas ................................................................ 32 

2.8 Produção de pectinases heterólogas .................................................................. 32 

2.9 Sistema de expressão heteróloga ....................................................................... 33 

2.10 Modificações endógenas nas paredes celulares pelas plantas: o exemplo do 
aerênquima ............................................................................................................... 35 

3. Justificativa ....................................................................................................... 38 

4. Objetivos ........................................................................................................... 39 

5. Material e Métodos............................................................................................ 40 

5.1 Material Biológico ................................................................................................ 40 

5.1.1 Linhagens utilizadas para clonagem ................................................................ 40 

5.1.2 Sistema de clonagem e linhagem hospedeira .................................................. 40 

5.1.3 Vetor de expressão .......................................................................................... 40 

5.2 Amplificação da região codificante (CDS) da scEPG1 de Saccharum sp. para 
clonagem ................................................................................................................... 41 

5.2.1 Obtenção do DNA sintético .............................................................................. 41 

5.2.2 Preparação de bactérias E. coli DH10B eletrocompetentes ............................. 42 

5.2.3 Transformação em E. coli DH10B eletrocompetente ....................................... 42 

5.2.4 Digestão da construção pUC57 + inserto da scEPG1 ...................................... 43 

5.2.5 Amplificação dos genes da ScEPG1 ................................................................ 43 



16 
 

 

5.2.6 Purificação dos produtos de PCR .................................................................... 44 

5.3 Análise in silico das sequências da scEPG1 nativa e heteróloga ........................ 44 

5.4 Clonagem em E. coli DH10B ............................................................................... 45 

5.4.1 Construção vetor pPICZαA + amplicon ScEPG1 ............................................. 45 

5.4.2 Transformação de E. coli DH10B por eletroporação ........................................ 45 

5.5 Clonagem em Pichia pastoris X33 ...................................................................... 46 

5.5.1 Transformação de Pichia pastoris X33 ............................................................. 46 

5.5.2 Análise da expressão de proteína em Pichia pastoris ...................................... 47 

5.5.3 Quantificação de proteínas totais ..................................................................... 47 

5.6 Extração de DNA genômico e cDNA de Pichia pastoris X33_scEPG1 ............... 48 

5.7 Identificação da proteína ..................................................................................... 48 

5.7.1 Precipitação da proteína ................................................................................... 48 

5.7.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS ...................................................... 48 

5.7.3 Coloração com azul de comassie ..................................................................... 49 

5.8 Ensaios enzimáticos ............................................................................................ 49 

5.8.1 Medição da atividade enzimática ..................................................................... 49 

5.8.2 Efeito de íons metálicos, agentes redutores, detergentes e quelantes sobre a 
atividade pectinolítica da scEPG1. ............................................................................ 50 

5.8.3 Extração do conteúdo intracelular dos clones X33_scEPG1 e X33_vetor vazio
 .................................................................................................................................. 50 

5.8.4 Influência do pH e temperatura sobre as atividades da scEPG1 ..................... 50 

5.9 Sacarificação ....................................................................................................... 51 

6. Plano de trabalho .............................................................................................. 52 

7. Resultados e Discussão ................................................................................... 53 

7.1 Análises in silico da sequência da EPG de cana-de-açúcar................................ 57 

7.1.1 Peso molecular das enzimas nativa e heteróloga e glicosilações .................... 59 

7.1.2 Ponto isoelétrico ............................................................................................... 60 

7.1.3 Modelo tridimensional teórico da EPG nativa e heteróloga .............................. 61 

7.2 Construção do vetor pPICZαA + inserto da EPG de cana-de-açúcar.................. 64 

7.2.1 Obtenção do material genômico de Saccharum sp. ......................................... 64 

7.2.2 Desenho dos primers para a contrução do vetor pPICZαA + scEPG1 ............. 65 

7.2.3 Amplificação do Fragmento da EPG de cana-de-açúcar em plasmídeo pUC57
 .................................................................................................................................. 69 

7.2.4 Contrução do vetor pPICzαA_scEPG1 em E. coli DH10B ............................... 69 

7.3 Análise dos clones de E. coli DH10B + pPICzαA_scEPG1 ................................. 70 

7.3.1 Análise das sequências dos clones de E. coli DH10B + pPICzαA_scEPG1 .... 70 



17 
 

 

7.4 Transformação de Pichia pastoris X33 ................................................................ 72 

7.4.1 Produção da proteína recombinante em Pichia pastoris X33 ........................... 72 

7.4.2 Teste de atividade enzimática com extratos intra e extracelulares dos 4 clones 
obtidos ....................................................................................................................... 74 

7.4.3 Análise por PCR do DNA e cDNA do clone selecionado.................................. 76 

7.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. ............................................. 82 

7.6 Otimização da expressão da enzima recombinante ............................................ 84 

7.7 Detecção da atividade enzimática ....................................................................... 87 

7.7.1 Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade enzimática .............................. 88 

7.7.2 Efeito de íons metálicos, agentes redutores, detergentes e quelantes sobre a 
atividade pectinolítica da scEPG1 ............................................................................. 91 

7.8 Sacarificação da biomassa de cana-de-açúcar ................................................... 95 

8. Resumo dos principais resultados obtidos ................................................... 97 

9. Conclusão e perspectivas ................................................................................ 98 

10. Referências Bibliográficas ........................................................................... 99 

11. Apêndices .................................................................................................... 115 

Apêndice A – Artigo publicado em 2016 ................................................................. 115 

Apêndice B – Sequências obtidas do DNA genômico e transcrito do clone P. pastoris 
scEPG1 ................................................................................................................... 122 

Apêndice C – Sequências obtidas do DNA genômico e transcrito do clone P. pastoris 
+ Vetor vazio ........................................................................................................... 126 

Apêndice D – Curvas padrão e equações ............................................................... 127 

Apêndice E – Otimização da indução ...................................................................... 128 

Apêndice F – Valores  brutos de variação de temperatura e pH ............................. 128 

 

 
 
 
 
 
 
 
  



18 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é um país agrícola, e diante do atual cenário econômico e suas 

perspectivas, a utilização consciente das matérias-primas disponíveis é uma das 

melhores formas de potencializar a economia. Dentre as plantas de interesse 

agronômico produzidas no Brasil, a cana-de-açúcar é um dos cultivos de maior 

importância econômica.  

Com as alterações climáticas, os biocombustíveis têm recebido bastante 

atenção como alternativa aos combustíveis fósseis. O etanol é um dos mais 

promissores pelas suas características, tais como: baixa emissão de CO2, 

sustentabilidade e produção de bioeletricidade (que sustenta a usina em termos 

energéticos com parte do resíduo). O Brasil possui larga experiência na produção 

desse combustível (cerca de 50 anos desde o programa Próalcool em 1970), tendo 

conseguido avanços tecnológicos importantes. Graças a um sistema de produção de 

etanol com alta eficiência, tornamo-nos um polo mundial na ciência, tecnologia e 

produção maciça de automóveis flexfuel e distribuição por todo o país (De Souza et 

al. 2013a). 

A safra 2017/2018 de cana-de-açúcar foi de aproximadamente 641 milhões de 

toneladas e produziu 38 milhões de toneladas de açúcar e 27 milhões de m3 de etanol 

(UNICA 2018). Estes produtos são derivados do caldo da cana-de-açúcar e como 

resíduo foram gerados aproximadamente 300 milhões de toneladas de palha e 

bagaço. 

O potencial de expansão da produção de etanol a partir da cana-de-açúcar no 

Brasil é enorme. Utilizando terra agricultável sem avanço sobre biomas preservados 

e sem avançar nas áreas de produção de alimentos até 2045, a produção de etanol 

por cana-de-açúcar tem potencial para substituir até 6% da gasolina mundial e mitigar 

em até 14% das emissões de CO2 em relação à 2014 (Jaiswal et al. 2017). 

Tal capacidade de produção e seu potencial futuro têm norteado estudos 

focados na produção de etanol 2G utilizando estes resíduos, sendo o principal entrave 

o pré-tratamento e hidrólise enzimática por serem as etapas mais custosas. Para 

aumentar a eficiência no processo global de produção de etanol é necessário reduzir 

o custo relacionado à fabricação deste produto.  
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As paredes celulares de plantas, inclusive as de cana-de-açúcar, possuem uma 

resistência natural à hidrólise enzimática denominada “recalcitrância”. Ela ocorre 

devido à alta complexidade gerada pelas interações entre os polímeros da parede 

celular, classificados em três domínios principais: celulose-hemicelulose, pectinas e 

lignina. Em conjunto, estes domínios formam um arranjo arquitetônico que é 

denominado Código Glicômico (Buckeridge and De Souza 2014).   

A recalcitrância do Código Glicômico se deve, em parte, à interação entre 

componentes das pectinas com a lignina (De Souza et al. 2015).  

As pectinas são formadas principalmente por um polímero composto por 

unidades de ácido galacturônico. Estão presentes na lamela média e preenchem os 

espaços intercelulares em toda a planta. Este grupo de polissacarídeos está presente 

em baixas proporções na parede celular de gramíneas (2-10%) e por isso, nos 

coquetéis enzimáticos comerciais, as enzimas que hidrolisam pectinas ou estão 

ausentes ou em baixas concentrações.   

 Com os avanços observados na área de biotecnologia atrelada ao 

conhecimento da arquitetura da parede celular (Buckeridge et al. 2019), os custos 

tendem a reduzir graças à produção de enzimas mais eficientes. De Souza et al. 

(2013b) e  De Souza et al. (2015) discutem sobre a estrutura dos polímeros presentes 

nas paredes de cana-de-açúcar e miscanthus respectivamente e sugerem que a 

degradação da parede celular requer pelo menos 18 tipos diferentes de enzimas, 

sendo muitas destas relacionadas ao ataque de pectinas. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Bioenergia e a cana-de-açúcar 

O conceito de bioenergia se refere à utilização de recursos biológicos 

renováveis para a geração de energia. Pode ser produzida tanto em pequenas como 

em grandes unidades de produção e pode ser gerada em praticamente todo lugar 

onde os processos fotossintéticos garantam um mínimo de condições para a 

realização da síntese da vida vegetal (Rathore et al. 2015).  

A ideia básica é transformar hidrocarbonetos produzidos por plantas ou algas 

(a maioria na forma de açúcar e lipídios) em compostos como diesel e etanol. No 

último caso, existem somente algumas espécies de plantas que são consideradas ou 

efetivamente utilizadas para produção em larga escala.  Entre elas, há as que 

armazenam altas concentrações de sacarose (p. ex. cana de açúcar e beterraba), 

amido (p. ex. milho), lignocelulose a partir de materiais lenhosos (p. ex. salgueiro) ou 

gramíneas (p. ex. palha de milho, switchgrass, miscanthus e bagaço cana de açúcar) 

(De Souza et al. 2013a). Outros resíduos, tais como polpa de maçã, citrinos e 

beterraba, que são ricos em pectinas, também têm sido sugeridos como possíveis 

fontes de carbono para a produção de bioetanol (Edwards and Doran-Peterson 2012). 

A cana-de-açúcar é composta basicamente de três porções: o caldo, o bagaço 

(umidade aprox. de 50%) e a palha (umidade aprox. de 15%). Cada parte representa 

aproximadamente 1/3 da capacidade energética deste material. O etanol de primeira 

geração é produzido somente a partir do caldo da cana-de-açúcar, e atualmente, 

somente uma parte do bagaço é destinada para obtenção de energia para a própria 

usina através da queima, enquanto a palha não é aproveitada, sendo queimada ou 

abandonada no próprio campo (Alonso Pippo et al. 2011a; Alonso Pippo et al. 2011b). 

De acordo com a UNICA, a indústria brasileira de cana-de-açúcar contribui com 

7,5% de toda energia fornecida pela Agência Nacional de Energia Elétrica (ANEEL), 

sendo assim a terceira mais importante fonte de energia do país, ficando atrás apenas 

da energia hidrelétrica e combustíveis fósseis. Com a introdução de veículos flex em 

2003, que podem utilizar etanol ou gasolina como combustível, houve um aumento do 

consumo de etanol e consumo de gasolina caiu mais da metade. Outra razão para o 

aumento da demanda por álcool anidro foi a política adotada pelo Brasil e outros 
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países de aumentar o percentual de álcool na gasolina. Atualmente no Brasil é 

obrigatório haver uma mistura de 27% de etanol anidro na gasolina (Carpio and 

Simone de Souza 2017). 

2.2 Etanol 1G e 2G 

O Brasil e os EUA são os maiores produtores de etanol do mundo, utilizando 

como principais matérias-primas para a produção em grande escala a cana-de-açúcar 

(Saccharum sp.) e o milho (Zea mays) respectivamente (RFA 2015).  

O rendimento da produção de etanol depende da variedade da cana-de-açúcar, 

estimada principalmente pela quantidade de sacarose obtida após a moagem, e da 

eficiência de utilização desse material. A eficiência industrial (utilização da sacarose) 

do Etanol 1G é de mais de 90% (Macedo et al. 2008). Por isso, diante do crescente 

aumento na demanda, será necessário aumentar a área plantada, utilizar fontes 

alternativas ou otimizar o processo de extração da sacarose. 

O etanol de segunda geração (2G) é produzido a partir da biomassa do colmo 

e palha, ou seja, os resíduos gerados a partir da extração de sacarose para o etanol 

1G. Este material rico em celulose e hemiceluloses passa por etapas de pré-

tratamento, hidrólise enzimática e fermentação de hexoses e pentoses (Ojeda and 

Kafarov 2009). A partir desta etapa, o processo de produção e o produto final é 

idêntico ao etanol 1G (Abramson et al. 2010). 

Estudos focados no desenvolvimento de tecnologias eficientes para o pré-

tratamento do bagaço, o melhoramento do coquetel enzimático e leveduras 

adequadas para a fermentação das pentoses e hexoses mostram que, além da 

pesquisa básica necessária para apoiar novos desenvolvimentos nesses campos, a 

solução para esses desafios parece depender de uma abordagem integrada e 

altamente multidisciplinar, pois essas linhas de pesquisa estão, de fato, muito 

fortemente relacionadas (Soccol et al. 2010). 

2.3 Produção de Etanol 2G 

A produção do etanol 2G acontece por etapas, sendo a primeira o pré-

tratamento da biomassa da cana (bagaço ou palha). Este tratamento pode ocorrer por 

hidrólise alcalina, hidrólise ácida, explosão a vapor, sendo a última a mais utilizada. 
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Após o pré-tratamento, o material é submetido à hidrólise enzimática. Esta etapa é 

considerada o “gargalo” da produção do etanol 2G devido ao seu alto custo (Soccol 

et al. 2010; Buckeridge et al. 2019). As principais limitações são: a recalcitrância da 

biomassa à degradação por enzimas, ou seja, a resistência intrínseca da parede 

celular à hidrólise devido ao seu Código Glicômico, e a grande diversidade de ligações 

e ramificações que unem uma ampla gama de hexoses e pentoses na estrutura de 

polissacarídeos complexos (Somerville et al. 2010; Buckeridge and De Souza 2014). 

Entender a síntese e a desmontagem da parede celular da cana-de-açúcar e, 

sobretudo, sua estrutura, também pode ajudar a manipular e efetivamente degradar 

esses polímeros até açúcares fermentáveis e obter todo potencial energético, 

minimizando os custos de produção e/ou ampliando a gama de matérias-primas 

possíveis desse combustível (Vogel 2008; Leite et al. 2017). 

2.4 Parede celular da cana-de-açúcar 

Os carboidratos possuem diversas funções fisiológicas nas plantas, dentre 

elas, o controle do crescimento através dos balanços das fontes de carbono e energia, 

defesa contra o ataque de patógenos, sinalização, resistência mecânica e interações 

com o ambiente (Zagrobelny et al. 2004; Parre and Geitmann 2005; Wingler et al. 

2006). Estas funções envolvem uma grande diversidade de enzimas que estão 

responsáveis pela síntese (glicosiltransferases), modificação (carboidrato esterases) 

e degradação (glicosil hidrolases e polissacarídeo liases) (Minic 2008). 

O primeiro genoma completo de planta descrito foi o de Arabidopsis thaliana e 

a análise das sequências sugerem que as enzimas que agem em carboidratos podem 

ser muito mais abundantes do que nas espécies não-vegetais (Henrissat et al. 2001). 

E atualmente, com estudos mais recentes e específicos, ainda é possível afirmar que 

as plantas têm consideravelmente mais genes codificando enzimas associadas ao 

metabolismo de carboidratos do que outros grupos taxonômicos (Davies et al. 2005; 

Geisler-Lee et al. 2006). Mesmo com este reservatório de glicosil hidrolases 

excepcionalmente grande e estruturalmente diverso, sabe-se relativamente pouco 

sobre sua enzimologia e muito menos sobre suas estruturas (Lopez-Casado et al. 

2008). 

As propriedades de cada polissacarídeo, suas proporções relativas e as inter-

relações entre eles são aspectos relevantes a compor a complexidade da parede 
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celular, o que resulta em um agregado de moléculas bastante resistente à 

desmontagem. A parede celular da cana-de-açúcar é um composto de microfibrilas 

de celulose que interagem entre si formando macrofibrilas, que ficam embebidas em 

uma matriz de pectinas e β-glucano (Buckeridge et al. 2015). Proporcionalmente, os 

valores aproximados de carboidratos estruturais em colmos e folhas da cana-de-

açúcar são: 30% de celulose, 50% de hemicelulose e 2-10% de pectinas (De Souza 

et al. 2013b). A arquitetura e as proporções de carboidratos caracterizam a parede 

celular da cana-de-açúcar como do tipo II, que contém arabinoxilano como a principal 

hemicelulose e possui valores relativamente baixos de pectina (Vogel 2008; Mohnen 

2008; De Souza et al. 2013b). Apesar da baixa proporção, as pectinas estão 

possivelmente ligadas à lignina em cana-de-açúcar e Miscanthus sinensis, tendo 

grande interferência na recalcitrância e dificultando o processo de hidrólise (De Souza 

et al. 2013b; De Souza et al. 2015).   

2.5 Substâncias pécticas 

As pectinas são macromoléculas glicosídicas encontradas principalmente na 

lamela média e junções celulares das plantas. A Sociedade Americana de Química 

(American Chemical Society) classificou as substâncias pécticas em: (a) Ácido 

péctico: que são substâncias pécticas compostas de ácido poligalacturônico coloidal, 

onde os grupos carboxila estão essencialmente livres de grupos metil éster e seus 

sais são pectatos neutros ou ácidos; (b) Ácido pectínico:  formado por um grupo de 

compostos contendo ácido poligalacturônico coloidal com poucos grupos metil éster e 

(c) Protopectina: é a forma nativa unida com outros constituintes das células vegetais 

(por exemplo o cálcio) e, em condições de hidrólise restrita, produzem ácidos 

pectínicos ou pectina. Possui  a maior parte dos seus grupos carboxílicos esterificados 

sendo a única substância péctica insolúvel em água (Sakai et al. 1993; Kashyap et al. 

2001). 

Um dos principais compostos da classe das pectinas é um polissacarídeo de 

alto peso molecular formado por ácido galacturônico unidos por ligações α-1,4 e pode 

ser classificado em diferentes domínios de acordo com a estrutura e grau de 

ramificação com outras moléculas. O homogalacturonano (HG) é a pectina mais 

abundante, consistindo em um polímero linear atingindo até 100 resíduos de 

comprimento. O HG, que pode ser metilado e/ou acetilado, contabiliza cerca de 65% 
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da pectina em alguns sistemas (Mohnen 2008; Babu and Bayer 2014). As demais 

pectinas são estruturalmente mais complexas e incluem os ramnogalacturonanos I e 

II (RG-I e II), produto da alternância de resíduos de ácido galacturônico e ramnose na 

cadeia principal, com ramificações por polímeros de cadeia relativamente curta que 

podem ser principalmente arabinanos e galactanos ou em ocorrências específicas, 

podem conter xilogalacturonanos (XGA) e apiogalacturonanos (AP). 

Pectinas com alto grau de metilação são chamadas pectinas HM (High-

methoxyl) e têm poder de geleificação na presença de açúcares e ácidos, enquanto 

que pectinas com baixo grau de metilação são chamadas LM (Low-methoxyl) e podem 

apresentar geleificação na ausência de açúcares e na presença de alguns íons 

metálicos, principalmente o cálcio. Esta geleificação ocorre pela formação de zonas 

de junção entre o homogalacturonano de diferentes cadeias, formando uma estrutura 

denominada “egg box” (caixas de ovos) (Sakai et al. 1993; Fernández-González et al. 

2004; Sharma et al. 2006). 

As enzimas com atividade de poligalacturonase hidrolisam as ligações 

glicosídicas de pectinas com baixo grau de metilação (LM). As enzimas pectina e 

pectatoliases rompem as ligações glicosídicas das pectinas HM e LM, 

respectivamente, por um mecanismo de β-eliminação (Kravtchenko et al. 1993). 

O grau de esterificação ou acetilação também varia de acordo com a origem da 

substância péctica, podendo influenciar diretamente na eficiência da hidrólise. Por 

exemplo, em maçãs encontram-se 71% de esterificação e 4% de acetilação, em 

beterraba a pectina pode estar até 55% esterificada e 20% acetilada, em batata o grau 

de esterificação chega a 31% e de acetilação até 14% (Voragen et al. 1986). 

2.6 Pectinases 

As pectinas compreendem uma classe de polímeros cuja síntese e degradação 

requer um complexo arranjo de enzimas.  A síntese desse polissacarídeo pode 

envolver 67 enzimas diferentes, incluindo várias glicosil transferases, 

metiltransferases e acetiltransferases. O alto nível de complexidade estrutural implica 

a necessidade de diferentes enzimas para degradar estes polissacarídeos (Jayani et 

al. 2005; Mohnen 2008). A hidrólise desse carboidrato é muito importante no processo 

de desmontagem da parede celular porque pode influenciar diretamente na 
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acessibilidade das enzimas durante o processo de hidrólise enzimática. Isso é 

verdade na medida que sua presença pode impedir o acesso à celulose e/ou 

hemicelulose, bloqueando o acesso das enzimas responsáveis pela degradação dos 

outros componentes da parede celular (Marcus et al. 2008). Isto porque as pectinas 

são os principais compostos determinantes da porosidade da parede celular 

(Buckeridge et al., 2015). 

De forma geral, as pectinases podem ser classificadas como ácidas ou 

alcalinas (Kashyap et al. 2001). As pectinases ácidas geralmente são produzidas por 

fungos, especificamente pela espécie Aspergillus niger, enquanto as alcalinas 

geralmente são produzidas por bactérias, geralmente do gênero Bacillus sp. Esta 

diferença resulta nas condições utilizadas nos processos industriais (Alimardani-

Theuil et al. 2011). Pectinases também podem ser classificadas pelo modo de ação, 

preferência pelo substrato e produto gerado após a reação enzimática. Dentre as 

principais, estão: 

• Pectina metil esterase (PE/PME) (EC 3.1.1.11) – Promovem a 

desesterificação dos grupos metoxila da pectina, produzindo metanol e convertendo 

pectina em pectato (polímero não esterificado). 

• Pectina acetil esterase (PAE) (EC 3.1.1.6) – Promovem a 

desesterificação dos grupos acetil da pectina, produzindo acetato e convertendo 

pectina em pectato (polímero não esterificado). 

• Endopoligalacturonase (EndoPG) (EC 3.2.1.15) – Catalisa a hidrólise do 

poligalacturonano desramificado, nas regiões internas, produzindo 

oligogalacturonanos. 

• Exopoligalacturonase (ExoPG) (EC 3.2.1.67) – Catalisa a hidrólise do 

poligalacturonano desramificado, a partir da extremidade não redutora, produzindo 

monogalacturonanos. 

• Exo-poli-α-galacturonosidase (EC 3.2.1.82) – Catalisa a hidrólise do 

poligalacturonano desramificado, a partir da extremidade não redutora, produzindo 

digalacturonanos. 

• Endopectatoliase (EndoPaL) (EC 4.2.2.2) – Atua no poligalacturonano 

desramificado por transeliminação nas regiões internas, produzindo 

oligogalacturonatos insaturados. Requer Ca2+. 
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• Exopectatoliase (ExoPaL) (EC 4.2.2.9) – Atua no poligalacturonano 

desramificado por transeliminação nas regiões terminais a partir da extremidade não 

redutora, produzindo digalacturonanos insaturados. Requer Ca2+. 

• Endopectinaliases (EndoPL) ou Pectinaliase (PL) (EC 4.2.2.10) – Atua 

na pectina por β-eliminação, entre dois resíduos de ácido galacturônico mais ou 

menos esterificados, sem absorção de água, produzindo oligogalacturonanos 

metilados insaturados. 

• Protopectinases (PPase) – Estas enzimas solubilizam protopectina, 

formando pectina solúvel altamente polimerizada. Com base nas suas aplicações, são 

principalmente de dois tipos: protopectinase tipo A (PPase-A), que reage com o sítio 

interno, isto é, a região do ácido poligalacturônico da protopectina e, protopectinase 

tipo B (PPase-B) que reage com o sítio externo, ou seja, com as cadeias de 

polissacarídeos que podem estar conectadas às cadeias de ácido poligalacturônico, 

constituintes das paredes celulares. Não são muito abundantes e possuem pouco 

interesse industrial na degradação da pectina. 

De modo geral, as hidrolases incorporam a molécula de água através de 

catálise ácida durante a quebra da ligação glicosídica entre duas unidades de 

sacarídeos. Por outro lado, as liases quebram a ligação glicosídica através de uma 

reação de β-eliminação que remove um próton, resultando em uma ligação insaturada 

entre o C4 e C5 da unidade sacarídica no final não-redutor. 

Existem atualmente 112 famílias de glicosil hidrolases descritas em um banco 

de dados chamado CAZypedia (http://www.cazypedia.org).  Nesse banco, a 

classificação das enzimas é baseada nas semelhanças na sequência de aminoácidos 

fundamentada pela relação direta entre a sequência e o dobramento.  

A família GH28 é composta de enzimas com atividade de poligalacturonase e 

estão amplamente distribuídas na natureza (Hadfield and Bennett 1998). São 

produzidas por diferentes organismos como bactérias, fungos filamentosos, plantas, 

leveduras, insetos, nematoides entre outros. Entretanto, apesar desta grande 

diversidade, a maioria dos trabalhos com estas enzimas representa enzimas 

produzidas por fungos e bactérias (Sticklen 2008). Em palha de milho, foi observado 

o sinergismo entre enzimas de plantas e fungos. Han & Chen (2011) verificaram que 

houve incremento no acúmulo de glicose (60%) e na produção de etanol (63%) 
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quando foram adicionadas GHs de plantas a uma mistura que só continha celulases 

produzidas Trichoderma reesei. 

Poligalacturonases catalisam a hidrólise das ligações glicosídicas α-(1,4) entre 

duas unidades de ácido galacturônico não esterificadas. Considerando a atividade de 

hidrólise destas enzimas, estas podem ser classificadas como endo-

poligalacturonases (endoPG; EC 3.2.1.15) ou exo-poligalacturonases (exoPG; EC 

3.2.1.67). Os prefixos Endo e Exo denominam se a clivagem se dá em ligações 

internas ou terminais, respectivamente, podendo ser encontradas no ambiente 

extracelular e no periplasma. Enzimas com atividade de endopoligalacturonases 

podem degradar formas altamente polimerizadas presentes na parede celular vegetal, 

enquanto as enzimas com atividade exopoligalacturonase podem ser mais eficientes 

na produção de pequenos oligogalacturonídeos que se acumulam no periplasma 

(Abbott and Boraston 2008). Além disso, devido às suas importantes características 

associadas à hidrólise da pectina, diminuindo a adesão celular e aumentando a 

porosidade da parede celular vegetal, podem ser aplicadas junto ao coquetel 

enzimático comercial para aumentar o rendimento da produção de etanol, 

representando um importante papel para bioenergia (Latarullo et al. 2016). 

O fungo Aspergillus niger é o mais explorado para produção de enzimas 

pectinolíticas. Esta espécie é capaz de produzir diversos tipos de pectinases 

(Pectinametilesterase, Poligalacturonase e Pectina Liase) (Jia and Wheals 2000). 

Foram descritos sete tipos de endopoligalacturonases produzidas por este fungo (Tipo 

I, II, A, B, C, D e E). Uma característica enzimática que pode diferenciá-las é o 

comportamento processivo nos tipos I, A, C e D. Enzimas processivas não liberam o 

substrato após a reação de hidrólise, continuando a atividade no próximo sítio 

(Pouderoyen et al. 2003). 

Portanto, a presença de pectinases em tecidos vegetais parece ser relevante 

para os primeiros passos da degradação da parede celular. O uso destas enzimas 

para bioenergia poderia favorecer não apenas os processos de etanol 2G, mas 

também os de 1G. Ao reduzir a rigidez da parede celular com estas enzimas, as 

células se tornariam mais susceptíveis ao rompimento, reduzindo significativamente a 

energia necessária para extrair a sacarose (Tavares 2015). 

Considerando que as funções biológicas das endopoligalacturonases das 

plantas são razoavelmente bem descritas, caracterizações similares sobre as EPGs 
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de fungos não envolvem os mesmos aspectos funcionais abordados nas plantas. No 

caso dos fungos, o papel biológico destas enzimas parecem ser ou de obtenção de 

substrato para o crescimento ou de ganho de acesso ao citoplasma das células 

vegetais. Assim como as EPGs de plantas, as de fungos não são bem caracterizadas 

em relação à suas atividades bioquímicas sobre uma grande variedade de substratos 

(Lopez-Casado et al. 2008). 

Desta forma, todos os esforços para a prospecção de enzimas têm um alto 

valor para a bioenergia, oferecendo novas alternativas para criar coquetéis 

enzimáticos e complementar os já existentes. As pesquisas em EPGs de plantas 

desempenham um papel importante sobre os seus papeis em diferentes processos 

fisiológicos, nos quais a parede celular é modificada e/ou hidrolisada. Ainda assim, os 

dados disponíveis na literatura ainda não permitem  preencher as lacunas sobre como 

as EPGs vegetais atuam sobre os carboidratos da matéria-prima de bioenergia 

(Latarullo et al. 2016). 

2.7 Emprego industrial de pectinases 

Graças ao aumento da demanda pela substituição dos processos químicos 

tradicionais e com o avanço da biotecnologia, enzimas começaram a ser amplamente 

utilizadas em indústrias. Enzimas com ação de pectinases, xilanases e celulases 

possuem grande valor econômico e ambiental (Pakarinen et al. 2012). Em 2010, o 

comércio e a aplicação de enzimas movimentaram cerca de US$ 3,6 bilhões no mundo 

todo (Dewan 2014). Somente para o mercado de alimentos e bebidas houve 

movimentação de US$ 1,2 bilhão em 2010 na produção de enzimas, sendo que as 

pectinases equivaliam a aproximadamente 10% da produção total (Mukesh Kumar et 

al. 2012).  

Pectinases foram as primeiras enzimas a serem utilizadas na indústria para a 

preparação de vinhos e sucos em meados de 1930, mas só a partir de 1960 iniciou-

se a utilização destas enzimas para outras aplicações industriais (Meneses 2007). 

Uma forma de reduzir os custos de produção de enzimas seria através da utilização 

das enzimas presentes nos resíduos agroindustriais gerados na produção de sucos, 

vinhos e alguns alimentos à base de vegetais como substratos indutores para a 

produção de pectinases. Dessa maneira, os custos de produção dessas enzimas 



29 
 

 

diminuem e, de certa forma, o processo pode se retroalimentar, aumentando a 

sustentabilidade econômica (Kaur et al. 2004). 

Atualmente, na indústria, melhorias no processo e redução de custos são 

extremamente importantes, e a pesquisa é dirigida para a descoberta de enzimas que 

sejam mais robustas com respeito aos parâmetros de funcionamento enzimático, 

como pH, temperatura e termoestabilidade (Ahlawat et al. 2008). Os principais 

organismos produtores de pectinases utilizadas industrialmente são bactérias, fungos 

e leveduras. Entre eles, os principais gêneros envolvidos são: Bacillus, Xanthomonas, 

Aspergillus, Alkaliflexus, Natronoflexus e Natranaerovirga (Mei et al. 2013). Dentre 

esses grupos, a pectinase de Bacillus halodurans expressa em E. coli apresentou 

características importantes como termoestabilidade em altas temperaturas, 

conferindo uma longa meia-vida e tornando-a potencialmente viável em processos 

industriais. 

2.7.1 Indústria têxtil 

Fibras de plantas como algodão, juta, fibra de coco, linho, cânhamo, rami e 

banana, são usadas como matéria-prima para a indústria têxtil. As enzimas 

pectinolíticas podem ser usadas na indústrias têxtil para degradar a camada de 

pectina que recobre as fibras de celulose, para a etapa de processamento (Esfandiari 

et al. 2007; Kalantzi et al. 2010; Garg et al. 2016). Estas pectinases, em conjunto com 

outras enzimas, removem os resíduos de pectina e cera do produto de forma mais 

segura, evitando o alto consumo de energia e os graves problemas de poluição 

associados à limpeza alcalina convencional com soda cáustica. Este bio-

processamento ocorre sem promover efeitos negativos na celulose, mantendo a 

qualidade do material para o posterior tingimento e processo de tecelagem com menor 

consumo de energia (Hoondal et al. 2002; Agrawal et al. 2007). 

2.7.2 Pectinases na extração de suco de frutas 

A principal aplicação de pectinases na indústria é na extração e clarificação de 

sucos de frutas. O uso de enzimas de maceração aumenta o rendimento da extração 

e melhora o processamento dos sucos. Essas enzimas são utilizadas após o corte da 

matéria-prima, para macerar a polpa até a liquefação parcial ou total da fruta, 

diminuindo o tempo de processamento e melhorando a extração dos componentes da 

fruta (Bhat 2000). Como exemplo, extratos fúngicos com diferentes tipos de 
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pectinases (PG - poligalacturonase, PL - pectinaliase e PE - pectinaesterase) foram 

empregados no processo de extração de suco de laranja (Figura 1-A) e maçã (Figura 

1-B). Pode-se observar um aumento do rendimento de extração de sucos em relação 

ao controle (tubos C) e clarificação deles, principalmente quando PG é utilizada. 

Observa-se também que no tubo controle (C) de maçã, visualiza-se somente uma 

pequena quantidade de tampão, o que comprova a eficiência do uso de pectinases no 

processo de extração de sucos de frutas. 

Figura 1 - Uso de extratos fúngicos com diferentes atividades de pectinases na extração de sucos de 
(A) laranja e (B) maçã 

 
Legenda: C = Controle; PE = Extrato contendo maior atividade de pectinesterase; PL = Extrato 

contendo maior atividade de pectinaliase e PG = extrato contendo maior atividade de 
poligalacturonase. Fonte: (Santi et al. 1999). 

 

2.7.3 Extração de óleos essenciais e vegetais 

Óleos vegetais como o de oliva, girassol, coco, palma ou canola e óleos cítricos 

como o de limão são geralmente obtidos pela extração com solventes orgânicos como 

hexano, que é um potencial carcinogênico. Atualmente, o uso de coquetéis 

enzimáticos contendo celulases, hemicelulases e pectinases resulta em uma máxima 

extração do óleo pois atuam nas propriedades emulsificantes da pectina que 

interferem na coleta do óleo da casca aumentando não só o rendimento como o a 

qualidade do produto pelo aumento do conteúdo polifenólico e vitamina E (Kashyap 

et al. 2001; Hoondal et al. 2002; Iconomou et al. 2010).  

Desta forma, a aplicação de pectinases no processo de extração de óleos, 

hidrolisa os complexos de pectina-proteína, liberando mais óleo, aumentando o 

rendimento final, diminuindo o tempo de processamento e melhorando a qualidade do 

produto final (Kashyap et al. 2001; Jayani et al. 2005). 

A B 



31 
 

 

2.7.4 Processamento de bebidas alcoólicas 

Na indústria de vinhos, as pectinases estão relacionadas com a elaboração e 

obtenção de vinhos finos e de maior qualidade. Essas enzimas são adicionadas 

durante o processo de esmagamento das uvas ou no mosto de vinho, maximizando o 

rendimento do processo de extração, além de ser um facilitador no processo de 

filtração, contribuindo para a redução do tempo de clarificação e intensificando o sabor 

e a cor (Chaudhri and Suneetha 2012). Quando essas enzimas são adicionadas 

durante a maceração das uvas tintas, o procedimento resulta no melhoramento de 

características visuais, como cor e turbidez, melhor estabilidade e redução do tempo 

de filtração quando comparadas com vinhos não tratados enzimaticamente (Revilla 

and Gonzalez-San Jose 2003; Jayani et al. 2005). 

2.7.5 Processamento de chá e café 

Na indústria do café, a fermentação está relacionada à reação microbiana de 

leveduras e bactérias que destroem os açúcares da mucilagem, a camada externa. 

Enzimas pectinolíticas podem ser utilizadas na fermentação do café para remover o 

revestimento mucilaginoso. Este é principalmente constituído de três quartos de 

substâncias pécticas, que a ele conferem uma textura gelatinosa e viscosa. A 

degradação dessas substâncias por pectinases contribui para a qualidade do grão de 

café (Murthy and Naidu 2011). 

A levedura Pichia kluyveri produz uma poligalacturonase que apresenta uma 

melhor atividade nas mesmas condições de fermentação do café e pode ser utilizada 

nas etapas iniciais do processo, promovendo a degradação da mucilagem. Além 

disso, esta levedura possui a capacidade de inibir o crescimento do fungo Aspergillus 

ochraceus e consequentemente a produção da micotoxina Ocratoxina A (OTA) 

(Masoud and Jespersen 2006). 

A aplicação de enzimas que atuam na hidrólise das paredes celulares das 

folhas de chá resulta na completa maceração das células e, consequentemente, um 

aumento nos compostos fenólicos do chá que pode melhorar sua qualidade e valor 

terapêutico (Thakur and Gupta 2012). No processamento, o tratamento com 

pectinases acelera a oxidação e destrói a espuma formada nos pós de chás 

instantâneos. A mudança na cor do chá durante a oxidação também resulta no 

desenvolvimento do aroma (Carr 1985; Barage et al. 2013). 
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2.7.6 Alimentação animal 

A alimentação de ruminantes pode ser suplementada por coquetéis 

enzimáticos que contém xilanases, pectinases e celulases. O papel das pectinases 

em um coquetel enzimático é reduzir a viscosidade do alimento e aumentar a absorção 

dos nutrientes pela hidrólise de fibras não biodegradáveis ou por liberar nutrientes 

presos nestas fibras (Hoondal et al. 2002; Barage et al. 2013). 

2.7.7 Sacarificação de produtos agrícolas 

Diferentes enzimas como pectinases, hemicelulases e celulases são 

usualmente utilizadas para converter os polissacarídeos presentes na parede celular 

da planta em monossacarídeos. Atualmente, pectinases são utilizadas em 

biorefinarias por hidrolisar a pectina presente em resíduos agroindustriais ricos em 

nesse carboidrato, como os resíduos cítricos, aumentando a extração de açúcares e 

consequentemente aumentando o rendimento da produção (Biz et al. 2014). Além 

disso, a partir da hidrólise da pectina são recuperados diferentes monossacarídeos, 

dentre eles a galactose e a xilose. Por meio da utilização de microrganismos capazes 

de fermentá-los, esses açúcares podem ser empregados na produção de etanol, ácido 

acético e ácido láctico (Mohnen 2008; Zanella 2013; Seyfried et al. 2016).  

Devido ao papel das pectinas na porosidade da parede celular e na adesão 

celular, a utilização de pectinases pode promover uma maior liberação de açúcares 

fermentáveis, por meio da redução da recalcitrância, com consequente aumento na 

produção de etanol de primeira e segunda geração (Latarullo et al. 2016). Estudos 

envolvendo o uso de pectinases na planta lentilha d’água (Landoltia punctata) 

demonstrou a eficiência da extração de açúcares após o tratamento enzimático com 

pectinases, apresentando um aumento de 142% de glicose quando comparado com 

o não tratado (Chen et al. 2012). 

2.8 Produção de pectinases heterólogas 

Conforme mencionado, preparações comerciais de pectinases são 

normalmente de origem fúngica, geralmente dos gêneros Aspergillus e Penicillium, 

mas também podem ser dos gêneros Fusarium, Sclerotinia, Monilia, Coniothyrium e 

Rhizopus (Geocze 1994; Castilho et al. 2000). Apesar das propriedades destes fungos 

como bons produtores de pectinases, nem todos podem ser amplamente empregados 
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no contexto da biotecnologia, pois alguns deles são produtores de diferentes 

micotoxinas (Dalbøge 1997). 

Xiao et al. (2008) caracterizaram cinco pectatoliases (PL) e duas 

poligalacturonases (PG) de Xanthomonas campestris e Streptomyces coelicolor, 

expressas em E. coli. Das sete sequências selecionadas, somente uma não 

apresentou atividade enzimática. Entretanto, uma das poligalacturonases heterólogas 

apresentou uma eficiência catalítica 40-140 vezes menor do que outras 

poligalacturonases caracterizadas, sugerindo que a expressão heteróloga pode não 

refletir o mesmo comportamento da enzima nativa. 

2.9 Sistema de expressão heteróloga 

A produção de proteínas recombinantes purificadas e caracterizadas tornou-se 

uma tarefa fundamental para a indústria (Schmidt 2004). Em termos de eficiência, os 

sistemas de expressão oferecem diferentes características para a produção de 

proteínas recombinantes. Sistemas bacterianos ainda são os mais atrativos graças ao 

baixo custo, alta produtividade, rápida produção e extensa informação na literatura. 

Dentre os organismos mais estudados, Escherichia coli é de longe o mais explorado 

para expressão de proteínas heterólogas seguido de Bacilos gram-positivos (Terpe 

2006). 

Além de bactérias, leveduras também são amplamente utilizadas pois oferecem 

as mesmas vantagens dos sistemas procariotos (a velocidade de crescimento, fácil 

manipulação genética, baixo custo, alta produtividade) e também oferece algumas 

vantagens dos sistemas eucarióticos. Dentre as vantagens está o potencial de realizar 

muitas modificações pós-transcricionais tipicamente associadas com eucariotos 

superiores, como o processamento de sequências sinal, dobramentos, formação de 

pontes dissulfeto, adição de certos tipos de lipídios e sistemas de secreção. Os 

gêneros mais utilizados são: Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Hansenula e 

Yarrowia. As principais desvantagens deste sistema são as hiper-glicosilações que 

podem ocorrer e o modo de respiração fermentativa, que resulta em um crescimento 

mais lento e, consequentemente, menor rendimento (Juturu and Wu 2018). 

A levedura Pichia pastoris é metilotrófica (pode usar metanol como fonte de 

carbono) e passou a ser muito utilizada em biotecnologia especialmente para 
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produção de proteínas recombinantes na produção de biofármacos e enzimas 

industriais. Esta levedura foi introduzida há mais de 40 anos pela empresa “Phillips 

Petroleum” para produção comercial de proteínas para alimentação industrial baseado 

no processo de fermentação utilizando metanol como fonte de carbono. Entretanto, a 

crise do petróleo em 1973 resultou no aumento drástico do preço do metanol e tornou 

esta produção inviável (Ahmad et al. 2014). 

A principal vantagem de utilizar a levedura P. pastoris se deve ao fato de que 

esta levedura secreta baixos níveis de proteínas endógenas. Logo, as proteínas 

recombinantes secretadas constituem a vasta maioria do total de proteína no meio. 

Sendo assim, o direcionamento da proteína recombinante para o meio extracelular 

pode servir como uma vantagem para o processo de purificação. Para que o 

direcionamento das proteínas recombinantes ocorra, a sequência codificadora das 

proteínas é geralmente fundida com o peptídeo-sinal do fator de secreção alfa (α-MF) 

de S. cerevisiae (Lin-Cereghino et al. 2013).  

Além disso, esta levedura é capaz de crescer em uma ampla faixa de 

temperatura (15 a 30˚C) e possui relativa tolerância a variação de pH (3.0 a 7.0) 

(Macauley-Patrick et al. 2005). As condições de crescimento de P. pastoris são ideais 

para produção em larga escala porque os componentes do meio são baratos e 

definidos, consistindo de fontes puras de carbono, biotina, sais e água. O baixo pH do 

meio e a presença do metanol dificultam a contaminação por outros microrganismos 

(Cereghino and Cregg 2000). 

Outro aspecto positivo é que o nível de transcrição, que responde ao promotor 

do gene AOX1, pode ser 3-5 vezes maior em células crescendo em metanol. Este 

promotor fortemente induzido é comumente utilizado para expressão de proteínas 

recombinantes. As principais vantagens de utilizá-lo são: 1) A expressão de proteínas 

heterólogas reguladas por este promotor sofre forte influência de mecanismos de 

repressão e desrepressão; 2) É possível alcançar altos níveis de produção da proteína 

heteróloga; 3) repressão do gene AOX1 pela maioria das fontes de carbono, exceto o 

metanol, garantindo um alto crescimento celular antes da indução; e 4) a indução 

ocorre facilmente pela simples adição de metanol. Por outro lado, as principais 

desvantagens são: 1) a dificuldade em monitorar a concentração de metanol durante 

a fermentação; 2) metanol é altamente inflamável e tóxico, o que dificultaria a 

produção em grande escala; e 3) o uso de duas fontes de carbono gera a dificuldade 
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de mudar a cultura da fase de crescimento (com glicerol) para o outro meio de cultura 

de indução (com metanol) (Juturu and Wu 2018). 

A enzima álcool oxidase (AOX), codificada pelos genes AOX1 e 2, é 

responsável pela metabolização do metanol, sendo maior a contribuição de AOX1 

nessa atividade (Ellis et al. 1985). As primeiras reações do metabolismo de metanol 

para obtenção de energia ocorrem no peroxissomo e depois continuam no citoplasma. 

Esta enzima oxida o metanol a formaldeído, e posteriormente a peróxido de 

hidrogênio, que então é degradado a oxigênio e água. Uma parte do formaldeído deixa 

o peroxissomo e vai para o citoplasma, onde é oxidado a formato e carbono 

(Cereghino and Cregg 2000). 

A levedura Pichia pastoris pode apresentar diferentes fenótipos associados ao 

metabolismo de metanol. Linhagens que apresentam o gene AOX1 intacto 

(responsável por até 85% da utilização do metanol) tem fenótipo Mut+ (methanol 

utilization plus) e apresentam taxa de crescimento no metanol igual à linhagem 

selvagem. A linhagem com o gene AOX1 interrompido ou deletado utiliza somente o 

gene AOX2 (que possui menor contribuição sobre a metabolização do metanol) 

apresenta o fenótipo MutS (methanol utilization slow) e tem o crescimento mais lento 

com metanol como fonte de carbono. A linhagem com os genes AOX1 e AOX2 

interrompidos ou deletados apresenta o fenótipo Mut- sendo incapaz de crescer em 

meio com metanol como fonte única de carbono (Cereghino and Cregg 2000; Inan and 

Meagher 2001).  

Com base nas informações descritas acima, é plausível pensar que a levedura 

Pichia pastoris pode representar um meio otimizado de produção de enzimas de 

interesse biotecnológico, haja vista a capacidade de produzir e secretar grandes 

quantidades de proteína heteróloga, dispensando, a princípio, a necessidade de 

purificação. 

2.10 Modificações endógenas nas paredes celulares pelas plantas: o exemplo do 

aerênquima  

A busca de enzimas para aplicações industriais tem sido feita em sua maioria 

em microrganismos. Fungos e bactérias, por exemplo, produzem um grande número 

de hidrolases que utilizam para decompor a biomassa vegetal. Para dar conta da 
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degradação da biomassa existente naturalmente, há grande variedade de 

microrganismos, cada um com sua especificidade.  Há também um grande número de 

espécies que atacam células vegetais como patógenos e nestes casos, para ter 

acesso aos tecidos vegetais, têm que produzir hidrolases. Além da relativa 

simplicidade dos microrganismos, o que permite dominar seu crescimento e cultura, 

recentemente tem sido e mais rápido e eficiente o sequenciamento de seus genomas 

e obter sequencias completas de genes de hidrolases que podem ser expressas 

heterólogamente.   

Nas plantas, há uma série de mecanismos endógenos em que paredes 

celulares são completamente degradadas (Buckeridge 2010) ou modificadas (Leite et 

al. 2017). Grandis et al. (2014) e posteriormente Tavares et al. (2015) revisaram a 

literatura para fenômenos em que paredes celulares vegetais são 

degradadas/modificadas. Tais fenômenos ocorrem durante a mobilização de reservas, 

amadurecimento de frutos, abscisão foliar, entre outros.  

No caso da cana de açúcar, uma investigação do processo de senescência 

foliar demonstrou que as paredes celulares das folhas não sofrem alterações 

significativas (Martins et al. 2016). 

Por outro lado, havia anteriormente a menção, por Grandis (2014) de que a 

formação do aerênquima nas raízes de cana-de-açúcar se mostrava como um 

mecanismo promissor para a busca de um processo na própria planta que fosse capaz 

de modificar a parede celular usando enzimas.  

De fato, uma das situações em que a planta pode produzir pectinases é durante 

a formação do aerênquima. O aerênquima ocorre em várias espécies de plantas e é 

um tecido que possui grandes espaços de ar, utilizado principalmente para o 

transporte de gases (Evans 2004). O aerênquima pode ser formado de dois diferentes 

modos, um deles é o processo esquizógeno onde ocorre pela separação celular, e o 

outro é o lisígeno, que evolve o processo de morte celular programada. A cana-de-

açúcar apresenta a formação de aerênquima lisígeno de forma constitutiva, ou seja, 

forma o aerênquima nas raízes independente de fatores externos. Entretanto a 

formação do aerênquima também pode ser influenciada por estresses ambientais 

como alagamento e estresse nutricional (Tavares et al. submetido).  
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Estudos realizados por Leite et al. (2017) em cana-de-açúcar mostraram a 

formação do aerênquima constitutivo em 40% do córtex radicular mesmo sem nenhum 

fator ambiental associado. Durante a formação do aerênquima foi observado 

decréscimo nos níveis de homogalacturonano, concomitante com o aumento dos 

níveis de transcrito que codifica para uma EPG. Um gene denominado scEPG1 teve 

seus alelos completamente sequenciados, sugerindo um potencial para aplicações 

relacionadas à bioenergia na cana-de-açúcar (Tavares et al., submetido).  

A prevalência do poligalacturonano na lamela média (verificada em cana-de-

açúcar por Leite et al., 2017) na região da lamela média (região onde duas células 

adjacentes estão em contato) sugere que este constitua um ponto chave para a 

adesão celular, podendo seu decréscimo levar à redução da adesão, expondo mais 

as células para que outras enzimas atuem na degradação dos diferentes carboidratos  

de parede (Atkinson et al. 2002).  

De fato, a superexpressão de uma poligalacturonase em maçãs transgênicas 

resultou em fenótipo de folhas acinzentadas e queda prematura das folhas causadas 

pela redução da adesão celular nas zonas de abscisão (Atkinson et al. 2002). Nesse 

sentido, a caracterização da enzima codificada por scEPG1 de cana-de-açúcar, 

possível responsável pelo efeito de redução de adesão celular e afrouxamento do 

tecido quando produzida em sistema nativo (Leite et al., 2017), poderia ter um bom 

potencial para aplicações em bioenergia e também para outras aplicações industriais. 
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3. JUSTIFICATIVA 

A produção comercial de etanol requer uma solução integrada que combine 

cultivos apropriados, técnicas de modificação de biomassa e engenharia de 

processos. A aplicação de avanços recentes na engenharia genética de plantas, 

química de carboidratos e melhor conhecimento da estrutura da parede celular da 

planta focado na reengenharia das paredes celulares pode ajudar na redução dos 

custos de sacarificação e conversão da biomassa, aumentando significativamente o 

rendimento da produção de biocombustível. Considerando a relevância de pectinases 

para a bioenergia juntamente com o efeito sobre o afrouxamento do tecido operado 

pela endopoligalacturonase 1 de cana-de-açúcar, o gene scEPG1 desta planta foi 

clonado e expresso em Pichia pastoris, com posterior caracterização do produto 

heterólogo.   
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4. OBJETIVOS 

 Obter o plasmídeo contendo o vetor pPICZαA + gene scEPG1  

 Integrar a construção do plasmídeo no genoma de Pichia pastoris X33  

 Produzir a scEPG1 extracelular ativa. 

 Otimizar o protocolo de expressão da enzima alterando fatores como 

temperatura, rotação e concentração final de metanol 

 Determinar os parâmetros enzimáticos da scEPG1 sobre temperatura, 

termoestabilidade, pH e efeito de interferentes. 

 Adicionar a scEPG1 ao coquetel enzimático comercial e avaliar se há 

aumento na sacarificação da biomassa de cana-de-açúcar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Material Biológico 

5.1.1 Linhagens utilizadas para clonagem 

A partir da variedade de cana-de-açúcar SP80-3280 (Saccharum spp), foi 

obtida a sequência da EPG (ScEPG1-SHCRBa_028_C15) presente no BAC 

SHCRBa_028_C15 e descrita na tese de doutorado da Dra. Eveline Tavares (Tavares 

2015). Esta sequência foi utilizada como molde para o desenho do gene sintético da 

scEPG1 que foi recebido como inserto no vetor pUC57. 

5.1.2 Sistema de clonagem e linhagem hospedeira 

As linhagens escolhidas para a expressão da enzima heteróloga foram a 

levedura Pichia pastoris X33 (Wild-Type) para produção da enzima e a bactéria 

Escherichia coli DH10B foi utilizada como célula hospedeira da construção vetor + 

inserto. Estas linhagens foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Richard Ward do 

IQ/USP Ribeirão Preto. 

5.1.3 Vetor de expressão 

O vetor escolhido para a clonagem em ambos hospedeiros é o plasmídeo 

pPICZαA (Invitrogen). Esse plasmídeo de 3,6 kb possui como marcador de seleção o 

gene “Sh ble” que confere resistência ao antibiótico ZeocinaTM (Invitrogen) em E. coli 

e Pichia pastoris. O promotor do gene AOX1 (álcool oxidase 1) é fortemente induzido 

durante o crescimento das células em metanol. Além disso, o vetor possui a sequência 

do fator-α de Saccharomyces cerevisiae, que codifica para o peptídeo sinal para 

direcionamento da proteína recombinante para o meio extracelular. Por fim no vetor 

também está presente uma cauda de histidina na região C-terminal para purificação 

da proteína recombinante. O mapa do vetor com as indicações das regiões principais 

pode ser encontrado na Figura 2. 
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Figura 2 - Mapa do vetor pPICZαA 

 
Legenda: Este vetor possui a origem de replicação em E. coli (ori), o fragmento contendo o promotor 
AOX1, o fator de término de transcrição AOX1, sinal de secreção do fator alfa de acasalamento de S. 
cerevisiae, marca de resistência ao antibiótico zeocina (BleoR) com o comando dos promotores TEF1 
(para a expressão em levedura) e EM7 (para a expressão em bactéria), região de sítios múltiplos de 
clonagem (MCS), o fator de término de transcrição de S. cerevisiae (CYC1), a cauda de epítopo myc e 
a cauda com resíduos de histidina para purificação (6xHis). Fonte: Invitrogen. 

5.2 Amplificação da região codificante (CDS) da scEPG1 de Saccharum sp. para 

clonagem 

5.2.1 Obtenção do DNA sintético 

O gene da scEPG1 de cana-de-açúcar foi sintetizado comercialmente pela 

empresa “FastBio” clonados no vetor pUC57. Esse material foi ressuspendido em 

água MilliQ estéril, sua concentração foi avaliada por espectrofotômetro Nanodrop 

ND-1000 (ThermoScientific) e seu tamanho confirmado por eletroforese em gel de 

agarose e armazenado a -20ºC. 
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5.2.2 Preparação de bactérias E. coli DH10B eletrocompetentes 

Uma colônia isolada da bactéria E. coli DH10B foi inoculada por 16 h, a 37°C 

sob agitação de 200 rpm, em meio LB líquido. Posteriormente, o pré-inóculo foi diluído 

1:100 em meio SOB (triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,05%, KCl 250 mM, 

MgCl2 1M) e mantido a 200 rpm e a 37°C até atingir a densidade óptica (OD600) de 

aproximadamente 0,5-0,6. A cultura foi centrifugada a 5000 x g, por 10 min a 4°C e as 

células foram lavadas duas vezes com igual volume de Glicerol 10% gelado. A cultura 

foi centrifugada novamente e o precipitado ressuspendido em glicerol 10% gelado. 

Alíquotas de 50 µL foram separadas e imediatamente armazenadas a -80 °C para 

serem usadas nas transformações por eletroporação. 

5.2.3 Transformação em E. coli DH10B eletrocompetente 

A fim de armazenar e obter o DNA plasmidial, a construção vetor pUC57 + 

inserto da scEPG1 de cana foi inserida na bactéria E. coli DH10B através de 

transformação por eletroporação. Para tal, foi utilizado o aparelho “Gene Pulser” 

(Biorad). Foram preparados 50μL de E. coli DH10B eletrocompetente e 1μL de DNA 

(sistema de ligação), que foram transferidos para uma cubeta de eletroporação de 0,2 

cm (Bio-Rad) previamente resfriada em gelo. As configurações utilizadas foram: 2,5 

KV, 25 μF e 200 Ω. Imediatamente após o pulso elétrico foi adicionado às células 

adicionado 1 mL de meio SOC contendo: 20 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de 

levedura, 0,5 g/L de cloreto de sódio, 2,5 mM de cloreto de potássio, 10mM de cloreto 

de magnésio e 20mM de glicose (pH 7,0) . Esta suspensão foi transferida para um 

tubo Falcon de 15 mL estéril, sendo repetido três vezes até completar 3 mL de meio 

de cultura. O material foi incubado a 37 ˚C, sob agitação de 200 rpm por 1 hora. Em 

seguida, 100 µL foram transferidos para uma placa contendo meio LB ágar acrescido 

de ampicilina (100 μg/mL) e X-gal (200 μg/mL) e incubadas a 37 ˚C de 14 a 16 horas. 

No dia seguinte, colônias brancas foram selecionadas para cultivo em meio LB líquido 

com Ampicilina, e posteriormente foram submetidas à extração plasmidial com o kit 

Plasmid Miniprep (Qiagen) enquanto algumas alíquotas foram estocadas em Glicerol 

20% a -80 ˚C. 
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5.2.4 Digestão da construção pUC57 + inserto da scEPG1 

A fim de confirmar o tamanho e a qualidade do material recebido, após a 

extração de DNA plasmidial, este material foi submetido à digestão pela enzima de 

restrição EcoRI (NEB). Esta digestão deve gerar dois fragmentos de 

aproximadamente 400 e 1100 pares de bases. 

5.2.5 Amplificação dos genes da ScEPG1 

A partir do molde da scEPG1, foram desenhados pares de oligonucleotídeos 

com sítios de restrição flanqueando o gene alvo para a clonagem e primers específicos 

para sequenciamento dos fragmentos (Tabela 1). O conjunto de primers Cana-

F_KpnI_C1 e Cana-R_XbaI_C2 foi desenhado para este trabalho e utilizado para 

amplificação do inserto para utilização nas etapas de clonagem, enquanto os primers 

A1-AOX-F, A2-alpha-F e A7-AOX-R que flanqueiam a região AOX e fator alfa do vetor 

foram desenhados pela empresa “Invitrogen”, além destes, foram desenhados os 

primers A3-cana_inicio-R, A4-cana_interno-F, A5-cana_interno-R e A6-cana_final-F 

para amplificação e sequenciamento das regiões internas do inserto da scEPG1. Os 

primers utilizados para a clonagem foram desenhados a partir da sequência da região 

do sítio múltiplo de clonagem da construção: vetor pPICzαA + scEPG1.  

Tabela 1 - Sequências dos iniciadores e enzimas de restrição utilizados para amplificação dos genes 
codificadores da scEPG1 de cana-de-açúcar para clonagem e sequenciamento 

Primer Sequência 5’  3’ pb Tm 
ToC do 

Hairpin 

Cana-F_KpnI_C1 
(clonagem) 

ATTAATGGTACCGGCGCGTCGTCCGGG 27pb 69,5oC 46,9oC (ΔG =  -3,91) 

Cana-R_XbaI_C2 
(clonagem) 

ACGGCTTCTAGACCGTAGCTACACTTTGGCAG 32pb 65,1oC 40,0oC (ΔG =  -2,3) 

A1-AOX-F 
(sequenciamento)* 

GACTGGTTCCAATTGACAAGC 21pb   

A2-alpha-F 
(sequenciamento)* 

TACTATTGCCAGCATTGCTGC 21pb   

A3-cana_inicio-R 
(sequenciamento) 

GATCTTGACATGCGAGGAAGA 21pb 54,5oC 23,7oC (ΔG =  -0,11) 

A4-cana_interno-F 
(sequenciamento) 

AAGCACGTGGCGAAGGTCAGG 21pb 62,5oC 34,8oC (ΔG =  -0,61) 

A5-cana_interno-R 
(sequenciamento) 

CTCCATCCTGCCGGCCATGGT 21pb 64,6oC 33,6oC (ΔG =  -0,91) 

A6-cana_final-F 
(sequenciamento) 

TGGGTGTTCTGGATGACCGGCAAC 24pb 65,2oC 31,8oC (ΔG =  -0,56) 

A7-AOX-R 
(sequenciamento)* 

GCAAATGGCATTCTGACATCC 21pb   

Legenda: em vermelho: adaptadores; em verde: região do sítio para enzima de restrição; em roxo: 
bases extras adicionadas para manter a fase de leitura. *Primers comerciais – Invitrogen. 

 



44 
 

 

Para a amplificação da scEPG1, o material genético foi submetido a uma 

reação de PCR. As reações foram preparadas com a utilização da enzima Phusion® 

High-Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher) nas seguintes concentrações finais: 1X 

Phusion High Fidelity Buffer, 200 µM dNTP`s, 0,5 µM Primers F e R, 3% DMSO e 1U 

Phusion Taq Polimerase. As reações de amplificação foram realizadas em 

termociclador nas seguintes condições: desnaturação inicial a 98 °C por 30 segundos, 

seguido de 25 ciclos repetidos com temperaturas de 98 °C por 10 segundos 

(desnaturação), 72 ˚C por 30 segundos (anelamento) e 72 °C por 30 segundos 

(extensão), finalizando a reação com uma etapa de extensão adicional a 72 °C por 

dez minutos. Nestas condições espera-se observar em gel de agarose fragmentos de 

1311 pb. 

5.2.6 Purificação dos produtos de PCR 

Os produtos de PCR foram purificados com “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit” 

(ThermoFisher), seguindo instruções do fabricante e armazenados a -20 ˚C. 

5.3 Análise in silico das sequências da scEPG1 nativa e heteróloga 

As análises teóricas realizadas neste trabalho utilizaram diferentes softwares. 

Para comparação do número de aminoácidos, peso molecular teórico e ponto 

isoelétrico, foi utilizada a ferramenta “ProtParam” (https://web.expasy.org/protparam). 

Para análises de similaridade com proteínas homólogas depositadas em 

bancos de dados, foi utilizada a ferramenta “BLAST - Basic Local Alignment Search 

Tool” (NCBI). 

A identificação de regiões de domínios conservados foi realizada utilizando a 

base de dados de domínios conservados “CDD” (Conserved Domain Database) 

(Marchler-Bauer et al. 2017).  

Para predição de possíveis glicosilações, foram utilizados os servidores 

“NetOGlyc 4.0” (Steentoft et al. 2013) que indica as regiões de possíveis glicosilações 

O-linked; e o servidor “NetNGlyc 1.0” (Gupta and Brunak 2001) que indica as regiões 

de possíveis glicosilações N-linked. 

Para a construção dos modelos teóricos por homologia, foi utilizado o servidor 

SWISS-MODEL (Benkert et al. 2011; Waterhouse et al. 2018). A sequência de 



45 
 

 

aminoácidos é inserida na página do servidor que retorna o resultado final da análise 

que consiste no alinhamento múltiplo de sequências proteicas comparando com o 

banco de dados “Protein Data Bank” (PDB). Com base nas informações obtidas é 

predita a estrutura tridimensional da proteína de interesse, de forma comparativa e 

virtual. 

5.4 Clonagem em E. coli DH10B 

5.4.1 Construção vetor pPICZαA + amplicon ScEPG1 

O vetor pPICZαA (ThermoFisher) foi digerido com as enzimas de restrição XbaI 

e KpnI deixando-o na sua forma linear com as extremidades compatíveis com o 

produto de PCR gerado nas etapas anteriores, que também foram submetidos à 

digestão com as mesmas enzimas nas seguintes condições em 50 μL de volume total 

de reação: Para enzima XbaI, DNA (Vetor ou Inserto): 4 μg, Buffer CutSmart (5 μL), 

Enzima XbaI (2 μL); Para enzima KpnI, DNA (Vetor ou Inserto): 4 μg, Buffer NEB 1.1 

(5 μL), Enzima KpnI (2 μL). Ambos foram incubados a 37 ˚C por 3 horas. 

Após a clivagem, tanto o vetor, quanto o produto de PCR foram purificados com 

“PureLink™ Genomic DNA Mini Kit” (ThermoFisher), seguindo instruções do 

fabricante e armazenados a -20 ˚C. 

Para reação de ligação na proporção 3:1 (Vetor:Inserto), realizou-se a reação 

nas seguintes condições: Vetor (100 ng/μL), Inserto (100 ng/μL), Tampão T4 10X, 

Enzima T4 ligase (1μL) incubado a 16 ˚C por 16 horas. A enzima foi inativada após 

incubação a 65 ˚C por 10 minutos. 

5.4.2 Transformação de E. coli DH10B por eletroporação 

O sistema de ligação contendo o vetor pPICZαA e o produto de PCR obtido 

anteriormente foi usado para transformação de E. coli DH10B eletrocompetente. Para 

tal, foi utilizado o aparelho “Gene Pulser” (Biorad). Foram preparados 50μL de E. coli 

DH10B eletrocompetente e 3μL de DNA do sistema de ligação (Item 5.4.1), que foram 

transferidos para uma cubeta de eletroporação previamente resfriada. As 

configurações utilizadas foram: 2,5 KV, 25 μF e 200 Ω. As células foram submetidas 

a um pulso elétrico e imediatamente após foi adicionado 1 mL de meio SOC no interior 

da cubeta e homogeneizado com as células. Esta suspensão foi transferida para um 
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tubo Falcon de 15 mL estéril, sendo repetido três vezes até completar 3 mL de meio 

de cultura. O material foi incubado a 37 ˚C, sob agitação de 200 rpm por 1 hora. Em 

seguida, 100 µL foram transferidos para uma placa contendo meio LB ágar Low Salt 

pH 7,5 acrescido de Zeocina (Triptona 10%; NaCl 5%; Extrato de levedura 5%; 

Zeocina 25mg/ml) e incubadas a 37 ˚C por 24 horas. Dez colônias foram selecionadas 

e posteriormente estocadas em Glicerol 20% a -80 ˚C. 

5.5 Clonagem em Pichia pastoris X33 

Foi realizada a extração de DNA plasmidial utilizando o kit MaxiPrep (Qiagen) 

seguindo as instruções do fabricante. Dez microgramas do material genético foram 

linearizados com a enzima de restrição PmeI (New England Biolabs) por incubação a 

37 ˚C por 2 horas e interrompida por aquecimento a 65 ˚C por 20 minutos e 

posteriormente purificado com o kit “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit” 

(ThermoFisher) e estocado em freezer -20 ˚C. 

5.5.1 Transformação de Pichia pastoris X33 

Inicialmente as células de P. pastoris X33 foram preparadas para a 

transformação química. Para isso, as células foram crescidas em 5 mL de meio YPD 

líquido a 30 ˚C e agitação de 200 rpm por 16 horas para a obtenção do pré-inóculo. 

Este pré-inóculo foi diluído até a OD600 na faixa de 0,1 - 0,2, seguidas de incubação a 

30 ˚C sob agitação de 250 rpm até a OD600 atingir a faixa de 0,6 - 1,0. A partir desta 

cultura, as células foram submetidas à competência utilizando o kit “Pichia 

EasyComp™ Transformation Kit” (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. 

As células competentes foram armazenadas em freezer -80 ˚C. 

O procedimento de transformação foi realizado utilizando-se 50 µL das células 

previamente tornadas competentes e adicionado 3,5 µg de DNA linearizado 

previamente purificado. A transformação foi realizada utilizando as soluções do kit 

“Pichia EasyComp™ Transformation Kit” (Invitrogen) seguindo as instruções do 

fabricante. Foram plaqueados 150 µL de cultura em meio YPDS (YPD+Sorbitol) sólido 

com 100 μg/ml de Zeocina. A inclusão de sorbitol nas placas de YPD estabiliza as 

células recém transformadas pois são sensíveis a alterações osmóticas. As placas 

foram mantidas em estufa a 30 ºC por 2-3 dias. Após o crescimento das colônias, 

foram armazenadas em glicerol 20% a -80 ºC. 
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5.5.2 Análise da expressão de proteína em Pichia pastoris 

Tendo confirmado, por PCR, que as colônias recombinantes contêm o inserto, 

é necessário determinar as condições e métodos ótimos para a expressão do gene 

clonado. Seguindo o protocolo “Expression of recombinant Pichia strains” (Invitrogen), 

os estoques obtidos na etapa anterior foram cultivados em meio BMGY (Meio 

Tamponado Complexo com Glicerol) (Tabela 2) até atingir a OD600 de 2,0 a 6,0. Em 

seguida a cultura foi diluída em meio BMMY (Meio Tamponado Complexo com 

Metanol) (Tabela 2), no qual as células cresceram por sete dias. A cada 24 horas foi 

retirada uma alíquota de 1,0 mL, deste volume, foi retirado 20 µL para medição através 

de espectrofotometria da OD600 para monitorar o crescimento celular. Após a 

centrifugação da alíquota da cultura, 10µL foram utilizados para dosagem de proteínas 

totais pelo método de Bradford (1976) e 100µL para medição de atividade enzimática 

pelo método de DNS. A cada 24 horas a quantidade de metanol no meio foi reposta 

de modo manter ativa a indução da expressão da proteína recombinante, sendo sua 

concentração final de 1,5%. 

Tabela 2 - Composição dos meios BMGY / BMMY 

Componentes Concentração 
Extrato de levedura (p/v) 1% 
Peptona de caseína (p/v) 2% 
Tampão fosfato pH 6,0  1M (v/v) 10% 
10X YNB (Meio Nitrogênio levedura Base 13.4%) (v/v) 10% 
500X B  (Biotina 0,02%) (v/v) 0,2% 
10X M (Metanol 5%) (v/v) Para BMMY 10% 
10X GY (Glicerol 10%) (v/v) Para BGMY 10% 

Fonte: Invitrogen 
 

5.5.3 Quantificação de proteínas totais 

Para determinação da concentração de proteínas totais da amostra, foi utilizado 

o método de Bradford. Para isso, foi construída uma curva padrão para calibração do 

equipamento utilizando diferentes concentrações de albumina bovina sérica (BSA). 

Foram utilizadas cinco diferentes concentrações (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL) e os 

valores de absorbância foram lidos a 595nm. Após a construção do gráfico, foi obtida 

a equação da reta, com valor de R2 > 0,99 e que foi utilizada posteriormente para 

determinação da concentração de proteínas totais nas amostras. 
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5.6 Extração de DNA genômico e cDNA de Pichia pastoris X33_scEPG1 

O DNA genômico dos clones de Pichia pastoris  foi extraído segundo o 

protocolo descrito por Lõoke et al. (2011), utilizando acetato de lítio 0,2M e solução 

SDS 1%. 

O RNA total das linhagens submetidas à indução por 144 horas foi extraído 

pela utilização do “Plant/Fungi Total RNA Purification Kit” (Norgen Biotek). Este RNA 

foi submetido à reação da trasncriptase reversa “SuperScript™ III Reverse 

Transcriptase” (ThermoFisher) seguindo as instruções do fabricante. Este material 

genético foi utilizado como molde nas reações de PCR com primers específicos para 

análise dos transcritos produzidos pela levedura. 

5.7 Identificação da proteína 

5.7.1 Precipitação da proteína 

As amostras foram previamente submetidas à precipitação por solução de 

ácido tricloroacético (TCA) na concentração final de 10% e incubado a -20 ˚C por uma 

hora. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 30 minutos a      

4 ˚C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi submetido a três ciclos de 

lavagem por acetona gelada (100%) seguidas de centrifugação nas mesmas 

condições e posteriormente em temperatura ambiente para secagem. 

As amostras foram ressuspendidas em 4 µL de água milli-Q, e, a este volume, 

foram adicionados 5 µL de tampão de amostra (Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2X) 

– Thermofisher n˚ LC2676) e 1 µL de agente redutor (NuPAGE® Reducing Agent 

(10X) – Thermofisher n˚ NP0004). Em seguida, as amostras foram incubadas a 85 ˚C 

por 2 minutos e aplicadas no gel de poliacrilamida 10% com 1 mm de espessura. 

5.7.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS 

Para análise da presença da proteína recombinante no extrato bruto de P. 

pastoris, foi empregada a metodologia de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE.  

A eletroforese foi realizada em sistema fechado contendo tampão de corrida 

diluído (100 mL de “10X Novex™ Tris-Glycine SDS Running Buffer” e 900 mL de água 
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destilada). Para cada corrida, foram utilizados 5 µL do marcador “Precision Plus 

Protein™ Dual Color Standards” (Bio-Rad) contendo 10 proteínas recombinantes com 

tamanhos de 10 a 250 kD, sendo duas marcadas em rosa (25 e 75 kD) e oito marcadas 

em azul. A corrida foi realizada à temperatura ambiente, submetida a 125 V constante 

por 90 minutos. 

5.7.3 Coloração com azul de comassie 

As bandas protéicas presentes no SDS-PAGE foram visualizadas após a sua 

incubação, seguida de três ciclos de lavagem com água destilada por 5 minutos sob 

agitação para remoção do tampão SDS, e posteriormente foi adicionado 20 mL de 

corante “SimplyBlue™ SafeStain” (Invitrogen) e incubado por 3 horas à temperatura 

ambiente sob agitação. Após o tempo de incubação na solução corante, o gel foi 

descorado duas vezes utilizando água destilada por 1 hora sob agitação. 

5.8 Ensaios enzimáticos 

5.8.1 Medição da atividade enzimática 

A atividade enzimática foi avaliada primeiramente utilizando o extrato bruto 

enzimático obtido nas etapas anteriores. O substrato utilizado foi ácido 

poligalacturônico (PGA, 95% pureza, Sigma Aldrich). Tendo como controle positivo 

uma pectinase de Aspergillus niger comercial (Sigma Aldrich), com atividade 

enzimática de 1,32 UI por mg de enzima. O substrato foi dissolvido em tampão 0,1 M 

acetato de sódio pH 5 na concentração de 0,5%.  Esta atividade foi determinada 

através do aumento da concentração de açúcar redutor após incubação da amostra 

enzimática com a solução de substrato.  

Para o ensaio enzimático foram utilizados 100 µL de extrato enzimático e        

100 µL solução de substrato. O controle negativo é composto de 100 µL solução de 

substrato acrescida de 100 µL de extrato obtido da linhagem transformada apenas 

com o vetor pPICzαA vazio, enquanto o branco possui 100 µL de solução substrato e 

100 µL de meio BMMY. A mistura foi incubada a 40 ˚C em 22 horas de reação. A 

reação foi interrompida pela adição de 300 µL de DNS modificado (10 g/L ácido-3,5-

dinitrosalicílico, 3,2 g/L hidróxido de sódio e 300 g/L tartarato de sódio e potássio), 

seguido de incubação a 100˚C por 10 minutos e diluído para um volume total de 2 mL. 

A leitura foi realizada em espectrofotômetro com comprimento de onda de 540 nm. 
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5.8.2 Efeito de íons metálicos, agentes redutores, detergentes e quelantes sobre a 

atividade pectinolítica da scEPG1. 

Para determinar se há influência de diferentes compostos na atividade 

enzimática, foram adicionados sais de íons metálicos (FeCl3.6H2O; CaCl2; ZnSO4; 

NaCl; CoCl2.7H2O; KCl; CuCl2); agentes redutores (β-Mercaptoetanol; ditiotreitol 

[DTT]); detergentes (Dodecil sulfato de sódio [SDS]) e quelantes (Etilenodiamino 

tetracético [EDTA]).  

Neste ensaio foram empregados 100 μL do extrato bruto contendo a enzima, 

50 μL do substrato ácido poligalacturônico 1% em tampão acetato de sódio 100mM 

pH 5, 38 µL de tampão acetato de sódio 100mM pH 5 e 12 μL de solução de sais, 

detergentes, agentes redutores ou quelantes a 300 mM, ficando na concentração final 

de 18 mM. 

5.8.3 Extração do conteúdo intracelular dos clones X33_scEPG1 e X33_vetor vazio 

Para análise da atividade intracelular, as células foram submetidas a extração 

do conteúdo intracelular pela utilização do tampão de rompimento (Breaking buffer) 

sugerido pelo protocolo “Pichia expression Kit” (Invitrogen).  

As células foram previamentes lavadas e centrifugadas a 3000 xg por 10 

minutos com Breaking Buffer (BB) (50 mM Fosfato de sódio pH 7,4; PMSF 1 mM 

(fluoreto de fenilmetilsulfonil), EDTA 1 mM e 5% glycerol), em seguida as células foram 

ressuspendidas com Breaking Buffer até atingirem a OD600: 50-100. Foi adicionado 

igual volume de pérolas de vidro de 0,5mm (previamente lavadas com ácido e 

autoclavadas). Após rigorosa agitação em vórtex por 30 segundos, as células foram 

incubadas em gelo por 30 segundos. Esse processo de agitação e resfriamento foi 

repetido 7 vezes. Este procedimento reduz a chance de desnaturação da proteína. 

Após esse processo, as células foram centrifugadas a 12000 xg por 10 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e armazenado para 

posterior utilização no ensaio de atividade enzimática. 

5.8.4 Influência do pH e temperatura sobre as atividades da scEPG1 

Para se determinar o pH ótimo da atividade da scEPG1, as amostras foram 

incubadas com o substrato, em tampões de diferentes valores de pH, sendo citrato-
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fosfato 0,1 M (pH 4.0), acetato de sódio 0,1 M (pH 5,0), fosfato de sódio 0,1 M (pH 6,0 

– 7,0) e Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0 - 9,0). Dentre as temperaturas, foi testada a faixa de 

10 a 70 ˚C. 

5.9 Sacarificação 

10 mg de cana-de-açúcar SP80-3280 foram incubadas com 0,5 mL de hidróxido 

de sódio por 30 minutos a 90 °C sob agitação constante. O resíduo obtido desse pré-

tratamento foi lavado três vezes com 1 mL de tampão acetato de sódio (pH 5.0). A 

este material foram adicionados 1,6 mL do coquetel enzimático Celluclast 1.5L 

(Novozymes®) em tampão acetato de sódio 50 mM (pH 5) e incubados a 50 °C por 16 

horas sob leve agitação. Para avaliação do processo de sacarificação, os açúcares 

redutores obtidos da digestão enzimática foram mensurados pelo método MBTH 

empregando glicose 10 mM como padrão. A 300 µL do sobrenadante da hidrólise 

foram adicionados 100 µL de hidróxido de sódio 1N e 200 µL do reagente MBTH 

(3mg.mL-1 MBTH e 1 mg.mL-1 DTT) em um novo microtubo. Essa solução foi levada 

a aquecimento á 70 °C por 20 minutos. Logo, foi adicionado 400 µL de agente oxidante 

(0,5% sulfato ferroso de amônio, 0,5% ácido sulfâmico e 0,25 N ácido clorídrico) onde 

permaneceu em repouso por 1 h. O ensaio colorimétrico foi avaliado na absorbância 

de 620 nm. 
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6. PLANO DE TRABALHO 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Este trabalho faz parte de um grande projeto em andamento que une 30 

laboratórios em 5 estados brasileiros com o objetivo de desenvolver as bases 

tecnológicas necessárias para viabilizar a produção de etanol celulósico a partir de 

cana-de-açúcar no Brasil (Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol – 

INCT n˚ 14/50884-5). O foco deste trabalho é expressar, de forma heteróloga, uma 

pectinase com atividade de endopoligalacturonase produzida pela cana-de-açúcar, 

até o momento não estão disponíveis na literatura.   

Os três principais desafios enfrentados neste trabalho foram (a) a produção da 

enzima funcional, chamada aqui de scEPG1 (sugarcane EPG-1) de forma heteróloga, 

(b) a determinação dos melhores parâmetros cinéticos e (c) a evidência que a adição 

desta enzima ao coquetel comercial pode promover um melhor rendimento de 

açúcares a partir da biomassa da cana-de-açúcar.  

Mesmo em pequenas proporções, a pectina é um importante polissacarídeo 

envolvido na recalcitrância da biomassa, prejudicando o rendimento na produção de 

etanol de segunda geração (De Souza et al. 2015). Quando o coquetel enzimático 

comercial foi suplementado com um extrato fúngico rico em pectinase e α-L-

arabinofuranosidade, observou-se um aumento de 116% na eficiência de hidrólise do 

bagaço de cana-de-açúcar (Delabona et al. 2013).  

Além disso, trabalhos anteriores já demonstraram que a adição de enzimas 

acessórias como hemicelulases e pectinases à biomassa vegetal promoveu melhor 

rendimento e velocidade de conversão (Gusakov et al. 2007; Berlin et al. 2007). Por 

exemplo, a adição de uma pectinase comercial em extratos ricos em enzimas 

celulolíticas aumentou o rendimento na hidrólise da palha de milho (Berlin et al. 2007) 

e bagaço de cana (Delabona et al. 2013). Porém, todos esses dados se referem a 

enzimas de origem microbiana. A endopoligalacturonase (EC 3.2.1.15), família GH28, 

catalisa a hidrólise das ligações glicosídicas α-(1,4) entre duas unidades de ácido 

galacturônico não esterificadas do homogalacturonano. Com o intuito de realizar uma 

análise comparativa entre as sequências de endopoligalacturonases provenientes de 

organismos produtores de EPGs, foi feito um levantamento das enzimas 

caracterizadas presentes em bancos de dados (Figura 3).  



54 
 

 

Figura 3 - Homologia das sequências de aminoácidos de enzimas de plantas e microrganismos mais 
representados da família CAZy GH28 

 
Legenda: EPGs preditas de gramíneas (Setaria itálica, Sorghum Bicolor e Zea mays - ainda não 

caracterizadas) foram adicionadas ao alinhamento. Os números indicam os valores de bootstrap. O 
método de máxima verossimilhança foi escolhido de acordo com o modelo de substituição mais bem 

classificado (Tajima-Nei) com 1000 réplicas de bootstrap. Os números do NCBI GenBank são 
indicados em cada sequência. Fonte: (Latarullo et al. 2016) 
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A atuação das EPGs em cana organismo deve refletir a fisiologia, metabolismo 

e modo de vista dos organismos que as produzem. Das 210 enzimas caracterizadas 

no banco de dados CAZy, 68% são de fungos filamentosos que têm como organismo 

mais prevalente, o fungo Aspergillus niger. Bussink et al. (1992) descreve sete 

diferentes tipos de endopoligalacturonases produzidas pela linhagem A. niger N400. 

Este fungo é saprófito, ou seja, obtém seus nutrientes de biomassa em decomposição. 

Esta característica pode estar relacionada com a grande variedade de EPGs 

produzidas, pois é um ataque inespecífico. 

Por outro lado, outro modelo presente na literatura é o bacteriano. Dentre as 

EPGs caracterizadas de bactérias, a mais amplamente estudada é a produzida por 

Pectobacterium carotovorum. Esta bactéria é um fitopatógeno causador da doença 

“podridão mole” e “canela preta” através da produção de substâncias pécticas que 

causam a maceração do tecido, sendo uma doença comum em plantações de batata, 

cenoura, tomate, abóbora, cebola, pimentão verde entre outros (Hayward and Mariano 

1997). Por ser um fitopatógeno, este microrganismo produz enzimas específicas e de 

forma controlada para que ocorra a penetração no tecido vegetal.  

Por fim, em plantas o ataque às pectinas da parede celular e da lamela média 

tem sido amplamente descrito para a formação da zona de abscisão (González-

Carranza et al. 2002), o amadurecimento precoce em frutos (Prasanna et al. 2007) e 

a formação de aerênquima (Gunawardena et al. 2001). Entretanto, sabe-se 

relativamente pouco sobre a diversidade estrutural e funcional das pectinases de 

origem vegetal.  

Esta enzima é produzida por diversos organismos como: Fungos filamentosos, 

bactérias, Archaea, plantas, insetos e nematóides. Pela revisão da literatura concluiu-

se que fungos filamentosos são os organismos mais amplamente estudados para 

prospecção de enzimas de degradação de biomassa vegetal.  

A Tabela 3 mostra as principais características dos três principais sistemas 

biológicos naturais produtores de endopoligalacturonases, os fungos, as bactérias e 

as plantas. O fungo é saprófito, se alimenta principalmente de matéria orgânica em 

decomposição, logo se espera que seu arsenal enzimático seja mais amplo e mais 

inespecífico. A bactéria é um fitopatógeno, se alimenta de matéria orgânica viva de 

uma gama restrita de plantas e produz enzimas para auxiliar na invasão ao vegetal. A 

cana-de-açúcar produz esta enzima de forma mais controlada para realizar 
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modificações no córtex da raiz para a formação do aerênquima nas raízes através da 

degradação da lamela média.  

Entretanto, pode-se observar que as sequências de EPGs da bactéria 

Pectobacterium carotovorum são mais similares às EPG de gramíneas quando 

comparada com a sequência da EPG de fungo (Figuras 3 e 4). A maior proximidade 

filogenética entre EPGs bacterianas e de plantas pode ser analisado juntamente com 

o fato de serem ambos grupos pouco explorados quanto à caracterização de enzimas 

dessa família (quando comparadas às EPGs de fungos). Nesse sentido, conclui-se 

que a maioria do que se conhece sobre EPGs de fungos pode não se aplicar às pouco 

conhecidas endopoligalacturonases de plantas, o que mais uma vez reforça a tese 

que há um potencial relevante ainda não explorado em pectinases de origem vegetal. 

 

Tabela 3 - - Comparações entre EPGs de Fungo (Aspergillus niger), Bactéria (Pectobacterium 
carotovorum) e Planta (Saccharum sp.) quanto ao modo de nutrição, dados na literatura, ação da 

enzima no metabolismo e especificidade do substrato 

 Fungo filamentoso 
Bactéria (P. 

carotovorum) 
Planta (Saccharum sp.) 

Modo de nutrição Saprófito Fitopatógeno Fotossíntese 

EPGs 
caracterizadas  

(Dados na 
literatura) 

68% fungo 
filamentoso 

8% bactérias 
22% outras plantas  

(0% cana-de-açúcar) 

Ação da EPG no 
metabolismo 

Para obtenção do 
alimento em 

decomposição 

Para auxiliar a entrada 
no vegetal no momento 

da infecção 

Para modificações no 
próprio córtex 
(aerênquima), 

amadurecimento de frutos e 
formação da zona de 

abscisão 

Especificidade do 
substrato 

Inespecífico (atua em 
diferentes plantas em 

decomposição) 

Mais específico e 
controlado (produzido 

no momento da infecção 
de planta específica) 

Altamente específico e 
controlado (atua na própria 

parede celular de forma 
controlada) 

Fonte: Elaborado pelo autor 
 

Utilizando as sequências de aminoácidos da EPG de cana-de-açúcar e 

comparando com a sequência modelo de um microrganismo fúngico (A. niger) e outra 

de um microrganismo bacteriano (Pectobacterium carotovorum) (Figura 4), é possível 

verificar pelo alinhamento das sequências as regiões mais conservadas da EPG (em 

cinza) e os aminoácidos similares (em vermelho).  
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Figura 4 - Alinhamento da sequência da endopoligalacturonase de cana com outras 
endopoligalacturonases de microrganismos (A. niger e P. carotovorum) 

 

Legenda: em vermelho: aminoácidos similares; em cinza: região conservada 
(Fonte: elaborado pelo autor). 

7.1 Análises in silico da sequência da EPG de cana-de-açúcar 

Informações teóricas sobre as possíveis glicosilações, ponto isoelétrico, peso 

molecular, estabilidade e possível estrutura tridimensional, utilizando a sequência de 

EPG de cana-de-açúcar (versão nativa e heteróloga) foram obtidas com o fim de 

avaliar a semelhança de ambas proteínas. Desta forma, foi possível predizer algumas 

diferenças que poderiam ocorrer substituindo o peptídeo sinal nativo pelo peptídeo 

sinal do vetor além da adição do epítopo c-myc e cauda de histidina. O resultado 

obtido pode ser observado de forma resumida na Tabela 4 e a sequência completa de 

aminoácidos da EPG de cana-de-açúcar nativa (Figura 5) e heteróloga produzida por 

Pichia pastoris (Figura 6). 
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Tabela 4 - Análise in silico da sequência da scEPG1 nativa da cana-de-açúcar e heteróloga produzida 
por Pichia pastoris 

Informação scEPG1 nativa scEPG1 heteróloga 

Número de aminoácidos 460 aa 

557 aa 
(sendo 74 aa do peptídeo sinal + 23 

aa do epítopo c-myc e cauda de 
histidina) 

Peso molecular 49.4 kDa 60.1 kDa 
Ponto isoelétrico (PI) teórico 6.32 5.30 
Similaridade com outras 
EPGs 

93,7% similar à EPG de sorgo  
(Sorghum bicolor C5X022) 

95,2% similar à EPG de sorgo 
(Sorghum bicolor C5X022) 

Domínios conservados 
EPG: entre os aa 41-344 

(COG5434 – Família GH 28) 

Fator alfa: entre os aa 1-85 
(pfam05436 - Mating factor alpha) 

EPG: entre os aa 115-418 
(COG5434 – Família GH 28) 

Glicosilações teóricas 
3 potenciais regiões (O-linked) 
4 potenciais regiões (N-linked) 

6 potenciais regiões (O-linked) 
6 potenciais regiões (N-linked) 

Modelagem comparativa da 
estrutura terciária 

 
Homo-tetrâmero 

 
Monômero 

Fonte: elaborado pelo autor 
 

Figura 5 - Sequência de aminoácidos da endopoligalacturonase de cana-de-açúcar nativa  

 
Legenda: Em verde: Região removida após a clivagem do peptídeo sinal nativo; Em cinza: região do 

domínio da família GH28; caixas vermelhas: região de possível glicosilação N-linked; setas 
vermelhas: região de possível glicosilação O-linked. 

 
Figura 6 - Sequência de aminoácidos da endopoligalacturonase de cana-de-açúcar heteróloga 

 
Legenda: Em azul: Região do peptídeo sinal do vetor pPICzαA (fator alfa de Saccharomyces 

cerevisiae); Em cinza: região do domínio da família GH28; Em amarelo: epítopo c-myc; Em roxo: 
cauda de histidina; caixas vermelhas: região de possível glicosilação N-linked; setas vermelhas: 

região de possível glicosilação O-linked. 
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A scEPG1 nativa possui 460 aminoácidos enquanto a scEPG1 heteróloga 

possui 557 aminoácidos (Tabela 4). Essa diferença decorre da adição da sequência 

do peptídeo sinal da enzima heteróloga (fator alfa de Saccharomyces cerevisae), que 

possui 74 aminoácidos. A sequência da enzima heteróloga possui também, 

adicionados ao final do gene de interesse, o epítopo c-myc e cauda de histidina, que 

somam mais 23 aminoácidos. 

O peptídeo sinal é necessário para o direcionamento e translocação de 

membrana pelas respectivas proteínas de translocação, porém pode influenciar 

também na biossíntese, na cinética de enrolamento e na estabilidade das respectivas 

proteínas (Freudl 2018). A utilização do peptídeo sinal do vetor é recomendada pelo 

fabricante (Invitrogen) pois permite a eficiente secreção da maioria das proteínas 

clonadas em Pichia pastoris.  

A adição do epítopo c-myc é um sistema de detecção que tem sido amplamente 

utilizado para Western blotting, imunoprecipitação e citometria de fluxo, mas 

raramente é aplicado para purificações (Kipriyanov et al. 1996). Seu tamanho pequeno 

(sequência EQKLISEEDL) sugere a baixa possibilidade de perturbar (ou melhorar) o 

dobramento de proteínas (Li 2010).  

Os marcadores His-Tag facilitam a purificação da proteína heteróloga pela 

ligação seletiva da proteína expressa a uma coluna de afinidade de níquel (Chant et 

al. 2005). Carson et al. (2007) demonstraram que estas marcas de purificação 

geralmente não têm efeito significativo na estrutura da proteína nativa. 

7.1.1 Peso molecular das enzimas nativa e heteróloga e glicosilações 

A análise de peso molecular da enzima nativa com dados do “Uniprot” de EPGs 

já caracterizadas demonstrou que o tamanho esperado da EPG nativa (49.4 KDa – 

Tabela 4) está em uma faixa similar ao peso das enzimas de outras plantas, como 

Arabidopsis thaliana (Uniprot: Q949Z1) que possui 51,3 kDa, de soja Glycine max 

(Uniprot: Q9SWS3) que possui 47.33 kDa e do tomate Solanum lycopersicum  

(Uniprot: Q96488) possui 41.85 kDa. As EPGs de plantas apresentam de modo geral 

maior peso molecular quando comparadas com EPGs de fungos como Aspergillus 

niger (Uniprot: P26213) que possui 38.1 kDa, Geotrichum candidum (Q96WQ1) que 

possui 38.13 kDa e a levedura Saccharomyces cerevisiae (Uniprot: P47180) que 

possui 37.28 kDa. 



60 
 

 

A diferença observada nos pesos moleculares entre a enzima nativa e a 

heteróloga (10,7 kDa) pode ser explicada pela(s) glicosilação(ões), que podem ser 

efetuadas pela levedura durante o processamento pós-traducional. Esta diferença 

pode ocorrer pela presença da sequência do peptídeo-sinal, caso a enzima não seja 

processada, o que aumentaria 9,3 kDa. O mesmo também pode ser decorrente dos 

aminoácidos adicionados ao final como o epítopo c-myc e a cauda de histidina, que 

adicionam 2,5 kDa. Além disso, é possível que as três glicosilações preditas na enzima 

heteróloga possam aumentar o peso molecular.  

A glicosilação é uma modificação pós-traducional que precede a secreção de 

proteínas e ocorre no retículo endoplasmático. A levedura P. pastoris é capaz de 

realizar ambos os tipos de glicosilação (O- e N-ligadas) (Daly and Hearn 2005; 

Roohvand et al. 2017). Poligalacturonases de diferentes espécies de Aspergillus sp. 

apresentam pelo menos um sítio de N-glicosilação, e a deglicosilação causa a total 

perda de atividade desta enzima (Stratilová et al. 1998). A poligalacturonase de 

Aspergillus acureatus é altamente glicosilada, apresentando um sítio de N-glicosilação 

e dez sítios de O-glicosilações (Cho et al. 2001). Por outro lado, o estudo da EPG de 

Saccharomyces cerevisiae demonstrou claramente que a glicosilação não é 

necessária para manter os parâmetros obtidos da EPG selvagem (glicosilada) (Houle 

et al. 2008). 

O resultado obtido da predição de glicosilações para a scEPG1 nativa é de 3 

possíveis glicosilações O-linked e 4 possíveis glicosilações N-linked. Enquanto para a 

EPG heteróloga há 6 regiões de possíveis glicosilações O-linked e 6 regiões N-linked, 

esta diferença ocorre, pois, as regiões do vetor que incluem o peptídeo sinal, c-myc e 

cauda de histidina apresentou regiões de possíveis glicosilações. A presença de sítios 

de glicosilação indica que, uma vez glicosilada, a proteína pode apresentar um peso 

molecular maior do que a prevista utilizando a partir de somente a sequência primária. 

7.1.2 Ponto isoelétrico 

A carga total da proteína varia de acordo com o pH. Define-se o ponto 

isoelétrico (PI) como o valor de pH no qual a carga total da proteína é nula. Quando o 

pH está abaixo do PI, a proteína tem carga positiva e quando está acima do PI a carga 

da proteína é negativa. Em relação ao ponto isoelétrico da enzima utilizada neste 
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trabalho, a scEPG1 nativa possui o PI teórico de 6,32 enquanto a enzima heteróloga 

possui o PI teórico de 5,30.  

Outras poligalacturonases encontradas em plantas possuíam valores mais 

altos de PI quando comparados com os resultados obtidos para este trabalho. Por 

exemplo, a poligalacturonase de Arabdopsis apresentou o PI teórico de 8,39 

(González-Carranza et al. 2002) e a EPG de tomate possui o PI de 9,4 (Ali and Brady 

1982). As EPGs de fungos geralmente apresentam valores mais baixos de PI, a EPG 

de A. niger possui o PI: 4,1 (Pařenicová et al. 2000), de Mucor rouxii NRRL 1894 é: 

6,0 (Saad et al. 2007), de Cryptococcus albidus var.albidus é: 8,10 (Federici 1985) 

enquanto a EPG de Pectobacterium carotovorum apresentou o ponto isoelétrico mais 

alto, sendo 10,19 (Saarilahti et al. 1990). 

7.1.3 Modelo tridimensional teórico da EPG nativa e heteróloga 

O programa SWISS-MODEL utiliza o cálculo matemático chamado “Global 

Model Quality Estimation (GMQE)”, este valor é uma estimativa de qualidade que 

combina propriedades do alinhamento do modelo de destino e do método de pesquisa 

do modelo. A pontuação resultante do GMQE é expressa como um número entre 

zeros (0) e uns (1), refletindo a precisão esperada de um modelo construído com esse 

alinhamento e modelo e a cobertura do alvo. Números mais altos indicam maior 

confiabilidade (Waterhouse et al. 2018).  

Além deste, outro importante índice é o QMEAN, que, baseado em diferentes 

propriedades geométricas, fornece estimativas de qualidade absoluta globais (para 

toda a estrutura) e locais (por resíduo) com base em um único modelo. O valor do 

QMEAN em torno de zero indica boa concordância entre a estrutura do modelo e as 

estruturas experimentais. Valores de -4.0 ou abaixo são uma indicação de modelos 

com baixa qualidade (Benkert et al. 2011). 

O modelo teórico da estrutura tridimensional scEPG1 nativa apresentou a 

isoforma de homo-tetrâmero (Figura 7) com 37% de similaridade, 82% de cobertura e 

34,40% de identidade com uma hipertermoativa exopoligalacturonase da bactéria 

Thermotoga maritima (Pijning et al. 2009). O valor de GMQE de 0,60 sugere a correta 

topologia do modelo gerado e o QMEAN de -2,35 indica a boa qualidade da predição 

(Figura 8). 
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Figura 7 - Modelo teórico scEPG1 nativa (Homo-tetrâmero) 

 

Fonte: SWISS-MODEL 
 
Figura 8 - Alinhamento múltiplo da sequência da EPG nativa com a sequência mais similar do banco 

de dados (Exopoligalacturonase de Thermotoga maritima) 

 
Fonte: SWISS-MODEL 
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O modelo teórico da estrutura tridimensional da EPG heteróloga apresentou a 

isoforma de monômero (Figura 9) com 36% de similaridade, 66% de cobertura e 

31,78% de identidade com uma hipertermoativa exopoligalacturonase da bactéria 

Thermotoga maritima (Pijning et al. 2009). O valor de GMQE de 0,49 sugere a correta 

topologia do modelo gerado e o QMEAN de -2,08 indica a boa qualidade da predição 

(Figura 10). 

Figura 9 - Modelo teórico EPG heteróloga (Monômero) 

 
Fonte: SWISS-MODEL 

 
Figura 10 - Alinhamento múltiplo da sequência da EPG heteróloga com a sequência mais similar do 

banco de dados (Exopoligalacturonase de Thermotoga maritima) 

 
Fonte: SWISS-MODEL 
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Guillén et al. (2011) analisaram as diferenças na enzima lipase do fungo 

Rhizopus oryzae produzida por P. pastoris comparando com a enzima comercial 

produzida pelo próprio fungo e observaram que a atividade específica da enzima 

heteróloga é 40 vezes maior do que a nativa, e também o peso molecular da lipase 

heteróloga é ligeiramente menor do que a nativa. Os autores sugerem que as 

modificações na sequência da enzima (pré e pós) além das modificações pós-

traducionais da Pichia pastoris podem influenciar na atividade biológica da enzima.  

7.2 Construção do vetor pPICZαA + inserto da EPG de cana-de-açúcar  

7.2.1 Obtenção do material genômico de Saccharum sp. 

A síntese do fragmento de DNA correspondente à sequência codificante da 

scEPG1 foi necessária por diversos fatores. O principal é que a cana-de-açúcar é uma 

planta poliplóide e o sequenciamento de regiões da cana-de-açúcar que codificam a 

EPG evidenciaram oito versões hom(e)ólogas muito similares entre si (97-99% de 

similaridade) (Tavares 2015). Por esse motivo, não seria possível amplificar o gene 

diretamente do DNA complementar, haja vista que inclusive as regiões UTR são 

bastante similares entre os hom(e)ólogos.  

O gene sintetizado pela empresa “FastBio” foi recebido no vetor pUC57. Para 

replicação e armazenamento do plasmídeo, este foi inserido por transformação na 

bactéria E. coli DH10B. Assim, colônias brancas, que possuem a construção pUC57 

+ inserto, foram selecionadas para extração de DNA plasmidial e sequenciamento 

para confirmação da sequência solicitada. Para a confirmação do tamanho esperado 

da construção vetorial, foi realizada a digestão do DNA plasmidial com a enzima 

EcoRI, e como resultado, foram obtidos dois fragmentos. Os tamanhos observados 

de cerca de 3,3 kb e 700 pb coincidem com o perfil de digestão obtido in silico 

(NEBCutter) (Figura 11 e Figura 12). Após análise do sequenciamento deste 

plasmídeo, conclui-se que a sequência é idêntica à molde solicitada, tornando este 

material viável para as próximas etapas do trabalho.  
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Figura 11 - Mapa do plasmídeo pUC57 + inserto EPG cana digerido com EcoRI 

 
Fonte: NEBCutter 

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose da extração e digestão do DNA plasmidial de pUC57 + 
scEPG1. 

 
Legenda: Na primeira canaleta contém o marcador de peso molecular ladder 1kb plus 

(ThermoFisher), no segundo poço a construção íntegra e no terceiro poço após a digestão com EcoRI 
(Fonte: Elaborado pelo autor). 

 

7.2.2 Desenho dos primers para a construção do vetor pPICZαA + scEPG1 

Os primers utilizados para realizar a construção do inserto da scEPG1 com o 

vetor pPICZαA foram desenhados utilizando a região de Múltiplos Sítios de Clonagem 

(MSC) para utilização das enzimas de restrição KpnI e XbaI, após a confirmação que 
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estas enzimas não cortariam nenhuma região do inserto, utilizando a ferramenta 

(NEBCutter). Além disso, foi retirado o peptídeo sinal nativo da EPG para utilização 

do peptídeo sinal do vetor (fator-α de Saccharomyces cerevisiae) que exporta a 

proteína para o meio extracelular. Também foi removido o “Stop-códon” nativo, para 

utilização do “Stop-códon” do vetor que é precedido pelo epítopo c-myc que pode ser 

utilizado para detecção da proteína e cauda de histidina “His-tag” utilizada para 

purificação da enzima.  

Na Figura 13, é possível verificar cada região, sendo as bases em cinza 

referentes à região do gene AOX1 do vetor pPICZαA, em laranja o fator- α do vetor 

pPICZαA, em azul claro a região do sítio múltiplo de clonagem, em vermelho a região 

das enzimas de restrição utilizadas neste trabalho, em preto a sequência da EPG de 

cana-de-açúcar sem o peptídeo sinal e o “Stop-códon”, em roxo as bases extras 

adicionadas no primer para manter a fase de leitura e em azul escuro o “Stop-códon” 

do vetor pPICZαA. 
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Figura 13 - Sequência do sítio múltiplo de clonagem do vetor pPICzαA após a inserção da sequência 
da scEPG1. 

 

Legenda: Em cinza: parte do vetor pPICzαA; em laranja: região do fator-α do vetor pPICzαA; em azul 
claro: região do sítio múltiplo de clonagem; em vermelho: sítio das enzimas de restrição utilizadas; em 
preto: sequência da scEPG1 sem o peptídeo sinal e ‘STOP códon’ nativo; em roxo: adição das bases 

extras para manter a fase de leitura e em azul escuro: ‘STOP códon’ do vetor 

 

Para confirmar que a fase de leitura da construção plasmidial está correta, a 

sequência de aminoácidos foi utilizada como input em um tradutor de proteínas 

(ExPASy) e o resultado obtido confirmou a sequência traduzida na fase correta, 

começando na metionina do fator α do vetor e terminando logo após os seis resíduos 

de histidina (Figura 14). 

CTG GTT CCA ATT GAC AAG CTT TTG ATT TTA ACG ACT TTT AAC GAC AAC TTG AGA AGA 
TCA AAA AAC AAC TAA TTA TTC GAA ACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA 
TTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG 
GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC GAT 
GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT ATA AAT ACT 
ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT 
GAA GCT GAA TTC ACG TGG CCC AGC CGG CCG TCT CGG ATC GGT ACC GGC GCG TCG 
TCC GGG GGG CCT GGA TGC CGG AAG CAC GTG GCG AAG GTC AGG GAG TAC GGC GCG 
GTG GGG GAC GGG AGG ACG CTC AAC ACG GCG GCG TTC GCC AGG GCG GTG GCG GAC 
CTG TCG CGG CGC GCG CGC GAC GGC GGC GCG GCG CTG GTG GTG CCG CCG GGG AAG 
TGG CTC ACG GGG CCC TTC AAC CTC ACA AGC TGC TTC ACG CTC TAC CTC GAC GAG GGC 
GCC GAG ATC CTC GCG TCC CAG GAC ATG AAC CAT TGG CCC CTC ATA GCT CCC CTG CCG 
TCT TAC GGG AGA GGA AGG GAC GAG CCT GGC CCA AGG TAC ATC AAT TTC ATT GGA GGA
TCC AAT CTC ACT GAC GTC ATC ATC ACA GGT AAA AAT GGA ACA ATC AAC GGG CAG GGG 
CAA GTC TGG TGG GAC AAG TTC CAT GCC AAG GAG CTC AAG TCC ACC CGC GGC CAC CTC 
CTG GAG CTC CTC TAC TCT GAT AAC ATC ATC ATC TCC AAT GTC ACC TTC ATC AAC GCG 
CCA TAC TGG AAC CTC CAC CCT ACC TAT TGC ACC AAT GTG ACC ATC AGT GGC GTC ACC 
ATT CTC GCG CCG CTG AAT TCG CCT AAC ACC GAT GGA ATT GAC CCA GAT TCT TCC TCG 
CAT GTC AAG ATC GAG GAC TGC TAC ATC GTC TCC GGC GAC GAC TGC GTC GCC GTG AAG 
AGC GGG TGG GAC GAG TAC GGC ATC AGG TTC AAC ATG CCG AGC CAG CAC ATC GTC ATC 
AGG AGG CTG ACC TGC ATC TCC CCC ACG AGC GCC ATG ATC GCG CTG GGC AGC GAG 
ATG TCC GGC GGC ATC CGC GAC GTG CGC GCC GAG GAC AAC GTC GCC ATC AAC ACG 
GAG TCG GCC GTC AGG GTC AAG TCC GGC GCG GGG AGG GGC GGC TTT GTC AGG GAC 
ATT TTC GTG CGC GGC CTC AGC CTC CAC ACC ATG AAG TGG GTG TTC TGG ATG ACC GGC 
AAC TAC GGG CAG CAC CCC GAC AAC ACG TCC AAC CCC AAC GCC TTG CCC GAG GTC ACC 
GGC ATC AAC TAC AGC GAC GTG TTC GCT GAG AAC GTG ACC ATG GCC GGC AGG ATG 
GAG GGC ATC CCC AAC GAC CCC TAC ACC GGG ATC TGC ATA TCC AAC GTC ACT GCC CGC 
CTC GCG CCG AAC GCC CAG GAG CTG CAG TGG AAC TGC ACC AAC GTC AAG GGG GTC 
ACC TCC GAC GTC TCG CCC AAG CCG TGC CCA GAG CTC GGC GCG GAG GGC AAG CCG 
TGC GCC TTC CCG GTG GAA GAG CTC GTC ATT GGC CCA CCG GAG CTG CCA AAG TGT AGC 
TAC GGT CTA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT 
CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTT TGT AGC CTT AGA CAT GAC TGT TCC TCA 
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Figura 14 - Sequência de aminoácidos e nucleotídeos da enzima recombinante 

 
Fonte: ExPASy 
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7.2.3 Amplificação do Fragmento da EPG de cana-de-açúcar em plasmídeo pUC57 

Após a extração do DNA plasmidial, os primers desenhados para a clonagem 

foram utilizados para amplificação do fragmento correspondente à sequência 

codificante da scEPG1. Após a reação de PCR, foi observado em gel de agarose 1% 

fragmentos com tamanho entre 1000 e 1500pb, sendo o tamanho esperado 1311pb 

(Figura 15). 

 
Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificação do gene 
sintético da endopoligalacturonase contido no plasmídeo pUC57 

 
Legenda: Gel de agarose contendo na canaleta 1 o marcador de peso molecular 1kb plus (Thermo 

Fisher), nas canaletas  2 a 7 a amplificação da ScEPG1 (replicatas) e na canaleta 8 o controle 
negativo da reação de PCR. (Fonte: elaborado pelo autor). 

 

7.2.4 Construção do vetor pPICzαA_scEPG1 em E. coli DH10B 

O vetor pPICZαA (ThermoFisher) foi digerido com as enzimas de restrição XbaI 

e KpnI deixando-o na sua forma linear com as extremidades compatíveis com o 

produto de PCR gerado nas etapas anteriores (Item 6.2.3), que também foram 

submetidos à digestão com as mesmas enzimas. Após a clivagem, foram purificados 

e submetidos à reação de ligação que foram posteriormente inseridos em E. coli 

DH10B eletrocompetentes por eletroporação. Estas células foram conservadas para 

manutenção e armazenamento do material genético plasmídeo + inserto. 

 

 

    1          2          3          4           5          6          7 
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7.3 Análise dos clones de E. coli DH10B + pPICzαA_scEPG1 

Após a extração do DNA plasmidial, cinco diferentes clones foram analisados 

por eletroforese em gel de agarose pelo tamanho dos fragmentos gerados (Figura 16), 

onde os 5 clones possuíam o fragmento do tamanho esperado (1.3kb). Estes cinco 

clones foram sequenciados utilizando os sete diferentes primers (Tabela 1). 

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificação da 
construção pPICzαA_scEPG1 obtidos de cinco diferentes clones de E. coli DH10B 

 
Legenda: Na primeira canaleta o marcador de peso molecular 1kb plus (Thermo Fisher), nas 

canaletas 2 a 6 amplificação dos 5 diferentes clones de E. coli transformadas com o gene da ScEPG1 
no vetor pPICzαA, na canaleta 7 o controle negativo da reação de PCR (Fonte: elaborado pelo autor). 
 

7.3.1 Análise das sequências dos clones de E. coli DH10B + pPICzαA_scEPG1  

Após a reação de sequenciamento, foi realizado o alinhamento múltiplo das 

sequências dos cinco clones que foram comparadas com a sequência molde. O “clone 

1” apresentou bases mismatches e gaps entre as posições 15 – 20 (1), 915 – 920 (1), 

1065 – 1070 (1), 1200 – 1205 (1) e 1280 – 1300 (6), totalizando 10 mudanças em 

relação à sequência esperada. Logo, este clone foi excluído. O “clone 2” apresentou 

somente uma alteração entre as regiões 270 – 275 (1). O “clone 3” apresentou 

alterações nas regiões 20 – 25 (2), 30 – 35 (1), 310 – 315 (1) e 1190 – 1195 (1), 

totalizando 5 bases diferentes do molde. O “clone 4” é 100% idêntico ao molde e o 

“clone 5” apresentou duas alterações entre as posições 310 – 315 (1) e 915 – 920 (1). 

A partir destes dados, o clone escolhido para as próximas etapas de clonagem foi o 

   1        2       3        4       5      6        7 
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“clone 4” que apresentou 100% de similaridade com a sequência molde (Figura 17 e 

Figura 18) 

Este resultado não era esperado, pois os métodos utilizados para a 

amplificação das sequências para a clonagem foram voltados para minimizar o risco 

de erros, utilizando apenas 25 ciclos de PCR e uma enzima de alta fidelidade (Phusion 

Taq Polimerase - Thermofisher). Estudos comparativos com esta enzima frente à Taq 

polimerase comum, mostrou que a Phusion Taq pode ser até 52x mais precisa 

(McInerney et al. 2014). 

O “clone 4” foi cultivado em grande escala e submetido à extração de DNA 

plasmidial por Maxi-prep, apresentando um rendimento de 103,1 ng/µL. Este material 

foi armazenado em freezer -20 ˚C para posterior transformação em Pichia pastoris 

X33. 

 

Figura 17 - Alinhamento múltiplo dos 5 clones selecionados de E. coli com o a sequência padrão da 
construção vetor+inserto como molde 

 
Legenda: Bases diferentes do molde marcadas em preto (BioEdit) 
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Figura 18 - Alinhamento múltiplo dos 5 clones selecionados de E. coli com o a sequência padrão da 
construção vetor+inserto como molde 

 

Legenda: Bases diferentes do molde marcadas em preto (BioEdit) 

7.4 Transformação de Pichia pastoris X33 

Cinco microgramas de DNA plasmidial do “clone 4” foram linearizados com a 

enzima PmeI para a integração do plasmídeo no genoma de P. pastoris X33. A 

transformação resultou em 4 clones de X33_scEPG1 e 20 clones do vetor pPICzαA 

vazio, selecionados pela resistência ao antibiótico Zeocina.   

7.4.1 Produção da proteína recombinante em Pichia pastoris X33 

Tendo confirmado por PCR que as colônias recombinantes continham o inserto, 

foi necessário determinar as condições e métodos ótimos para a expressão do gene 

clonado.  

A curva de crescimento obtida neste cultivo, onde a levedura apresentou boa 

taxa de crescimento em meio BMGY com o crescimento exponencial em até 24 horas 

de cultivo, demonstrou a fase ótima para indução e expressão da proteína de 

interesse. Estas células foram coletadas, lavadas e inoculadas em meio BMMY. 

A Figura 19-A mostra o meio BMMY antes da inoculação, a Figura 19-B mostra 

a turbidez após o ajuste de OD600:1,0, a Figura 19-C mostra a turbidez após 24 horas 

de cultivo e a Figura 19-D mostra a alta densidade celular após 48 horas. Ferrara et 
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al. (2006) sugerem que cultivos em alta densidade são mais recomendados para 

expressão de proteínas heterólogas. Os clones selecionados para expressão foram 

cultivados por até 144 horas, com OD600 inicial de 1,0 e terminando com OD600: ~ 10,0. 

Figura 19 - Cultivo de Pichia pastoris em meios BMMG e BMMY 

 

Legenda: A - Meio de cultura BMGY antes da inoculação; B - OD600 ajustada para 1,0 no meio BMMY 
para iniciar a indução; C - Meio BMMY com 24h de indução e D - Meio BMMY com 48h de indução 

(Fonte: elaborado pelo autor). 

A otimização das condições de indução é uma etapa crítica na produção de 

enzimas heterólogas em P. pastoris, haja vista a toxicidade que níveis elevados de 

metanol podem produzir e a dependência que a metabolização dessa molécula tem 

em relação à aeração da cultura. O cultivo de Pichia pastoris pode produzir uma 

grande quantidade de proteínas heterólogas mesmo em alta densidade celular sob 

indução de metanol (Wang et al. 2017).  

Leveduras metilotróficas parecem possuir um sistema similar de assimilação 

do metanol envolvendo um mesmo conjunto de enzimas para a via metabólica. A 

OD600 - 0,0 OD600 - 1,0 

OD600 - 4,9 OD600 - 6,8 
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primeira etapa da via é a oxidação do metanol a formaldeído pela enzima álcool 

oxidase (AOX). Para evitar a toxicidade do peróxido de hidrogênio no processo, esta 

etapa ocorre no interior de uma organela especializada chamada peroxissomo. Esta 

enzima possui fraca afinidade pelo O2, e para compensar esta deficiência, a levedura 

pode sintetizá-la em grandes quantidades (Cregg et al. 2000). 

Muitos dos protocolos de cultivos disponíveis na literatura baseiam-se nos 

procedimentos descritos no “Pichia expression Kit” (Invitrogen). Entretanto, o ideal é 

a utilização de protocolos mais específicos que permitam o desenvolvimento de uma 

estratégia específica para cada proteína (Zhang et al. 2007). Tendo em vista a 

necessidade da otimização, o primeiro protocolo utilizado para expressão da proteína 

nos quatro clones obtidos foi a utilização de frascos de 200 mL agitados a 250 RPM 

com a temperatura de 30 ˚C. Este cultivo, apresentou baixos valores de proteína total 

no meio extracelular (resultados não mostrados). Para confirmar a atividade e a 

correta secreção destas enzimas para o meio extracelular, os extratos intra e 

extracelulares foram utilizados. 

7.4.2 Teste de atividade enzimática com extratos intra e extracelulares dos 4 clones 

obtidos 

A fim de verificar a atividade e secreção para o meio extracelular da proteína 

heteróloga, os 4 clones foram cultivados nas condições descritas na metodologia e o 

sobrenadante foi coletado. Além disso, as células foram centrifugadas, lavadas e 

rompidas e o material obtido foi utilizado como extrato intracelular. Como controle 

positivo foi utilizada pectinase de Aspergillus niger e como controle negativo, o 

sobrenadante da linhagem transformada com o vetor pPICZαA vazio. Estes extratos 

foram utilizados em um ensaio em placa contendo pectina e a formação de um halo 

incolor no centro do poço indicou atividade enzimática (Figura 20). 
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Figura 20 - Atividade enzimática em placa dos extratos intra e extracelular dos 4 clones de Pichia 
pastoris obtidos após a clonagem 

 
Legenda: as setas indicam o halo de degradação da pectina formado após a atividade enzimática.  
A = controle positivo; B = controle negativo; C = extrato intracelular do clone C8; D = extrato extracelular 
do clone C8; E = extrato intracelular do clone C10; F = extrato extracelular do clone C10; G = extrato 
extracelular do clone C21; H = extrato intracelular do clone C21; I = extrato intracelular do clone C25 e 
J = extrato extracelular do clone C25 (Fonte: elaborado pelo autor).  

 

O resultado obtido para os clones C8 e C25 mostraram uma baixa eficiência 

para degradação da pectina tanto quando do emprego do extrato intra quanto 

extracelular. Já quanto aos clones C10 e C21, houve a formação de halos tanto em 

decorrência do ensaio com extratos intra e extracelulares. A atividade intracelular 

detectada pode estar relacionada ao não reconhecimento do peptídeo sinal (fator alfa 

de Saccharomyces cerevisiae) ou à formação de corpos de inclusão nestas condições 

de cultivo. Muitas vezes se observa a secreção ineficiente da proteína para o meio 

extracelular, comprometendo a estabilidade das enzimas. Divino (2016) utilizou o 

sistema de expressão em Pichia pastoris com vetor pPIC9 para produção da L-

Asparaginase de S. cerevisiae e detectou atividade enzimática somente no conteúdo 

intracelular, e sugere a incapacidade do peptídeo sinal (fator alfa) de promover a 

secreção desta enzima para o meio extracelular.  

Um dos fatores que podem influenciar o correto dobramento e secreção da 

proteína, é a resposta celular adaptativa, que ocorre na maioria dos eucariotos 

chamada “estresse secretório”. Esta resposta ocorre na tentativa de restaurar o 

equilíbrio entre a proteína e a capacidade do retículo endoplasmático (Hetz 2012). 

Este fenômeno pode ocorrer quando as células são expostas a várias condições 

ambientais ou fisiológicas, incluindo falta de nutrientes, depleção de cálcio do retículo 
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endoplasmático, infecção viral, hipóxia e até mesmo no desenvolvimento e 

diferenciação normais (Kohno 2010). 

Dada a natureza qualitativa do ensaio enzimático em placa, não é possível 

afirmar em qual situação a atividade foi mais intensa. Dentre os dois clones C10 e C21 

foi feita uma escolha arbitrária pelo segundo. Posteriormente, esse clone foi 

empregado na checagem da transformação e na otimização da produção da enzima 

recombinante. 

7.4.3 Análise por PCR do DNA e cDNA do clone selecionado 

A fim de confirmar a presença do inserto após a transformação, o DNA 

genômico do clone selecionado e da linhagem transformada com o vetor vazio foram 

extraídos e submetidos à reação de PCR com 4 diferentes combinações de primers 

(descritos na Tabela 5 e Figura 21). Além disso, para confirmar que o gene estava 

sendo expresso durante a indução, foi extraído o RNA total das células que ficaram 

144 horas em indução. Após a reação de transcrição reversa, o cDNA foi utilizado 

como molde com os mesmos conjuntos de primers utilizados anteriormente. A análise 

destes fragmentos confirmou que o inserto scEPG1 está presente no genoma da P. 

pastoris C21 e que está sendo expresso quando induzido em metanol. As análises 

individuais de cada fragmento podem ser observadas nos itens 6.4.3.1, 6.4.3.2, 

6.4.3.3 e 6.4.3.4. E a sequência obtida do DNA e cDNA estão no apêndice B e C. 

Tabela 5 - Primers utilizados para detectar a presença do inserto no clone Pichia pastoris C21 

Primers Região amplificada 
Tamanho esperado no clone 

P. pastoris C21 
(pPICzαA_scEPG1) 

Tamanho esperado no 
clone P. pastoris Vetor 

vazio (pPICzαA) 

“A1-AOX-F” e 
“A7-AOX-R” 

Região completa 
do locus AOX 

Mut+ = 1 banda 2,2kb + 
1 banda 1,899 pb 

MutS = 1 banda 1,899 pb 

1 banda 2,2 kb + 1 banda 
588 pb. 

“A4-cana_interno-F” e 
“A5-cana_interno-R” 

Região interna 
específica do gene 

da scEPG1 
1044 pb Não amplifica 

“Cana-F_KpnI_C1” e 
“Cana-R_XbaI_C2” 

Região completa da 
scEPG1 desde os 

sítios de clonagem 
1311 pb Não amplifica 

“A2-alpha-F” e        
“A3-cana_inicio-R” 

Região do fator 
alfa do vetor 

pPICzαA e início 
do gene da scEPG1 

742 pb Não amplifica 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Figura 21 - Esquema de anelamento dos primers específicos para scEPG1 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

7.4.3.1 Amplificação da região completa do locus AOX para definição do fenótipo 

Mut+ ou MutS do clone selecionado 

Foram utilizados os primers “A1-AOX-F” e “A7-AOX-R” para confirmação do 

fenótipo do clone C21. Estes primers amplificaram a região completa do locus AOX, 

onde o DNA correspondente à sequência codificante da scEPG1 foi inserido. A 

levedura P. pastoris possui dois genes AOX, sendo AOX1 e AOX 2. O sistema de 

clonagem com o vetor pPICzαA insere o gene na região do AOX1. O gene AOX1 

nativo possui 2.2 Kb e o inserto 1311 pb.  

O gene AOX2 é cerca de 97% homólogo ao AOX1, porém a metabolização do 

metanol pelo AOX2 é muito mais lenta do que pelo AOX1. A perda do gene AOX1 

implica na perda de maior parte da atividade da álcool oxidase, resultando em 

linhagens com fenótipo MutS (methanol utilization slow). Os outros possíveis fenótipos 

seriam Mut+ (methanol utilization plus) que se refere a linhagem com o gene AOX1 

funcional, mas também é possível encontrar linhagens com a deleção dos genes 

AOX1 e AOX2, apresentando o fenótipo Mut- sendo incapaz de metabolizar metanol 

como fonte única de carbono (Wang et al. 2017).  

Foi realizado previamente um teste bioquímico para detectar se a linhagem 

escolhida era Mut+ ou MutS (dados não mostrados) verificando a capacidade e o tempo 

de crescimento em meio mínimo com metanol (MMH). O clone C21 apresentou o 

fenótipo Mut+. Sendo assim, espera-se na reação de PCR com os primers AOX, a 

presença de duas bandas no gel de agarose (Figura 22).  
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificação do locus 
AOX do material genômico e transcrito do clone P. pastoris C21 e P. pastoris + vetor vazio 

 

Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA genômico do 
clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA genômico de P. pastoris transformada com o vetor 

vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando 
cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o 

plasmídeo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da 
reação (H2O) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor). 

 

No clone C21, é possível verificar tanto na amplificação com DNA genômico 

como na amplificação com o transcrito a presença das duas bandas nos tamanhos 

esperados (2.2 kb AOX nativo e 1.899 pb do inserto) (Figura 22). Além disso, observa-

se que a PCR utilizando o DNA extraído da levedura com o  vetor vazio a presença 

de apenas uma banda referente ao AOX1 nativo (2.2 kb) e o gene AOX do vetor 

pPICzαA de 588 pares de bases, confirmando o fenótipo Mut+ do clone selecionado, 

ou seja, apresentará as mesmas taxas de crescimento das linhagens selvagens 

quando cultivadas em meio contendo somente metanol como fonte de carbono. 

Estes resultados podem ser melhor interpretados observando a Figura 23, que 

apresenta os possíveis perfis fenotípicos. A amplificação por PCR empregando 

primers AOX a partir de DNA extraído de linhagens Mut+ gera duas bandas, uma delas 

correspondente ao gene AOX1 nativo (2.2 kb) e outra de 1,899 pb referente à 

construção do gene de interesse (1.311 kb) com o vetor (588 pb) (Figura 23-A). Se o 

clone escolhido fosse MutS isso indicaria a perda do locus AOX1, ficando apenas com 
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o locus AOX2 selvagem, que resultaria no crescimento lento em metanol, sendo 

representado por apenas uma banda de 1,899pb referente ao gene da scEPG1 + vetor 

(Figura 23-B). Quando a levedura é transformada apenas com o vetor vazio pPICzαA, 

é visível então a banda referente ao AOX1 nativo e o gene do vetor com 588 pares de 

bases (Figura 23-C) e caso a transformação não tivesse ocorrido, apresentaria o 

fenótipo de Pichia pastoris X33 selvagem, com a amplificação de apenas uma banda 

de 2.200 pb referente ao AOX1 nativo (Figura 23-D). 

Figura 23 – Esquema didático dos possíveis resultados da reação de PCR utilizando os primers A1-
AOX-F / A7-AOX-R 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

7.4.3.2 Amplificação de regiões específicas da scEPG1 – Região parcial interna. 

Para a confirmação da clonagem, foram utilizadas três diferentes combinações 

de primers, garantindo uma melhor cobertura e qualidade do resultado de 

sequenciamento.  

O par de primers utilizado para amplificação da região interna parcial da 

scEPG1 foi o “A4-cana_interno-F” e “A5-cana_interno-R”. O primer “A4-cana_interno-

F” anela no início do gene da scEPG1 e o “A5-cana_interno-R” anela no final do gene 
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da scEPG1, que produzem um  fragmento de 1044 pb. Como resultado, pode-se 

observar a presença da sequência alvo tanto quando se utiliza o DNA genômico 

extraído da linhagem transformada como molde, quanto no transcrito após a indução 

(Figura 24). 

Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificação da 
região interna parcial da scEPG1 com material genômico e transcrito do clone P. pastoris C21 e P. 

pastoris + vetor vazio 

 

Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA genômico do 
clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA genômico de P. pastoris transformada com o vetor 

vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando 
cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o 

plasmídeo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da 
reação (H2O) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor). 

 

7.4.3.3 Amplificação de regiões específicas da scEPG1 – Região completa. 

Outro par de primers utilizado foi o “Cana-F_KpnI_C1” e “Cana-R_XbaI_C2”, 

cujo emprego resulta na amplificação da sequência completa da scEPG1 começando 

no sítio da enzima de restrição utilizada da região 5’ (KpnI) e terminando na região do 

segundo sítio da enzima de restrição XbaI, tendo esse fragmento 1311 pares de bases 

(Figura 25). O resultado obtido confirma a correta clonagem do inserto na região do 

sítio múltiplo de clonagem do vetor pPICzαA. 
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Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificação da 
região completa da scEPG1 com material genômico e transcrito do clone P. pastoris C21 e P. pastoris 

+ vetor vazio 

 

Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA genômico do 
clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA genômico de P. pastoris transformada com o vetor 

vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando 
cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o 

plasmídeo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da 
reação (H2O) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor). 

 

7.4.3.4 Amplificação de regiões específicas da scEPG1 – Região entre o início do 

vetor pPICzαA e início da scEPG1 

E finalmente, o último par de primers utilizado foi o “A2-alpha-F” e “A3-

cana_inicio-R”. O primer “A2-alpha-F” anela na região do vetor que codifica o fator 

alfa, responsável pela exportação da proteína recombinante para o meio extracelular, 

enquanto o primer “A3-cana-inicio-R” amplifica a região interna do início do gene da 

EPG. Espera-se desta amplificação um fragmento de 742 pb. Os fragmentos obtidos 

a partir da amplificação usando como molde DNA genômico e cDNA confirmam a 

presença do gene de interesse no clone selecionado (Figura 26). A confirmação da 

presença do fator alfa de Saccharomyces cerevisiae ligado corretamente ao inserto 

da scEPG1 sugere que ocorrerá a correta exportação da proteína recombinante ao 

meio extracelular. 
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Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por PCR da amplificação da 
região parcial do vetor pPICzαA e região parcial da scEPG1 com material genômico e transcrito do 

clone P. pastoris C21 e P. pastoris + vetor vazio 

 
Legenda: Na canaleta 1: Ladder 1kb Plus (Invitrogen), canaleta 2: PCR utilizando DNA genômico do 

clone C21, canaleta 3: PCR utilizando o DNA genômico de P. pastoris transformada com o vetor 
vazio, canaleta 4: PCR utilizando cDNA do clone produtor do clone C21, canaleta 5: PCR utilizando 

cDNA de P. pastoris transformada com o vetor vazio, canaleta 6: controle positivo utilizando o 
plasmídeo contendo a sequencia codificante da EPG como molde, canaleta 7: controle negativo da 

reação (H2O) e canaleta 8: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) (Fonte: elaborado pelo autor). 

O sequenciamento e alinhamento de todos os fragmentos obtidos aqui, tanto 

com DNA genômico como molde quanto com cDNA, apresentaram 100% de 

identidade com a sequência de nucleotídeos desenhada para a expressão da proteína 

(Apêndice B e C) confirmando a correta inserção e fase de leitura do gene da scEPG1. 

7.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. 

Os extratos brutos das culturas com o mutante P. pastoris X33_scEPG1 e a 

linhagem X33 transformada somente com o vetor vazio foram precipitados e este 

material foi amplificado em gel de poliacrilamida para análise das diferentes proteínas 

separadas por peso molecular. Estima-se que a enzima recombinante possua 60,1 

kDa. Entretanto, pode haver até seis glicosilações, que afetariam diretamente o 

tamanho da enzima. Heimo et al. (1997) observaram uma diferença de 

aproximadamente 10 kDa na expressão em Pichia pastoris do domínio catalítico da 

glicoamilase de Aspergillus awamori que foi atribuída a três possíveis glicosilações. 
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Na Figura 27, é possível verificar a presença de bandas de proteínas de 

diferentes tamanhos, sendo a mais intensa uma próxima à banda do marcador de 75 

kDa. Este aumento de pode ser atribuído ao padrão de glicosilação. É possível 

verificar também que a intensidade desta banda aumenta gradativamente em relação 

ao tempo de indução.  

Lang and Looman (1995) expressaram uma poligalacturonase de Aspergillus 

niger em Saccharomyces cerevisiae. O tamanho aparente da enzima recombinante 

era levemente maior do que a enzima nativa (38,4 kDa e 37,3 kDa respectivamente). 

Esta variação de massa molecular pode ser pela diferença no padrão de glicosilação 

entre as duas proteínas. Segundo o preditor “NetOGlyc 4.0”, esta enzima pode ter até 

seis glicosilações, e este fator também influenciaria no tamanho esperado da proteína. 

Além disso, a enzima álcool oxidase codificada pelos genes AOX1 e AOX2 

possui o peso molecular de 72 kDa (Ellis et al. 1985). Esta enzima, por ter o peso 

molecular aproximado da enzima heteróloga, dificulta a visualização no gel, e explica 

a presença de bandas do mesmo tamanho nos extratos produzidos pela linhagem 

transformada apenas com o vetor vazio (Figura 28). 

Figura 27 – Eletroforese em gel de poliacrilamida com extratos brutos obtidos da linhagem mutante P. 
pastoris X33_scEPG1 em diferentes tempos de indução. 

 
Legenda: Na primeira canaleta: marcador de peso molecular “Precision Plus Protein”, na canaleta 2: 
extrato bruto com 24h de indução, canaleta 3: extrato bruto com 48h de indução, canaleta 4: extrato 
bruto com 72h de indução, canaleta 5: extrato bruto com 120h de indução, canaleta 6: extrato bruto 

com 144h de indução (Fonte: elaborado pelo autor). 
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Figura 28 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com extratos brutos obtidos da linhagem mutante P. 
pastoris X33 + Vetor vazio em diferentes tempos de indução.  

 

 

Legenda: Na primeira canaleta: marcador de peso molecular “Precision Plus Protein”, na canaleta 2: 
extrato bruto com 24h de indução, canaleta 3: extrato bruto com 48h de indução, canaleta 4: extrato 
bruto com 72h de indução, canaleta 5: extrato bruto com 120h de indução, canaleta 6: extrato bruto 

com 144h de indução (Fonte: elaborado pelo autor). 
 

7.6 Otimização da expressão da enzima recombinante 

Para a obtenção de uma maior concentração de scEPG1 recombinante no 

conteúdo extracelular, foram realizadas variações na densidade celular no início da 

indução, concentração final de metanol, temperatura de cultivo e velocidade 

rotacional. 

Diferentes testes foram realizados sem sucesso, envolvendo: (a) variação da 

concentração final de metanol. Esta modificação mostrou um aumento de proteínas 

totais na concentração final de 1,5%, sendo esta mantida nos experimentos 

posteriores; (b) aumento da densidade celular (OD600) no começo da indução, 

variando de OD 1,0, OD 3,0 e OD 6,0. Esta otimização mostrou maiores valores de 

proteínas totais quando utilizada a OD 1,0; (c) variação na temperatura de cultivo. 

Foram testadas culturas crescidas a 22˚C, 25˚C, 28˚C e 30˚C, sendo a cultura crescida 

a 28˚C a melhor produtora de proteínas totais e (d) variação na rotação no cultivo. 
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Foram também testadas culturas crescidas a 180 RPM e 250 RPM. As culturas 

crescidas a 180 RPM apresentaram maiores valores de proteínas totais (Tabela 6). 

Tabela 6 - Otimização da expressão de proteínas totais pelo clone C21 (Pichia pastoris 
X33_pPICZαA_scEPG1) 

Volume da cultura 
OD600 inicial 

na fase de 
indução 

Concentração 
final de 
Metanol 

Temperatura Agitação 

800 µL  
(Placas deep weel 2 mL) 

OD600: 1.0 0.5 % 30 ˚C 250 RPM 

25 mL  
(Frascos de 250 mL) 

OD600: 1.0 
0.5 % 
1.0 % 
1.5 % 

30 ˚C 250 RPM 

25 mL  
(Frascos de 250 mL) 

OD600: 1.0 
OD600: 3.0 
OD600: 6.0 

1.5 % 30 ˚C 250 RPM 

25 mL  
(Frascos de 250 mL) 

OD600: 1.0 1.5 % 

22 ˚C 
25 ˚C 
28 ˚C 
30 ˚C 

250 RPM 

200 mL  
(Frascos de 2 L) 

OD600: 1.0 1.5 % 28 ˚C 
180 RPM 
250 RPM 

200 mL  
(Frascos de 2 L) - 

Otimizado 
OD600: 1.0 1.5 % 28 ˚C 180 RPM 

Legenda: em vermelho, os maiores valores de proteínas totais obtidos. Fonte: elaborado pelo autor 

O tempo de indução pode variar na expressão de algumas proteínas. Luiz 

(2011), expressando o peptídeo antimicrobiano abaecina do himenóptero Apis 

mellifera em Pichia pastoris, observou que a proteína heteróloga só foi detectada a 

partir de 72 horas. Araújo (2008) também apresentou dados em que a proteína 

quimosina apresenta maior concentração entre os tempos de indução 72 e 96 horas. 

O resultado obtido no trabalho reflete a quantidade de proteínas totais, com pico em 

96 horas, apresentando 2,27 mg/ml. Faber et al., (1995) discutem que Pichia pastoris 

secreta níveis relativamente baixos de proteínas endógenas, e que cerca de 80-90% 

das proteínas totais do sobrenadante correspondem à proteína heteróloga. 

A comparação da curva de crescimento e conteúdo de proteínas totais do 

protocolo otimizado com o protocolo padrão sugerido pelo “Pichia expression Kit 

(Invitrogen)” - que indica a indução com 0,5% de metanol, 30˚C e 250-300 RPM - 

demonstra que a otimização da indução elaborada no presente trabalho (1,5% de 

metanol, 28˚C e 180 RPM) foi mais eficiente para a produção de proteínas (Figura 29). 
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Figura 29 - Otimização da expressão de proteínas totais do clone P. pastoris C21 

 

Legenda: Linhas pretas indicam a quantidade de proteínas totais pelo método de Bradford em mg/mL 
e linhas vermelhas a densidade celular da cultura em células/mL. Linhas contínuas indicam a 

otimização do protocolo utilizada neste trabalho e linhas tracejadas o protocolo padrão de expressão 
recomendado pelo fabricante (Fonte: elaborado pelo autor). 

 

Os valores utilizados neste gráfico (Figura 29) são referentes à média obtida 

nas linhagens mutantes X33_C21 subtraída dos valores obtidos para as culturas com 

o vetor vazio. Todos os valores obtidos para ambas as culturas podem ser 

encontrados no Apêndice E. 

Santoso et al. (2012) testaram diferentes concentrações de metanol e tempos 

de indução para o hormônio glicoproteico eritropoetina humana. Para tal, testaram 

uma variação de metanol de 0 a 20% na concentração final e tempos de indução de 

24 a 144 horas. Os autores concluíram que para esta proteína a melhor condição seria 

2,5% de metanol em 48 horas de indução. 

A temperatura ótima para Pichia pastoris é 30°C. Entretanto, neste trabalho, a 

temperatura de 28°C teve melhores resultados. Foi descrito previamente que menores 

temperaturas durante a fase indução são benéficas para expressão extracelular, pois 

podem prevenir o “estresse secretório” e a formação de corpos de inclusão, sendo 

vantajoso para o processamento correto de proteínas (Sato et al. 2009; Jin et al. 2010). 
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Estes resultados mostram que as condições ótimas de expressão de uma 

proteína heteróloga em Pichia pastoris podem variar e confirmam a necessidade da 

otimização da indução para cada proteína. 

7.7 Detecção da atividade enzimática 

A fim de confirmar se as proteínas expressas possuíam atividade enzimática, 

diversos ensaios foram empregados. A atividade de pectinase pode ser detectada em 

placas de ágar com poligalacturonatos. Esta atividade é visualizada por vermelho de 

rutênio, iodo ou pela incubação das placas com soluções sais de amônio quaternário 

(McKay 1988). Esta atividade também é comumente quantificada pela liberação de 

açúcares redutores através de métodos colorimétricos por DNS (Mopper and Melvin 

Gindler 1973; McFeeters 1980; Fox and Robyt 1991) e Somogyi-Nelson (Nelson 1944; 

Somogyi 1952) ou pela variação na viscosidade na reação. Entretanto, as medidas de 

viscosidade possuem uma limitação por não possuírem uma correlação linear entre a 

redução da viscosidade e o número de hidrólises ocorridas no substrato (Jayani et al. 

2005). 

Os ensaios realizados em placa apresentaram halos de degradação da pectina 

quando utilizados os extratos brutos obtidos da indução após 144 horas da 

X33_pPICZαA_scEPG1, enquanto o extrato bruto produzido pelo controle negativo da 

levedura com o vetor vazio X33_pPICzαA não apresentou halos de degradação da 

pectina. Sendo assim, este método foi utilizado para confirmação de forma qualitativa 

da atividade enzimática (Figura 20). 

Os métodos quantitativos utilizados neste trabalho se baseiam na medida de 

açúcar redutor liberado após a hidrólise enzimática. A diferença dessa metodologia 

em relação a outros métodos de determinação de açúcares redutores é a 

sensibilidade do método, cuja faixa de determinação situa-se entre 25 e 500 mg/L, 

entretanto esta reação não é específica, podendo sofrer interferência de outros 

componentes redutores (Maldonade et al. 2013). 

O ensaio enzimático com a scEPG1 pelo método de Somogyi-Nelson não 

apresentou resultados diferenciais entre o clone produtor da scEPG1 e o controle 

vetor vazio (dados não mostrados) e por isso não foi utilizado nos ensaios posteriores. 

Já o método por DNS apresentou resultados diferenciais e a partir disso, foi realizada 
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a otimização do ensaio. Breuil and Saddler (1985) observaram as principais diferenças 

entre métodos de DNS e Somogyi-Nelson. Utilizaram a enzima endo-1,4-β-d-

glicanase de T. harzianum e verificaram que os valores obtidos com o ensaio de DNS 

foram sempre consideravelmente superiores aos obtidos com o ensaio de Somogyi-

Nelson. 

O pico de atividade da scEPG1 usando o ensaio de DNS foi observado 

correspondente após 22 horas de incubação, quando foi atingida a concentração de 

0,136 U/mL. A partir deste ensaio,  este o tempo foi definido para os ensaios de 

variação de temperatura e pH. 

7.7.1 Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade enzimática 

Os ensaios conduzidos neste trabalho levaram à observação que a 

endopoligalacturonase recombinante apresentou maiores níveis de atividade sobre 

ácido poligalacturônico na temperatura de 45 ˚C por 22 horas (Figura 30). Em relação 

ao pH, dentro da faixa testada o valor máximo de atividade foi obtido quando da 

incubação com substrato dissolvido no tampão acetato de sódio 50mM pH 5,0 (Figura 

31). O valor de pH ótimo obtido na enzima recombinante scEPG1 se encontra muito 

próxima ao seu ponto isoelétrico (pI teórico de 5,30). Este valor ótimo de pH pode 

denominar a enzima scEPG1 como uma pectinase ácida.  

Dentre os parâmetros cinéticos testados, a temperatura e o pH têm 

fundamental relevância, principalmente em aplicações biotecnológicas. O coquetel 

enzimático Celluclast® é um produto derivado do fungo Trichoderma reesei sendo rico 

em celulases. A aplicação de enzimas acessórias neste coquetel pode ser realizada, 

entretanto é importante que possuam atividade em pH e temperatura próximos. O 

manual deste produto indica que estas enzimas possuem atividade ótima entre 50 e 

60 °C e a faixa de pH entre 4,5 e 6.0 (Sørensen et al. 2007). 

Pectinases ácidas são amplamente utilizadas na indústria de sucos e vinhos e 

são comumente produzidas por fungos, principalmente Aspergillus niger (Pedrolli et 

al. 2009). Isso demonstra que a endopoligalacturonase recombinante pode apresentar 

aplicabilidade industrial não somente contexto de bioenergia, mas também em outros 

setores. 

Pectinases de fungos filamentosos como Cryphonectria parasitica,  Mucor 

circinelloides, Aspergillus niger, Penicillium frequentans, Sclerotium rolfsii, Mucor 
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flavus e leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus 

apresentam valores similares de temperatura ótima (entre 30 – 55 ˚C) e pH (entre 3.5 

– 5.5) (Gao and Shain 1994; Blanco et al. 1994; Channe and Shewale 1995; Serrat et 

al. 2002; Gadre et al. 2003; Thakur et al. 2010; Borin et al. 2015; Abdulrachman et al. 

2017). Em plantas, a pectinase produzida pela planta Muntingia calabura possui a 

temperatura ótima de 40˚C e pH 4,0 (Gayathri et al. 2007). Por outro lado, pectinases 

de bactérias como Bacillus sp. possuem a temperatura ótima um pouco acima da 

encontrada neste trabalho, variando de 60 a 75 ˚C e o pH entre 5 e 10,5 (Javaid Asad 

M et al. 2015). 

Os resultados dos ensaios de efeito de temperatura e pH foram expressos em 

atividade relativa, sendo que o valor de 100% de atividade obtida nas seguintes 

condições: Temperatura 45 ˚C e pH 5,0 por 22 horas, apresentando o valor de 0,136 

U/mL. Os valores brutos obtidos nestas reações podem ser encontrados no Apêndice 

F. 

O baixo valor de atividade em ácido poligalacturônico já foi observado em 

trabalhos anteriores de caracterização de uma poligalacturonase D, produzida por A. 

niger. Tais trabalhos demonstraram que o substrato pode influenciar diretamente na 

atividade da enzima, e devido à grande variedade de tipos de pectina existentes é 

importante realizar diferentes ensaios enzimáticos com uma maior variedade de 

substratos e diferentes graus de polimerização (Pařenicová et al. 2000).   
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Figura 30 - Efeito da temperatura sobre a atividade enzimática 

 

Fonte: elaborado pelo autor 
 
 

Figura 31 - Efeito do pH sobre a atividade enzimática 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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7.7.2 Efeito de íons metálicos, agentes redutores, detergentes e quelantes sobre a 

atividade pectinolítica da scEPG1 

Alguns componentes orgânicos ou inorgânicos podem modificar a atividade das 

enzimas, atuando como inibidores ou ativadores. Quando atuam como ativadores, 

estes aceleram a reação enzimática por promoverem o estado ativo da enzima ou do 

substrato, estabilizando a conformação do seu sítio ativo. Dados da literatura sugerem 

que muitas enzimas pectinolíticas podem ser dependentes de alguns íons metálicos, 

os quais facilitam a interação entre o sítio catalítico e o substrato, promovendo a 

formação do produto (Kobayashi and Palumbo 2000; Kaur et al. 2004). 

As proteínas podem ser desnaturadas pela presença de agentes redutores 

como β-mercaptoetanol, Ditiotreitol (DTT) ou pelo detergente dodecil sulfato de sódio 

(SDS). Estes interferentes reduzem as ligações dissulfeto tornando regiões das 

proteínas mais acessíveis (Alfenas and Brune 1998). Íons de sais e metais como 

sódio, ferro, potássio e cálcio costumar estar associados a enzimas, enquanto metais 

pesados como cobalto, cobre e zinco geralmente possuem efeitos inibidores. O 

quelante etilenodiaminotetraacetato (EDTA) remove os íons cálcio que interagem com 

a pectina, tornando-a mais acessível. Entretanto, algumas enzimas possuem átomos 

de metais associados às suas estruturas ou na função de cofatores, podendo estes 

serem afetados pelo EDTA, que tende a remover estes metais e consequentemente 

prejudicar o funcionamento normal destas enzimas (Niaz et al. 2011). 

Com o objetivo de melhorar a atividade enzimática obtida até o momento, 

alguns reagentes foram adicionados à reação com scEPG1. Como resultado, pode-

se observar que a adição de sais, detergentes e quelantes atuaram como inibidores 

da atividade enzimática. Por outro lado, a adição do agente redutor (Ditiotreitol – DTT) 

apresentou valores superiores de atividade quando comparados com o controle sem 

adição de sais (Figura 32) 

Celestino et al. (2006) observaram na pectinase produzida por Acrophialophora 

nainiana que a adição de íons como Cu2+, Ca2+, Fe2+, Al3+ Mn2+ e Zn2 apresentou 

resultados similares de inibição em uma faixa de 40 – 70% e a adição de DTT 

aumentou a atividade enzimática em até 140%. Por outro lado, o agente redutor β-

mercaptoetanol apresentou resultados diferentes dos daqui obtidos, onde foi 

observado o efeito estimulatório de atividade em 80%. Já no presente trabalho, houve 
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efeito inibitório de cerca de 45% quando do emprego desse reagente, assim como 

para a endopoligalacturonase de Sporotrichum thermophile (Kaur et al. 2004). 

Resultados similares com uma pectinase de Bacillus subtilis foram encontrados 

quando frente ao SDS e β-mercaptoetanol houve redução da atividade (Oumer and 

Abate 2017). Outros estudos com poligalacturonases de Bacillus sp. e S. thermophile 

mostraram que esta enzima foi estimulada pela adição de Mn2+ e Fe2+, mas inibida 

por Cu2+ e Zn2+ (Kobayashi and Palumbo 2000; Kaur et al. 2004).  

Estes agentes podem apresentar resultados distintos entre diferentes enzimas 

pois grupos essenciais podem estar inacessíveis e consequentemente não serem 

modificados pelo agente utilizado. Além disso, a modificação de grupos distantes do 

sítio ativo pode promover mudanças conformacionais e consequente perda de 

atividade enzimática (Kashyap et al. 2001; Malheiros Ferreira et al. 2004).  

Figura 32 - Efeito de interferentes sobre a atividade enzimática 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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(DTT) já foi reportado anteriormente em outras enzimas com atividade de pectinase. 

Celestino et al. (2006) caracterizaram uma enzima com atividade de 
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relativa em 140%. Amid et al. (2014) obteve resultados similares, onde a adição de 

5mM de DTT causou um aumento de 10% na atividade enzimática de uma pectinase 

termoalcalina de pitaya (Hylocereus polyrhizus). 

A adição do agente redutor DTT a 18mM causou um estímulo de 70% na 

atividade da scEPG1 pelo método DNS. Este resultado poderia indicar que os 

resíduos de L-cisteína estariam envolvidos na ligação de hidrogênio com o substrato 

e no dobramento enzimático (Malheiros Ferreira et al. 2004). Além disso, essa 

ativação pode ser atribuída à redução no tamanho do agregado pela destruição das 

ligações dissulfeto intermoleculares e proteção dos grupos tiol que estabilizam a 

estrutura tridimensional da enzima (Khedher et al. 2008).  

Para determinar a melhor concentração de DTT na reação enzimática, foram 

adicionadas diferentes concentrações deste agente redutor (de 1 a 80 mM), onde a 

melhor concentração de DTT foi de 60mM (Figura 33). Entretanto, é possível verificar 

que o extrato do vetor vazio utilizado como controle também apresentou um aumento 

de atividade em relação ao aumento da concentração de DTT. Considerando que para 

estes ensaios enzimáticos foi utilizado o extrato bruto da levedura transformada e que 

o extrato utilizado como controle do vetor vazio também apresentou valores de 

atividade enzimática, é possível que haja alguma proteína no sobrenadante que possa 

ter influenciado este resultado.  Isto significa que apenas parte do resultado observado 

com a adição de DTT pode ser de fato atribuída a um efeito sobre a enzima scEPG1. 

Não se pode descartar a possibilidade de que grande parte deste aumento se deva a 

alguma interferência no método do DNS. 
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Figura 33 - Variação na concentração de DTT sobre a atividade enzimática 

 

Fonte: elaborado pelo autor 
 

Diversos estudos mostraram que é possível identificar in vitro, pelo método 

DNS, uma interferência pela atividade de outra enzima chamada desulfurase quando 

há a presença desta enzima, de L-cisteína e de Ditiotreitol (DTT) (Zheng et al. 1993; 

Frazzon et al. 2007). A enzima desulfurase de cisteína, envolvida na biogênese do 

cluster de ferro-enxofre (Fe/S) é necessária para a tio-modificação pós-transcricional 

de RNAt mitocondrial e citoplasmático. É descrito na literatura a presença do gene 

responsável pela expressão da enzima desulfurase (Nfs1) no genoma de Pichia 

pastoris (Love et al. 2016), o que pode explicar essa resultado obtido no ensaio com 

o sobrenadante da P. pastoris com o vetor vazio. 

Desta forma, para verificar se realmente não havia atividade enzimática no 

extrato do controle vazio com ou sem a adição de DTT, foi realizado um ensaio em 

placa, onde foi observado que no extrato da scEPG1 sem DTT (Figura 34-A) e com 

DTT (Figura 34-C) havia atividade pectinolítica, enquanto nas placas com o extrato do 

vetor vazio sem DTT (Figura 34-B) e com DTT (Figura 34-D) não havia atividade 

enzimática.   
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Figura 34 - Ensaio em placa de atividade pectinolítica com o extrato bruto da scEPG1 e vetor vazio 
com e sem a adição de DTT. 

  

  
Legenda: (A) scEPG1 sem DTT, (B) vetor vazio sem DTT, (C) scEPG1 com DTT e (D) vetor vazio 

sem DTT – setas indicam o halo de atividade enzimática (Fonte: elaborado pelo autor). 
 

7.8 Sacarificação da biomassa de cana-de-açúcar 

Após a adição da scEPG1 ao coquetel enzimático Celluclast 1.5L 

(Novozymes®) foi possível observar que não houve diferença estatística entre os 

extratos enzimáticos brutos da scEPG1 e o vetor vazio (Figura 35). Entretanto é 

necessário salientar que este é um ensaio preliminar realizado com o extrato bruto do 

sobrenadante. É possível que haja interferentes no meio de cultura que possam 

influenciar no resultado obtido. Ensaios futuros com diferentes concentrações da 

enzima e a utilização da enzima purificada podem fornecer resultados mais 

específicos sobre a atividade da enzima frente à biomassa de cana-de-açúcar. 

 

 

 

B A 

C D 
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Figura 35 - Sacarificação da biomassa de cana-de-açúcar com coquetel enzimático + scEPG1 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
 

Os dados brutos utilizados para a construção do gráfico acima podem ser 

encontrados na Tabela 7. 

Tabela 7 - Dados brutos de sacarificação da biomassa de cana-de-açúcar 

Amostra Glicose (g/L) 

Celluclast (1) 24,54 

Celluclast (2) 27,10 

Celluclast (3) 24,95 

Celluclast + Vetor vazio (1) 28,34 

Celluclast + Vetor vazio (2) 29,66 

Celluclast + Vetor vazio (3) 27,52 

scEPG1 (1) 10,90 

scEPG1 (2) 22,47 

scEPG1 (3) 21,65 

Celluclast + scEPG1 (1) 30,99 

Celluclast + scEPG1 (2) 34,87 

Celluclast + scEPG1 (3) 32,64 

scEPG1 Celluclast + 
scEPG1 

Celluclast + 
Vetor vazio 

Celluclast  
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8. RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS OBTIDOS 

 Construção plasmidial do vetor pPICZαA contendo o gene scEPG1  

 Obtenção do clone de Pichia pastoris X33 produtor da scEPG1 

extracelular ativa. 

 Otimização do protocolo de expressão da enzima alterando fatores como 

temperatura, rotação e concentração final de metanol 

 Determinação dos parâmetros enzimáticos da scEPG1 sobre 

temperatura, termoestabilidade, pH e efeito de interferentes. 

 A adição da scEPG1 ao coquetel enzimático comercial não apresentou 

diferenças estatísticas em relação ao rendimento de açúcares solúveis 

da biomassa de cana-de-açúcar nos ensaios preliminares. 
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9. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

A endopoligalacturonase de Saccharum sp. foi eficientemente expressa em 

sistema de expressão heterólogo com Pichia pastoris X33. O mutante produtor desta 

enzima produziu os maiores valores de proteínas totais com 96 horas de indução com 

metanol. O extrato bruto obtido apresentou melhores valores de atividade enzimática 

quando incubada por 22 horas a 45 ˚C em tampão acetato de sódio pH 5,0, sofrendo 

interação positiva do agente redutor DTT a 60 mM. 

Ensaios futuros de purificação desta enzima e obtenção dos parâmetros 

cinéticos poderão auxiliar na compreensão do modo de ação e especificidade pelo 

substrato. 

A scEPG1 parece ter bom potencial para uso em biotecnologia, seja em 

aplicações como as de produção de sucos processados ou produção de vinho, seja 

para aplicação em bioenergia.  
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The precise disassembly of the extracellular matrix of some plant species used as 

feedstocks for bioenergy production continues to be a major barrier to reach reasonable 

cost effective bioethanol production. One solution has been the use of pretreatments, 

which can be effective, but increase even more the cost of processing and also lead to 

loss of cell wall materials that could otherwise be used in industry. Although pectins 

are known to account for a relatively low proportion of walls of grasses, their role    in 

recalcitrance to hydrolysis has been shown to be important. In this mini-review, we 

examine the importance of pectins for cell wall hydrolysis highlighting the work 

associated with bioenergy. Here we focus on the importance of endopolygalacturonases 

(EPGs) discovered to date. The EPGs cataloged by CAZy were screened, revealing 

that most sequences, as well as the scarce structural work performed with EPGs, are 

from fungi (mostly Aspergillus niger). The comparisons among the EPG from different 

microorganisms, suggests that EPGs from bacteria and grasses display higher similarity 

than each of them with fungi. This compilation strongly suggests that structural and 

functional studies of EPGs, mainly from plants and bacteria, should be a priority of 

research regarding the use of pectinases for bioenergy production purposes. 

Keywords: bioethanol, pectinase, endopolygalacturonase, grasses, cell wall, bioenergy, ethanol  

 

 

INTRODUCTION 

Bioenergy can be produced from several species and in different ways. The basic idea is to 

transform hydrocarbons produced by plants and algae –mostly in the form of sugars and lipids– 

into compounds similar to gasoline, diesel, and ethanol. In the latter case, there are only a handful 

of plant species that have been considered or effectively used for bioenergy production in large 

scale. Among these there are the ones that produce high concentrations of sucrose (e.g., sugarcane 

and sugar beet), starch (e.g., maize), lignocellulose from woody materials (e.g., poplar and willow) 

or grasses (e.g., corn stove, switchgrass, miscanthus, and sugarcane) (De Souza et al.,2013a). Other 

residues, such as apple pomace, citrus, and sugar beet, which are rich in pectins have been suggested 

as possible sources of carbon for bioethanol production (Edwards and Doran-Peterson,2012). 

Maize (Zea mays) and sugarcane (Saccharum sp.) are the main feedstocks used in large scale for 

bioethanol generation, with the USA and Brazil being the world’s largest producers (RFA,2015). 

The bioethanol from sugarcane can be produced at lower costs in comparison to maize (Méjean 

and Hope,2010) probably due to the energy balance in the production process which has been 

optimized since the early 20th century (De Souza et al.,2013a;Loqué et al.,2015). 















Sequenciamento - X33_scEPG1

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                              10         20         30         40         50         60       
Molde - Construção   AAACGCTGTC TTGGAACCTA ATATGACAAA AGCGTGATCT CATCCAAGAT GAACTAAGTT 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        AAACGCTGTC TTGGAACCTA ATATGACAAA AGCGTGATCT CATCCAAGAT GAACTAAGTT 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                              70         80         90        100        110        120       
Molde - Construção   TGGTTCGTTG AAATGCTAAC GGCCAGTTGG TCAAAAAGAA ACTTCCAAAA GTCGGCATAC 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        TGGTTCGTTG AAATGCTAAC GGCCAGTTGG TCAAAAAGAA ACTTCCAAAA GTCGGCATAC 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             130        140        150        160        170        180       
Molde - Construção   CGTTTGTCTT GTTTGGTATT GATTGACGAA TGCTCAAAAA TAATCTCATT AATGCTTAGC 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        CGTTTGTCTT GTTTGGTATT GATTGACGAA TGCTCAAAAA TAATCTCATT AATGCTTAGC 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             190        200        210        220        230        240       
Molde - Construção   GCAGTCTCTC TATCGCTTCT GAACCCCGGT GCACCTGTGC CGAAACGCAA ATGGGGAAAC 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        GCAGTCTCTC TATCGCTTCT GAACCCCGGT GCACCTGTGC CGAAACGCAA ATGGGGAAAC 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             250        260        270        280        290        300       
Molde - Construção   ACCCGCTTTT TGGATGATTA TGCATTGTCT CCACATTGTA TGCTTCCAAG ATTCTGGTGG 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        ACCCGCTTTT TGGATGATTA TGCATTGTCT CCACATTGTA TGCTTCCAAG ATTCTGGTGG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             310        320        330        340        350        360       
Molde - Construção   GAATACTGCT GATAGCCTAA CGTTCATGAT CAAAATTTAA CTGTTCTAAC CCCTACTTGA 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        GAATACTGCT GATAGCCTAA CGTTCATGAT CAAAATTTAA CTGTTCTAAC CCCTACTTGA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             370        380        390        400        410        420       
Molde - Construção   CAGCAATATA TAAACAGAAG GAAGCTGCCC TGTCTTAAAC CTTTTTTTTT ATCATCATTA 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        CAGCAATATA TAAACAGAAG GAAGCTGCCC TGTCTTAAAC CTTTTTTTTT ATCATCATTA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             430        440        450        460        470        480       
Molde - Construção   TTAGCTTACT TTCATAATTG CGACTGGTTC CAATTGACAA GCTTTTGATT TTAACGACTT 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        TTAGCTTACT TTCATAATTG CGACTGGTTC CAATTGACAA GCTTTTGATT TTAACGACTT 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             490        500        510        520        530        540       
Molde - Construção   TTAACGACAA CTTGAGAAGA TCAAAAAACA ACTAATTATT CGAAACGATG AGATTTCCTT 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        TTAACGACAA CTTGAGAAGA TCAAAAAACA ACTAATTATT CGAAACGATG AGATTTCCTT 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             550        560        570        580        590        600       
Molde - Construção   CAATTTTTAC TGCTGTTTTA TTCGCAGCAT CCTCCGCATT AGCTGCTCCA GTCAACACTA 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        CAATTTTTAC TGCTGTTTTA TTCGCAGCAT CCTCCGCATT AGCTGCTC-- ---------- 

Apêndice B - Sequências obtidas do DNA genômico e transcrito do clone P. pastoris scEPG1



                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             610        620        630        640        650        660       
Molde - Construção   CAACAGAAGA TGAAACGGCA CAAATTCCGG CTGAAGCTGT CATCGGTTAC TCAGATTTAG 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             670        680        690        700        710        720       
Molde - Construção   AAGGGGATTT CGATGTTGCT GTTTTGCCAT TTTCCAACAG CACAAATAAC GGGTTATTGT 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             730        740        750        760        770        780       
Molde - Construção   TTATAAATAC TACTATTGCC AGCATTGCTG CTAAAGAAGA AGGGGTATCT CTCGAGAAAA 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             790        800        810        820        830        840       
Molde - Construção   GAGAGGCTGA AGCTGAATTC ACGTGGCCCA GCCGGCCGTC TCGGATCGGT ACCGGCGCGT 
scEPG1 - DNA         -------TGA AGCTGAATTC ACGTCGCCCA GCCGGCCGTC TCGGATCGGT ACCGGCGCGT 
scEPG1 - cDNA        ---------- ---------- ---------A GCCGGCCGTC TCGGATCGGT ACCGGCGCGT 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             850        860        870        880        890        900       
Molde - Construção   CGTCCGGGGG GCCTGGATGC CGGAAGCACG TGGCGAAGGT CAGGGAGTAC GGCGCGGTGG 
scEPG1 - DNA         CGTCCGGGGG GCCTGGATGC CGGAAGCACG TGGCGAAGGT CAGGGAGTAC GGCGCGGTGG 
scEPG1 - cDNA        CGTCCGGGGG GCCTGGATGC CGGAAGCACG TGGCGAAGGT CAGGGAGTAC GGCGCGGTGG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             910        920        930        940        950        960       
Molde - Construção   GGGACGGGAG GACGCTCAAC ACGGCGGCGT TCGCCAGGGC GGTGGCGGAC CTGTCGCGGC 
scEPG1 - DNA         GGGACGGGAG GACGCTCAAC ACGGCGGCGT TCGCCAGGGC GGTGGCGGAC CTGTCGCGGC 
scEPG1 - cDNA        GGGACGGGAG GACGCTCAAC ACGGCGGCGT TCGCCAGGGC GGTGGCGGAC CTGTCGCGGC 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             970        980        990        1000       1010       1020      
Molde - Construção   GCGCGCGCGA CGGCGGCGCG GCGCTGGTGG TGCCGCCGGG GAAGTGGCTC ACGGGGCCCT 
scEPG1 - DNA         GCGCGCGCGA CGGCGGCGCG GCGCTGGTGG TGCCGCCGGG GAAGTGGCTC ACGGGGCCCT 
scEPG1 - cDNA        GCGCGCGCGA CGGCGGCGCG GCGCTGGTGG TGCCGCCGGG GAAGTGGCTC ACGGGGCCCT 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1030       1040       1050       1060       1070       1080      
Molde - Construção   TCAACCTCAC AAGCTGCTTC ACGCTCTACC TCGACGAGGG CGCCGAGATC CTCGCGTCCC 
scEPG1 - DNA         TCAACCTCAC AAGCTGCTTC ACGCTCTACC TCGACGAGGG CGCCGAGATC CTCGCGTCCC 
scEPG1 - cDNA        TCAACCTCAC AAGCTGCTTC ACGCTCTACC TCGACGAGGG CGCCGAGATC CTCGCGTCCC 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1090       1100       1110       1120       1130       1140      
Molde - Construção   AGGACATGAA CCATTGGCCC CTCATAGCTC CCCTGCCGTC TTACGGGAGA GGAAGGGACG 
scEPG1 - DNA         AGGACATGAA CCATTGGCCC CTCATAGCTC CCCTGCCGTC TTACGGGAGA GGAAGGGACG 
scEPG1 - cDNA        AGGACATGAA CCATTGGCCC CTCATAGCTC CCCTGCCGTC TTACGGGAGA GGAAGGGACG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1150       1160       1170       1180       1190       1200      
Molde - Construção   AGCCTGGCCC AAGGTACATC AATTTCATTG GAGGATCCAA TCTCACTGAC GTCATCATCA 
scEPG1 - DNA         AGCCTGGCCC AAGGTACATC AATTTCATTG GAGGATCCAA TCTCACTGAC GTCATCATCA 
scEPG1 - cDNA        AGCCTGGCCC AAGGTACATC AATTTCATTG GAGGATCCAA TCTCACTGAC GTCATCATCA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1210       1220       1230       1240       1250       1260      
Molde - Construção   CAGGTAAAAA TGGAACAATC AACGGGCAGG GGCAAGTCTG GTGGGACAAG TTCCATGCCA 



scEPG1 - DNA         CAGGTAAAAA TGGAACAATC AACGGGCAGG GGCAAGTCTG GTGGGACAAG TTCCATGCCA 
scEPG1 - cDNA        CAGGTAAAAA TGGAACAATC AACGGGCAGG GGCAAGTCTG GTGGGACAAG TTCCATGCCA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1270       1280       1290       1300       1310       1320      
Molde - Construção   AGGAGCTCAA GTCCACCCGC GGCCACCTCC TGGAGCTCCT CTACTCTGAT AACATCATCA 
scEPG1 - DNA         AGGAGCTCAA GTCCACCCGC GGCCACCTCC TGGAGCTCCT CTACTCTGAT AACATCATCA 
scEPG1 - cDNA        AGGAGCTCAA GTCCACCCGC GGCCACCTCC TGGAGCTCCT CTACTCTGAT AACATCATCA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1330       1340       1350       1360       1370       1380      
Molde - Construção   TCTCCAATGT CACCTTCATC AACGCGCCAT ACTGGAACCT CCACCCTACC TATTGCACCA 
scEPG1 - DNA         TCTCCAATGT CACCTTCATC AACGCGCCAT ACTGGAACCT CCACCCTACC TATTGCACCA 
scEPG1 - cDNA        TCTCCAATGT CACCTTCATC AACGCGCCAT ACTGGAACCT CCACCCTACC TATTGCACCA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1390       1400       1410       1420       1430       1440      
Molde - Construção   ATGTGACCAT CAGTGGCGTC ACCATTCTCG CGCCGCTGAA TTCGCCTAAC ACCGATGGAA 
scEPG1 - DNA         ATGTGACCAT CAGTGGCGTC ACCATTCTCG CGCCGCTGAA TTCGCCTAAC ACCGATGGAA 
scEPG1 - cDNA        ATGTGACCAT CAGTGGCGTC ACCATTCTCG CGCCGCTGAA TTCGCCTAAC ACCGATGGAA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1450       1460       1470       1480       1490       1500      
Molde - Construção   TTGACCCAGA TTCTTCCTCG CATGTCAAGA TCGAGGACTG CTACATCGTC TCCGGCGACG 
scEPG1 - DNA         TTGACCCAGA TTCTTCCTCG CATGTCAAGA TCGAGGACTG CTACATCGTC TCCGGCGACG 
scEPG1 - cDNA        TTGACCCAGA TTCTTCCTCG CATGTCAAGA TCGAGGACTG CTACATCGTC TCCGGCGACG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1510       1520       1530       1540       1550       1560      
Molde - Construção   ACTGCGTCGC CGTGAAGAGC GGGTGGGACG AGTACGGCAT CAGGTTCAAC ATGCCGAGCC 
scEPG1 - DNA         ACTGCGTCGC CGTGAAGAGC GGGTGGGACG AGTACGGCAT CAGGTTCAAC ATGCCGAGCC 
scEPG1 - cDNA        ACTGCGTCGC CGTGAAGAGC GGGTGGGACG AGTACGGCAT CAGGTTCAAC ATGCCGAGCC 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1570       1580       1590       1600       1610       1620      
Molde - Construção   AGCACATCGT CATCAGGAGG CTGACCTGCA TCTCCCCCAC GAGCGCCATG ATCGCGCTGG 
scEPG1 - DNA         AGCACATCGT CATCAGGAGG CTGACCTGCA TCTCCCCCAC GAGCGCCATG ATCGCGCTGG 
scEPG1 - cDNA        AGCACATCGT CATCAGGAGG CTGACCTGCA TCTCCCCCAC GAGCGCCATG ATCGCGCTGG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1630       1640       1650       1660       1670       1680      
Molde - Construção   GCAGCGAGAT GTCCGGCGGC ATCCGCGACG TGCGCGCCGA GGACAACGTC GCCATCAACA 
scEPG1 - DNA         GCAGCGAGAT GTCCGGCGGC ATCCGCGACG TGCGCGCCGA GGACAACGTC GCCATCAACA 
scEPG1 - cDNA        GCAGCGAGAT GTCCGGCGGC ATCCGCGACG TGCGCGCCGA GGACAACGTC GCCATCAACA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1690       1700       1710       1720       1730       1740      
Molde - Construção   CGGAGTCGGC CGTCAGGGTC AAGTCCGGCG CGGGGAGGGG CGGCTTTGTC AGGGACATTT 
scEPG1 - DNA         CGGAGTCGGC CGTCAGGGTC AAGTCCGGCG CGGGGAGGGG CGGCTTTGTC AGGGACATTT 
scEPG1 - cDNA        CGGAGTCGGC CGTCAGGGTC AAGTCCGGCG CGGGGAGGGG CGGCTTTGTC AGGGACATTT 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1750       1760       1770       1780       1790       1800      
Molde - Construção   TCGTGCGCGG CCTCAGCCTC CACACCATGA AGTGGGTGTT CTGGATGACC GGCAACTACG 
scEPG1 - DNA         TCGTGCGCGG CCTCAGCCTC CACACCATGA AGTGGGTGTT CTGGATGACC GGCAACTACG 
scEPG1 - cDNA        TCGTGCGCGG CCTCAGCCTC CACACCATGA AGTGGGTGTT CTGGATGACC GGCAACTACG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1810       1820       1830       1840       1850       1860      
Molde - Construção   GGCAGCACCC CGACAACACG TCCAACCCCA ACGCCTTGCC CGAGGTCACC GGCATCAACT 
scEPG1 - DNA         GGCAGCACCC CGACAACACG TCCAACCCCA ACGCCTTGCC CGAGGTCACC GGCATCAACT 
scEPG1 - cDNA        GGCAGCACCC CGACAACACG TCCAACCCCA ACGCCTTGCC CGAGGTCACC GGCATCAACT 



                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1870       1880       1890       1900       1910       1920      
Molde - Construção   ACAGCGACGT GTTCGCTGAG AACGTGACCA TGGCCGGCAG GATGGAGGGC ATCCCCAACG 
scEPG1 - DNA         ACAGCGACGT GTTCGCTGAG AACGTGACCA TGGCCGGCAG GATGGAGGGC ATCCCCAACG 
scEPG1 - cDNA        ACAGCGACGT GTTCGCTGAG AACGTGACCA TGGCCGGCAG GATGGAGGGC ATCCCCAACG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1930       1940       1950       1960       1970       1980      
Molde - Construção   ACCCCTACAC CGGGATCTGC ATATCCAACG TCACTGCCCG CCTCGCGCCG AACGCCCAGG 
scEPG1 - DNA         ACCCCTACAC CGGGATCTGC ATATCCAACG TCACTGCCCG CCTCGCGCCG AACGCCCAGG 
scEPG1 - cDNA        ACCCCTACAC CGGGATCTGC ATATCCAACG TCACTGCCCG CCTCGCGCCG AACGCCCAGG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             1990       2000       2010       2020       2030       2040      
Molde - Construção   AGCTGCAGTG GAACTGCACC AACGTCAAGG GGGTCACCTC CGACGTCTCG CCCAAGCCGT 
scEPG1 - DNA         AGCTGCAGTG GAACTGCACC AACGTCAAGG GGGTCACCTC CGACGTCTCG CCCAAGCCGT 
scEPG1 - cDNA        AGCTGCAGTG GAACTGCACC AACGTCAAGG GGGTCACCTC CGACGTCTCG CCCAAGCCGT 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             2050       2060       2070       2080       2090       2100      
Molde - Construção   GCCCAGAGCT CGGCGCGGAG GGCAAGCCGT GCGCCTTCCC GGTGGAAGAG CTCGTCATTG 
scEPG1 - DNA         GCCCAGAGCT CGGCGCGGAG GGCAAGCCGT GCGCCTTCCC GGTGGAAGAG CTCGTCATTG 
scEPG1 - cDNA        GCCCAGAGCT CGGCGCGGAG GGCAAGCCGT GCGCCTTCCC GGTGGAAGAG CTCGTCATTG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             2110       2120       2130       2140       2150       2160      
Molde - Construção   GCCCACCGGA GCTGCCAAAG TGTAGCTACG GTCTAGAACA AAAACTCATC TCAGAAGAGG 
scEPG1 - DNA         GCCCACCGGA GCTGCCAAAG TGTAGCTACG GTCTAGAACA AAAACTCATC TCAGAAGAGG 
scEPG1 - cDNA        GCCCACCGGA GCTGCCAAAG TGTAGCTACG GTCTAGAACA AAAACTCATC TCAGAAGAGG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             2170       2180       2190       2200       2210       2220      
Molde - Construção   ATCTGAATAG CGCCGTCGAC CATCATCATC ATCATCATTG AGTTTGTAGC CTTAGACATG 
scEPG1 - DNA         ATCTGAATAG CGCCGTCGAC CATCATCATC ATCATCATTG AGTTTGTAGC CTTAGACATG 
scEPG1 - cDNA        ATCTGAATAG CGCCGTCGAC CATCATCATC ATCATCATTG AGTTTGTAGC CTTAGACATG 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             2230       2240       2250       2260       2270       2280      
Molde - Construção   ACTGTTCCTC AGTTCAAGTT GGGCACTTAC GAGAAGACCG GTCTTGCTAG ATTCTAATCA 
scEPG1 - DNA         ACTGTTCCTC AGTTCAAGTT GGGCACTTAC GAGAAGACCG GTCTTGCTAG ---------- 
scEPG1 - cDNA        ACTGTTCCTC AGTTCAAGTT GGGCACTTAC GAGAAGACCG GTCTTGCTAG ATTCTAATCA 

                     ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                             2290       2300       2310       2320       2330       2340      
Molde - Construção   AGAGGATGTC AGAATGCCAT TTGCCTGAGA GATGCAGGCT TCATTTTTGA TACTTTTTTA 
scEPG1 - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
scEPG1 - cDNA        AGAGGATGTC AGAATGCCAT TTGC------ ---------- ---------- ---------- 



Sequenciamento - Vetor vazio

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  790        800        810        820        830        840  
pPICzaA - Mapa completo   ATATAAACAG AAGGAAGCTG CCCTGTCTTA AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT 
Vetor Vazio - DNA         ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Vetor Vazio - cDNA        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  850        860        870        880        890        900  
pPICzaA - Mapa completo   ACTTTCATAA TTGCGACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA 
Vetor Vazio - DNA         ---------- ----GACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA 
Vetor Vazio - cDNA        ---------- ----GACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  910        920        930        940        950        960  
pPICzaA - Mapa completo   CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG ATGAGATTTC CTTCAATTTT 
Vetor Vazio - DNA         CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG ATGAGATTTC CTTCAATTTT 
Vetor Vazio - cDNA        CAACTTGAGA AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG ATGAGATTTC CTTCAATTTT 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  970        980        990        1000       1010       1020 
pPICzaA - Mapa completo   TACTGCTGTT TTATTCGCAG CATCCTCCGC ATTAGCTGCT CCAGTCAACA CTACAACAGA 
Vetor Vazio - DNA         TACTGCTGTT TTATTCGCAG CATCCTCCGC ATTAGCTGCT CCAGTCAACA CTACAACAGA 
Vetor Vazio - cDNA        TACTGCTGTT TTATTCGCAG CATCCTCCGC ATTAGCTGCT CCAGTCAACA CTACAACAGA 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1030       1040       1050       1060       1070       1080 
pPICzaA - Mapa completo   AGATGAAACG GCACAAATTC CGGCTGAAGC TGTCATCGGT TACTCAGATT TAGAAGGGGA 
Vetor Vazio - DNA         AGATGAAACG GCACAAATTC CGGCTGAAGC TGTCATCGGT TACTCAGATT TAGAAGGGGA 
Vetor Vazio - cDNA        AGATGAAACG GCACAAATTC CGGCTGAAGC TGTCATCGGT TACTCAGATT TAGAAGGGGA 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1090       1100       1110       1120       1130       1140 
pPICzaA - Mapa completo   TTTCGATGTT GCTGTTTTGC CATTTTCCAA CAGCACAAAT AACGGGTTAT TGTTTATAAA 
Vetor Vazio - DNA         TTTCGATGTT GCTGTTTTGC CATTTTCCAA CAGCACAAAT AACGGGTTAT TGTTTATAAA 
Vetor Vazio - cDNA        TTTCGATGTT GCTGTTTTGC CATTTTCCAA CAGCACAAAT AACGGGTTAT TGTTTATAAA 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1150       1160       1170       1180       1190       1200 
pPICzaA - Mapa completo   TACTACTATT GCCAGCATTG CTGCTAAAGA AGAAGGGGTA TCTCTCGAGA AAAGAGAGGC 
Vetor Vazio - DNA         TACTACTATT GCCAGCATTG CTGCTAAAGA AGAAGGGGTA TCTCTCGAGA AAAGAGAGGC 
Vetor Vazio - cDNA        TACTACTATT GCCAGCATTG CTGCTAAAGA AGAAGGGGTA TCTCTCGAGA AAAGAGAGGC 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1210       1220       1230       1240       1250       1260 
pPICzaA - Mapa completo   TGAAGCTGAA TTCACGTGGC CCAGCCGGCC GTCTCGGATC GGTACCTCGA GCCGCGGCGG 
Vetor Vazio - DNA         TGAAGCTGAA TTCACGTGGC CCAGCCGGCC GTCTCGGATC GGTACCTCGA GCCGCGGCGG 
Vetor Vazio - cDNA        TGAAGCTGAA TTCACGTGGC CCAGCCGGCC GTCTCGGATC GGTACCTCGA GCCGCGGCGG 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1270       1280       1290       1300       1310       1320 
pPICzaA - Mapa completo   CCGCCAGCTT TCTAGAACAA AAACTCATCT CAGAAGAGGA TCTGAATAGC GCCGTCGACC 
Vetor Vazio - DNA         CCGCCAGCTT TCTAGAACAA AAACTCATCT CAGAAGAGGA TCTGAATAGC GCCGTCGACC 
Vetor Vazio - cDNA        CCGCCAGCTT TCTAGAACAA AAACTCATCT CAGAAGAGGA TCTGAATAGC GCCGTCGACC 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1330       1340       1350       1360       1370       1380 
pPICzaA - Mapa completo   ATCATCATCA TCATCATTGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG 
Vetor Vazio - DNA         ATCATCATCA TCATCATTGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG 
Vetor Vazio - cDNA        ATCATCATCA TCATCATTGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG 

Apêndice C – Sequências obtidas do DNA genômico e transcrito do clone P. pastoris + Vetor vazio



                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1390       1400       1410       1420       1430       1440 
pPICzaA - Mapa completo   GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT 
Vetor Vazio - DNA         GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT 
Vetor Vazio - cDNA        GGCACTTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAGGATGTCA GAATGCCATT 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1450       1460       1470       1480       1490       1500 
pPICzaA - Mapa completo   TGCCTGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG 
Vetor Vazio - DNA         TGCC------ ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Vetor Vazio - cDNA        TGCC------ ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

                          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                                  1510       1520       1530       1540       1550       1560 



 

Apêndice D – Curvas padrão e equações 

Curva padrão – Proteínas (Bradford) 

 

Curva padrão – Ácido galacturônico (DNS) 

 



 

Apêndice E – Otimização da indução 

 

Apêndice F – Valores  brutos de variação de temperatura e pH 

 

 

 

 

 

Indução (h) Amostra 1 Amostra 2 Média Desvio Padrão Amostra 1 Amostra 2 Média Desvio Padrão

24h 0,237942122 0,093247588 0,165594855 0,072347267 0,120042872 0,077170418 0,098606645 0,021436227

48h 1,272240086 0,693461951 0,982851018 0,289389068 0,130760986 0,028938907 0,079849946 0,05091104

72h 1,459807074 2,467309753 1,963558414 0,50375134 0,136120043 0,093247588 0,114683816 0,021436227

96h 1,958199357 2,922829582 2,440514469 0,482315113 0,200428725 0,125401929 0,162915327 0,037513398

120h 2,279742765 2,896034298 2,587888532 0,308145766 0,54340836 0,655948553 0,599678457 0,056270096

144h 2,038585209 2,692390139 2,365487674 0,326902465 0,538049303 0,077170418 0,307609861 0,230439443

Indução (h) Amostra 1 Amostra 2 Média Desvio Padrão Amostra 1 Amostra 2 Média Desvio Padrão

24h 0,168274384 0,248660236 0,20846731 0,040192926 0,146838156 0,345123258 0,245980707 0,099142551

48h 0,538049303 0,232583065 0,385316184 0,152733119 0,420150054 0,03965702 0,229903537 0,190246517

72h 0,8113612 0,505894962 0,658628081 0,152733119 0,109324759 0,302250804 0,205787781 0,096463023

96h 1,309753483 0,484458735 0,897106109 0,412647374 0,52733119 0,339764202 0,433547696 0,093783494

120h 1,148981779 0,747052519 0,948017149 0,20096463 0,54340836 0,184351554 0,363879957 0,179528403

144h 1,41693462 0,361200429 0,889067524 0,527867095 0,40943194 0,205787781 0,307609861 0,101822079

scEPG1 - 28˚C (180 RPM) Vetor vazio - 28˚C (180 RPM)

scEPG1 - 30˚C (250 RPM) Vetor vazio - 30˚C (250 RPM)

Tampão Abs 1 Abs 2 Abs3 Média Desvio Padrão  U/mL % residual Abs 1 Abs 2 Abs3 Média Desvio Padrão  U/mL % residual

4,0 0,149 0,145 0,136 0,143 0,007 0,037 31,617 0,122 0,060 0,027 0,070 0,048 0,021 11,278

5,0 0,677 0,566 0,610 0,618 0,056 0,137 100,000 0,465 0,312 0,350 0,376 0,080 0,086 60,817

6,0 0,199 0,206 0,185 0,197 0,011 0,048 78,398 0,020 0,010 0,012 0,014 0,005 0,010 2,266

7,0 0,099 0,100 0,095 0,098 0,003 0,027 42,060 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000

8,0 0,122 0,124 0,110 0,119 0,008 0,032 50,930 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000

9,0 0,064 0,004 0,000 0,023 0,036 0,011 9,728 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000

Temperatura Abs 1 Abs 2 Abs3 Média Desvio Padrão  U/mL % residual Abs 1 Abs 2 Abs3 Média Desvio Padrão  U/mL % residual

30˚C 0,066 0,065 0,044 0,058 0,012 0,019 38,126 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000

35˚C 0,126 0,140 0,110 0,125 0,015 0,033 81,917 0,028 0,029 0,046 0,034 0,010 0,014 22,484

45˚C 0,158 0,098 0,202 0,153 0,052 0,039 99,978 0,022 0,045 0,065 0,044 0,022 0,016 28,815

50˚C 0,133 0,066 0,109 0,103 0,034 0,028 67,102 0,059 0,010 0,052 0,040 0,027 0,015 26,413

55˚C 0,116 0,081 0,102 0,100 0,018 0,028 65,142 0,013 0,039 0,048 0,033 0,018 0,014 21,829

60˚C 0,099 0,099 0,098 0,099 0,001 0,027 64,488 0,017 0,001 0,000 0,006 0,010 0,008 3,929

65˚C 0,099 0,045 0,078 0,074 0,027 0,022 48,366 0,043 0,003 0,007 0,018 0,022 0,010 11,570

70˚C 0,011 0,035 0,014 0,020 0,013 0,011 13,072 0,029 0,043 0,000 0,024 0,022 0,012 15,717

Variação de pH

scEPG1 Vetor vazio

scEPG1 Vetor vazio

Variação de temperatura


