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RESUMO 

A linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum é um fungo filamentoso cujo sistema 

celulolítico tem potencial para aplicação em processos de degradação de materiais lignocelulósicos 

visando a obtenção de produtos com interesse biotecnológico, como o etanol de segunda geração. A 

abundância de biomassas lignocelulósicas associada à busca por alternativas aos combustíveis 

fósseis faz aumentar o interesse em estudos que envolvam a elucidação dos mecanismos de 

secreção de enzimas lignocelulolíticas. Neste estudo, o P. echinulatum S1M29 foi crescido em 

condições de indução para a produção de endoglicanases, celobiohidrolases, β-glicosidases, 

xilanases e swoleninas. Foram avaliados os perfis enzimáticos em géis de poliacrilamida e o padrão 

de expressão gênica para estas proteínas. Observou-se que a produção enzimática foi favorecida 

pela presença de celulose Celufloc E
®
 e bagaço de cana-de-açúcar (BCA) no meio de cultivo em 

comparação à glicose, sendo que o uso de resíduo de biomassa proporcionou a obtenção dos 

melhores rendimentos. Resultado semelhante foi atingido na análise dos perfis de secreção 

enzimática em gel de poliacrilamida, sugerindo ainda, a presença de uma endoglicanase constitutiva 

de aproximadamente 80 kDa. O estudo de qRT-PCR revelou a presença de quatro genes para 

endoglicanases com padrão de expressão distintos, destacando-se um acúmulo de transcritos 

9779,19 vezes superior à amostra calibradora do gene egl1 em 24 h de cultivo no meio formulado 

com celulose Celufloc E
®

. Este mesmo gene gerou 1257,58 vezes mais transcritos acumulados que 

a amostra calibradora em meio suplementado com BCA. Na avaliação da expressão relativa do gene 

para celobiohidrolase obteve-se expressão superior no meio formulado com BCA em 48 h em 

relação ao meio com celulose Celufloc E
® 

em 24 h, correspondendo, respectivamente, a 6464,49 e 

3093,26 vezes mais transcritos acumulados que a amostra calibradora. O gene para β-glicosidase 

expressou-se em meio formulado com BCA no início do cultivo, embora a atividade desta enzima 

tenha ocorrido ao final do cultivo. A expressão de xilanases foi mais significativa com o uso de 

celulose Celufloc E
®
 no meio de cultivo. Já o gene para swolenina apresenta um perfil de expressão 

com valores semelhantes em comparação ao uso de celulose Celufloc E
® 

e BCA no meio de cultivo, 

apesar da presença de BCA ter proporcionado uma expressão mais tardia. Para todos os genes 

avaliados foram verificados valores muito reduzidos de expressão quando a glicose foi utilizada 

como fonte de carbono para o P. echinulatum. Observou-se ainda uma expressão coordenada de 

genes codificadores de endoglicanases, celobiohidrolase, β-glicosidase e swolenina. 

Palavras-chave: Penicillium echinulatum, expressão gênica, celulases, swolenina. 
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ABSTRACT 

The strain S1M29 of Penicillium echinulatum is a filamentous fungus that presents a 

cellulolytic system with potential for application in the degradation process of lignocellulosic 

materials to obtain products of biotechnological interest, such as second-generation ethanol. The 

availability of lignocellulosic biomass associated with the search for alternatives to fossil fuels 

increases the interest in studies that involve understanding the secretion mechanisms of 

lignocellulolytic enzymes. In this study, P. echinulatum S1M29 was grown under inducing 

conditions for the production of endoglucanases, cellobiohydrolases, β-glucosidases, xylanases and 

swollenins. The enzyme secretion profiles were evaluated in polyacrylamide gels and the pattern of 

gene expression for these proteins was also assessed. It was observed that enzyme production was 

enhanced  in the presence of cellulose Celufloc E
®
 and sugar cane bagasse (SCB) in the culture 

medium compared to glucose,  with the use of biomass residue providing the best yields. A similar 

result was obtained analyzing enzyme secretion profiles in polyacrylamide gels, suggesting the 

presence of constitutive endoglucanases of  approximately 80 kDa. Studies with qRT-PCR revealed 

the presence of four genes encoding endoglucanases with distinct expression patterns, standing out 

an accumulation of transcripts from egl1 gene 9779.19 times higher than the calibrator  sample in 

24 h of growth in medium formulated with cellulose Celufloc E
®
. The same gene generated 1257.58 

more accumulated transcripts than the reference sample in medium supplemented with SCB. 

Evaluation of gene expression for cellobiohydrolase yielded higher expression levels in the medium 

formulated with SCB in 48 h, in comparison to the medium containing cellulose Celufloc E
® 

in 24 

h, corresponding, respectively, to 6464.49 and 3093.26 more accumulated transcripts than the 

reference sample. The β-glucosidase gene was expressed in medium formulated with SCB at the 

beginning of growth, as opposed to that seen for activity of this enzyme, which occurred at the end 

of cultivation. The xylanase expression was more significant with the use of cellulose Celufloc E
®

 

in the culture medium. On the other hand, the gene for swollenin presents an expression profile with 

similar values compared to using cellulose Celufloc E
® 

and SCB in the culture medium, although 

the presence of SCB has provided a later expression. Very low values of gene expression have been 

found for all genes evaluated when glucose was used as carbon source for P. echinulatum. A 

coordinated expression of endoglucanases, cellobiohydrolase, β-glucosidase and swollenin was was 

also verified. 

Key words: Penicillium echinulatum, gene expression, cellulases, swollenin. 
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1. INTRODUÇÃO 

O uso de resíduos de biomassa lignocelulósica é uma perspectiva promissora para contribuir 

com a produção de etanol de segunda geração em larga escala. Isso baseia-se principalmente na 

hidrólise enzimática de lignocelulósicos, empregando celulases e xilanases na produção de xaropes 

de glicose e pentoses que, posteriormente, possam ser fermentados para a produção de etanol ou 

outros produtos biotecnológicos.  

O crescente interesse na hidrólise de resíduos lignocelulósicos tem justificado a prospecção 

e o estudo da expressão gênica em novos microrganismos produtores de enzimas relacionadas à 

degradação dos lignocelulósicos. Entre os microrganismos que apresentam um grande potencial 

biotecnológico para a secreção de celulases visando a hidrólise da celulose, encontram-se as 

linhagens mutantes de P. echinulatum. As linhagens 9A02S1 e S1M29, quando crescidas em 

cultivos submersos em frascos mantidos em regime de agitação recíproca, em biorreatores e 

também em cultivos em estado sólido, apresentam secreções enzimáticas com atividades relevantes 

quanto à capacidade de preparados enzimáticos de hidrolisar papel filtro e carboximetilcelulose. O 

complexo enzimático já encontra-se caracterizado quanto a temperatura e pH ótimos e estabilidade 

térmica para atividade de FPA (filter paper activity) e β-glicosidases. 

Apesar do elevado potencial das linhagens de P. echinulatum participarem como 

componentes de tecnologia de hidrólise de lignocelulósicos, pouco é conhecido sobre a expressão 

gênica das celulases, xilanases, β-glicosidases e swoleninas deste fungo. Apenas um dos genes para 

celulases de P. echinulatum, uma endoglicanase, foi identificado e clonado em Scheffersomyces 

pastoris (anteriormente conhecida como Pichia pastoris). À exceção desse, os demais genes para 

celulases, assim como para xilanases, ainda não foram identificados. Desconhece-se, portanto, o 

momento em que esses são expressos, as condições nas quais a expressão é acentuada e se as 

proteínas enzimáticas apresentam uma ou mais isoformas. Essas informações são de grande valia 

para a análise da capacidade enzimática da linhagem S1M29 de P. echinulatum.  

A presença de enzimas obtidas em diferentes processos e tempos de cultivo é o resultado da 

expressão de um conjunto de genes e dos efeitos dos mecanismos regulatórios. A escassez de 

conhecimento sobre a regulação gênica de genes associados às enzimas lignocelulósicas de 

linhagens de P. echinulatum, produtoras de enzimas para a hidrólise da parede celular vegetal, 

dificulta a otimização de processos de produção dessas enzimas. 
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Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi determinar a atividade enzimática, 

caracterizar as enzimas e analisar a expressão gênica para as celulases, β-glicosidases, xilanases e 

swolenina de P. echinulatum S1M29, produzidas em condições de indução em cultivos submersos, 

tendo como objetivos específicos: 

- determinar atividades de FPA, celobiohidrolases, endoglicanases, β-glicosidases e xilanases 

de soluções enzimáticas de P. echinulatum S1M29 em condições induzidas (celulose Celufloc E
® 

e 

bagaço de cana-de-açúcar) e não induzida (glicose); 

- avaliar os perfis de atividades de endoglicanases, celobiohidrolases, β-glicosidases e 

xilanases e proteico de soluções enzimáticas de P. echinulatum S1M29 em condições induzidas e 

não induzidas por meio de zimogramas; 

- selecionar o gene de controle interno (housekeeping gene) mais adequado para o estudo de 

expressão gênica em P. echinulatum S1M29;  

- analisar as diferenças nas expressões dos genes para endoglicanases, celobiohidrolases, β-

glicosidases, xilanases e swolenina de P. echinulatum S1M29 por qRT-PCR em condições 

induzidas  e não induzida para a produção de celulases. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

A crescente demanda mundial por energia, a redução dos recursos petrolíferos e a limitação 

de combustíveis fósseis; a emissão de gases causadores do efeito estufa e a poluição do ar têm 

provocado um aumento no interesse em combustíveis alternativos, com enfoque na produção de 

etanol de milho, cana-de-açúcar e de lignocelulose (Sheehan & Himmel, 1999; Zaldivar et al.; 

2001; Lynd et al., 2008). O Brasil está em direção à independência energética no que se refere aos 

combustíveis fósseis, com a descoberta do petróleo no pré-sal e também pela expansão de fontes 

alternativas como bioetanol e biodiesel. De acordo com o Banco Mundial (2008), a produção de 

etanol proveniente da cana-de-açúcar é sustentável em termos financeiros e ambientais. A produção 

de um litro de etanol de cana-de-açúcar no Brasil requer cerca da metade da área de terra necessária 

para a produção do mesmo volume a partir do milho nos Estados Unidos, porém para obter 

benefícios políticos e alfandegários, o Brasil precisa expandir a sua produção sem desmatamento 

(Banco Mundial, 2013). Segundo o Balanço Energético Nacional (2013), de toda a energia ofertada 

para consumo no ano de 2012, 42,4% foi proveniente de fontes renováveis, sendo 15,4% de 

biomassa de cana-de-açúcar. A dimensão do mercado brasileiro e as características climáticas 

permitiram estabelecer uma produção sistemática e competitiva de etanol a partir do açúcar da cana-

de-açúcar e garantem o sucesso das iniciativas no que se refere à energia oriunda da biomassa 

(Escobar et al., 2009). 

2.1 Biomassa lignocelulósica 

A biomassa lignocelulósica representa um abundante recurso renovável que pode ser usado 

para gerar biocombustíveis e produtos químicos. A conversão de biomassa lignocelulósica em 

açúcares fermentáveis depende de processos químicos ou principalmente da capacidade de 

degradação da biomassa por uma gama de enzimas produzidas por diversos microrganismos 

celulolíticos (Kovács et al., 2009). 

A lignocelulose é o principal componente da biomassa, incluindo cerca de metade do 

material vegetal produzido pela fotossíntese, representando o mais abundante recurso orgânico 

renovável. É constituída por celulose, hemicelulose e lignina, encontrando-se estes componentes 

fortemente interligados (Pérez et al., 2002) (Figura 1). Durante os estágios iniciais de crescimento 

das plantas, o conteúdo de celulose pode variar de 35 a 50%; de hemicelulose, de 25 a 35%; e de 

lignina, 5 a 30% de sua massa seca (Lynd et al., 2002).  
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A lignina presente na parede celular constitui uma estrutura de suporte, impermeável e 

resistente ao ataque microbiano (Pérez et al., 2002). Trata-se de uma estrutura amorfa de elevada 

massa molecular, formada pela polimerização de unidades fenólicas e alcoólicas. Estudos de 

degradação da lignina são de extrema importância, pois encontra-se associada à celulose e à 

hemicelulose nos vegetais, dificultando o aproveitamento destes carboidratos. Pela sua estrutura 

molecular complexa, a lignina associa-se covalentemente à hemicelulose e previne o acesso de 

agentes hidrolíticos à celulose (Pérez et al., 2002). 

 

Figura 1. Estrutura lignocelulósica evidenciando a distribuição da lignina, hemicelulose e celulose. Figura elaborada por 

Marli Camassola. 

A hemicelulose é um polissacarídeo de baixa massa molecular, compreendendo de 30% a 

40% dos carboidratos totais das células vegetais, tendo como função ligar as microfibrilas de 

celulose (Coughlan & Hazlewood, 1993). A xilana é seu componente mais abundante e se constitui 

em heteropolissacarídeo formado por unidades de β-D-xilopiranose unidas por ligações do tipo β-

1,4 e, ocasionalmente, por ligações do tipo β-1,3. Todos os monômeros da hemicelulose são unidos 

por ligações facilmente hidrolisáveis (Pérez et al., 2002). 

A celulose é o principal componente das fibras vegetais. Trata-se de um homopolissacarídeo 

formado por unidades de β-glicopiranose (D-glicose) (2000 a 20000 resíduos) unidas por ligações 

do tipo β-1,4. Cada resíduo de glicose tem uma orientação de 180° em relação ao adjacente, 

formando assim a celobiose, subunidade repetitiva do polímero. A extremidade da cadeia em que se 

encontra o resíduo de glicose cujo carbono anomérico não está livre é chamada extremidade 

redutora; aquela que está livre, não-redutora (Figura 2) (Sandgren et al., 2005).  
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Figura 2. Estrutura da celobiose e da ligação -glicosídica na celulose (adaptado de Sandgren, 2005). 

As fibrilas são unidas por ligações de hidrogênio tanto intra- como intercadeias de celulose. 

Cada camada adjacente de celulose é ainda unida por forças de van der Waals resultando em uma 

fibra compacta (Lynd et al., 2002). Apesar da molécula de celulose ser hidrofílica, é difícil que a 

água penetre no interior da celulose cristalina à temperatura ambiente. As regiões de celulose 

cristalina, mais compactas e de difícil degradação enzimática, são separadas por regiões de menor 

organização, denominadas amorfas (Figura 3). As regiões de celulose amorfa apresentam menor 

resistência aos ataques químicos e biológicos e são, portanto, pontos de degradação (Fan et al., 

1980). 
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Figura 3. Estrutura da celulose indicando a região cristalina e amorfa (Dillon, 2004). 

A biomassa lignocelulósica também apresenta alguns compostos minoritários que 

representam uma fração menor na composição química dos materiais lignocelulósicos. São 

formados por amido, resinas pécticas, ácidos graxos, ceras, terpenos e compostos fenólicos (Martín 

et al., 2007). 

Tais componentes dividem-se em duas classes. A primeira engloba materiais conhecidos 

como extrativos, por serem extraíveis com solventes como água e compostos orgânicos neutros ou 

Celobiose 

Celulose 

Extremidade redutora Extremidade  

não-redutora 
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volatilizáveis por arraste de vapor. Por sua vez, a segunda classe engloba materiais que não são 

comumente extraíveis com os agentes mencionados como, por exemplo, compostos inorgânicos 

(cinzas), proteínas e substâncias pécticas. A presença de alguns materiais limita o acesso aos 

carboidratos, causando hidrólise incompleta. Os solventes e o número de extrações necessárias para 

remover todos os materiais não-estruturais variam de acordo com o tipo de biomassa e os 

constituintes presentes. A ordem das etapas de extração também é importante (Ramos, 2003). 

Existe uma necessidade do emprego de um método que amenize a interação entre os 

principais componentes da biomassa e os torne suscetíveis à conversão em combustíveis ou 

insumos para a indústria química (Ramos, 2003). Os métodos de pré-tratamento podem ser físicos, 

químicos, biológicos ou combinados.  

Explosão a vapor é o método mais comumente usado para pré-tratamento de materiais 

lignocelulósicos (Ruiz et al.; 2008). Este método é um dos mais eficientes para tornar a biomassa 

mais acessível ao ataque das celulases (Szengyel, 2000). Neste processo o material é aquecido em 

condições de alta pressão por alguns minutos e é subitamente interrompido pela descompressão à 

pressão atmosférica. 

Os pré-tratamentos com água quente comprimida são utilizados para hidrolisar a 

hemicelulose da matéria-prima em um ambiente ligeiramente ácido para impedir a formação de 

compostos inibitórios (Yang & Wyman, 2004). Na AFEX (ammonia fiber explosion), a matéria-

prima é exposta a amônia líquida em alta temperatura/pressão por um curto período de tempo e, 

então, a pressão é reduzida rapidamente (Mes-Hartree et al., 1988). Explosão por CO2 também é 

usada para pré-tratamento de diferentes matérias-primas parecendo ser mais rentável do que a 

AFEX e ainda impede a formação de compostos inibitórios (Zheng et al., 1998). 

Altos rendimentos de hidrólise foram relatados com pré-tratamento de materiais com H2SO4 

diluído, o que pode levar a uma alta velocidade de reação e significante melhora na hidrólise da 

celulose (Esteghlalian et al., 1997). Ácido sulfúrico concentrado também pode ser utilizado para 

pré-tratamento de matérias-primas, porém o ácido deve ser removido ou neutralizado antes da 

fermentação. Ácidos clorídrico, fosfórico e nítrico também foram testados (Mosier et al., 2005).  

O pré-tratamento alcalino é descrito como causador de menor degradação de açúcar do que 

o pré-tratamento ácido (Kumar & Wyman, 2009). Hidróxidos de sódio, potássio, cálcio e amônio 

são considerados pré-tratamentos alcalinos adequados. Pré-tratamento de materiais lignocelulósicos 

com NaOH diluído causam intumescimento, levando a um aumento na área de superfície interna, 

diminuição no grau de polimerização, diminuição na cristalinidade da celulose, separação da 
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ligação estrutural entre a lignina e os carboidratos e rompimento da estrutura da lignina (Taherzadeh 

& Karimi, 2008). A remoção da lignina aumenta a eficácia das enzimas, reduzindo os sítios de 

adsorção não produtivos para as enzimas e aumentando a acessibilidade à celulose (Kim & 

Holtzapple, 2006).  

A degradação de lignina por fungos de podridão branca ocorre através da ação de enzimas 

de degradação da lignina tais como peroxidases e lacases (Kumar & Wyman, 2009). Os pré-

tratamentos biológicos são vantajosos por não necessitarem da adição de produtos químicos 

poluentes, não gerarem resíduos causadores de poluição ambiental e por demandarem baixas 

quantidades de energia. No entanto, como outros processos biológicos, são lentos e apresentam 

perdas de materiais, como celulose e hemicelulose, que são consumidos pelos microrganismos 

(Szengyel, 2000; Sun & Cheng, 2002).  

2.2 Enzimas lignocelulolíticas 

A conversão de materiais lignocelulósicos em açúcares monoméricos por meio da ação de 

enzimas celulolíticas tem grande importância, uma vez que os açúcares podem servir como matéria-

prima em uma série de processos biotecnológicos. Nas últimas décadas, as tecnologias baseadas na 

atividade de celulases despertaram interesse em todo o mundo. A investigação para encontrar 

substratos adequados para a produção de enzimas celulolíticas visando a obtenção de 

biocombustíveis, como o etanol de segunda geração, tem sido de grande interesse. O substrato ideal 

deve ser de baixo custo, facilmente processável, disponível em grandes quantidades e sua 

composição deve ser adequada tanto para a produção de enzima celulolítica como para a hidrólise 

(Lawford & Rousseau, 2003). Comparadas com a maioria das outras enzimas industriais, a maior 

importância das enzimas lignocelulolíticas é a complexidade de sua composição. Com relação à 

complexidade estrutural e composição química de materiais lignocelulósicos, as enzimas 

lignocelulolíticas produzidas por microrganismos são complexos enzimáticos contendo diversos 

tipos de enzimas degradadoras (Liu et al., 2013). 

2.2.1 Celulases 

As enzimas do complexo celulolítico são hidrolases que clivam ligações glicosídicas 

(Henrissat, 1991). A classificação das celulases, de acordo com seu local de atuação no substrato 

celulósico, possibilita a organização de três grandes grupos: (1) endoglicanases, que clivam ligações 

internas da fibra celulósica; (2) exoglicanases ou celobiohidrolases, que atuam na região externa da 
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celulose; e (3) β-glicosidases, que hidrolisam, em glicose, oligossacarídeos solúveis (Lynd et al., 

2002; Dillon & Camassola, 2014). 

Endoglicanase (EC 3.2.1.4) possui como nome sistemático, segundo a IUBMB 

(International Union of Biochemistry and Molecular Biology) 1,4-β-D-glucana-4-glucano-

hidrolase. É a enzima do complexo celulolítico responsável por iniciar a hidrólise, clivando 

randomicamente ligações nas regiões internas da estrutura amorfa da fibra celulósica, liberando 

oligossacarídeos de diversos graus de polimerização e, consequentemente, novos terminais, sendo 

estes redutores e não-redutores (Lynd et al., 2002). Além disso, é a enzima responsável pela rápida 

solubilização do polímero celulósico (redução do grau de polimerização – GP), devido à 

fragmentação da celulose em oligossacarídeos (Kleman-Leyer et al., 1996). As endoglicanases 

podem pertencer a várias famílias de glicosil hidrolase (GH5, GH6, GH7, GH8, GH9, GH10, 

GH12, GH26, GH44, GH45, GH48, GH51, GH74 e GH124) (http://www.cazy.org). 

A exoglicanase ou celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) possui o nome sistemático 1,4-β-D-

glucana-celobio-hidrolase (Lynd et al., 2002). A celobiohidrolase (CBH) ainda pode ser dividida em 

dois tipos: a enzima do tipo I (CBH I), que hidrolisa terminais redutores e é classificada como 

pertencente a família GH7, e é também conhecida como CBH7A; e a do tipo II (CBH II), que 

hidrolisa terminais não-redutores. As exoglicanases geralmente sofrem inibição pelo seu produto de 

hidrólise (celobiose) (Messner & Kubicek, 1991). A CBH II é classificada como pertencente à 

família 6A de glicosil hidrolase (GH). A família GH6 compreende enzimas responsáveis pela 

hidrólise de ligações glicosídicas do tipo β-1,4 com inversão da configuração do carbono anomérico 

(Henrissat et al., 1996). Além dessas famílias, também são exoglicanases as glicosil hidrolases GH5 

e GH9 (http://www.cazy.org). 

O terceiro grupo de enzimas do complexo celulolítico engloba a β-glicosidase (EC 3.2.1.21), 

que tem a propriedade de hidrolisar, em glicose, celobiose e oligossacarídeos solúveis (GP<7) 

(Lynd, et al., 2002). Por não atuar diretamente sobre a celulose, não é considerada uma celulase por 

muitos autores. Contudo, a baixa atividade de β-glicosidases resultará no acúmulo de celobiose, que 

é um inibidor da atividade de celobiohidrolase (Tolan & Foody, 1999). De modo geral, acreditava-

se que a insuficiência de β-glicosidases no complexo de celulases de Trichoderma reesei seria um 

dos gargalos na eficiente hidrólise da celulose (Saloheimo et al., 2002a). Na verdade, a 

suplementação das celulases de T. reesei com preparações externas de β-glicosidases mostrou 

melhoria na produção de glicose a partir da degradação da celulose (Chen et al., 2008). As β-

http://www.cazy.org/
http://www.cazy.org/
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glicosidases pertencem às famílias glicosil hidrolase GH1, GH3, GH5, GH9, GH30 e GH116 

(http://www.cazy.org). 

As enzimas do complexo celulolítico atuam conjuntamente na degradação de celulose 

insolúvel em glicose (Figura 4), apresentando um rendimento superior à soma dos rendimentos 

individuais, efeito conhecido como sinergismo (Lynd et al., 2002; Sipos et al., 2010).  

 

Figura 4. Ação das enzimas celulolíticas e da swolenina (Adaptado de Aro et al., 2005). 

O complexo das celulases é atualmente o terceiro maior complexo enzimático industrial em 

todo o mundo em valor de mercado. As celulases comerciais disponíveis são produzidas, em sua 

maioria, a partir de fungos celulolíticos aeróbios, como Hypocrea jecorina (T. reesei) ou Humicola 

insolens (Schulein, 1998). 

Comercialmente, essas enzimas são principalmente empregadas na indústria têxtil e de 

detergentes (Anish et al., 2007); no processo de bioestonagem de tecidos (Jurgen, 2001); como 

aditivos na preparação do malte de cerveja. Também é aplicada em processos de extração de sucos, 

óleos vegetais, pigmentos, alcaloides e amido; na preparação de alimentos infantis, produtos 

dermatológicos e no tratamento de lixo orgânico (Kubicek et al., 1993). Na área de alimentação 

animal, são comercializadas como componentes de indutores de silagem (McDonald et al., 1991). 

Contudo, seu maior potencial – o emprego na sacarificação da celulose para a produção de 

hidrolisados – ainda está sendo estudado através de plantas-piloto visando a fermentação destes 

produtos para a obtenção de etanol de segunda geração (Dillon & Camassola, 2014). No entanto, o 

processo requer altas quantidades dessas enzimas, o que o torna desfavorável economicamente. 

(Himmel et al., 1999; 2007; Gusakov et al., 2007; Saranraj et al., 2012). 

glicose endoglicanase 

swolenina celobiohidrolase celobiose 

soforose β-glicosidase β-glicosidase 

http://www.cazy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
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As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrólise, são induzidas 

quando há a necessidade de serem secretadas pelos microrganismos para que esses cresçam em 

celulose (Kubicek et al., 1993). Grande parte da produção industrial de celulases é realizada com o 

emprego de alguns fungos filamentosos, eficientes produtores de enzimas hidrolíticas. Os 

microrganismos-base para o estudo de produção de celulases foram linhagens provenientes de T. 

reesei QM6a, que se encontram entre as mais estudadas com relação ao controle da expressão 

gênica. Atualmente, em T. reesei o processo de indução inicia-se devido à existência de celulases 

basais que são secretadas em pequenas quantidades e localizam-se nas paredes de conídios e hifas. 

A ação dessas enzimas na celulose insolúvel permite a liberação de celobiose e oligossacarídeos de 

cadeia curta que podem entrar na célula e desencadear o processo de indução (Henrique-Silva et al., 

1996). 

Os microrganismos celulolíticos são abundantes na natureza e desempenham um importante 

papel no ciclo de carbono, na reciclagem do dióxido de carbono fixado através da fotossíntese 

(Byrne et al., 1999). A capacidade dos fungos filamentosos de crescer em substratos bastante 

simples e de baixo custo, bem como sua capacidade de produzir uma ampla variedade de 

metabólitos comercialmente interessantes, tem atraído considerável interesse para explorá-los pela 

Biotecnologia. Devido à sua excepcional capacidade de expressar e secretar proteínas, tornaram-se 

indispensáveis para a produção enzimática. Enzimas nativas ou recombinantes são produzidas 

principalmente por Aspergillus niger, A. oryzae e T. reesei, além de outras linhagens que estão em 

desenvolvimento (Punt et al., 2002). 

O complexo enzimático produzido por T. reesei é conhecido por apresentar baixa atividade 

de β-glicosidases e uma grande quantidade de exoglicanases, que podem atingir cerca de 80% do 

total de proteínas secretadas por esse fungo (Teeri, 1997). De acordo com Martins et al. (2008), o 

complexo enzimático de P. echinulatum apresenta atividade de β-glicosidase superior ao de T. 

reesei. Este fato indica sua potencialidade em processos onde a sacarificação total da celulose seja 

desejada, pois a manutenção da celobiose em baixos níveis evita o efeito inibitório desta sobre as 

celulases. 

2.2.2 Xilanases 

A bioconversão de materiais lignocelulósicos em açúcares é essencial para a obtenção de 

produtos biotecnológicos como o etanol lignocelulósico. Para tanto, além de celulases, é importante 

a hidrólise realizada por hemicelulases, que facilitam a hidrólise da celulose uma vez que 
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proporcionam a exposição das fibras tornando-as mais acessíveis (Gírio et al., 2010). As xilanases 

(1,4--D-xilana xilanoidrolase, EC 3.2.1.8) têm atraído atenção devido a seu potencial 

biotecnológico em diferentes processos industriais, sendo utilizadas em formulações de rações para 

animais (Xiong et al., 2005); para melhorar a eficiência na produção de silagens (Kulkarni et al., 

1999); na indústria de papel para hidrolisar a xilana presente na polpa e facilitar a extração da 

lignina e, assim, reduzir o consumo de reagentes tóxicos requeridos no processo de branqueamento 

da polpa (Ninawe & Kuhad, 2006; Kapoor et al., 2007), além de possibilitar a obtenção de papel 

com maior resistência (Damaso et al., 2002). No processamento de alimentos, as xilanases são 

empregadas na clarificação de sucos e vinhos em associação às pectinases e celulases; em processos 

de maceração de vegetais; na extração de aromas e pigmentos, óleos vegetais e amido (Bhat, 2000; 

Beg et al., 2001; Kapoor e Kuhad, 2007), além de serem empregadas na indústria de panificação 

para aumentar a qualidade dos produtos (Collins et al., 2006). Seu potencial também está na 

sacarificação da hemicelulose para a obtenção de produtos biotecnológicos como o xilitol e o etanol 

(Beg et al., 2001).  

As xilanases são produzidas por diversos organismos, tais como bactérias, algas, fungos, 

protozoários, gastrópodes e artrópodes. Fungos filamentosos produtores de xilanases são 

particularmente interessantes, uma vez que secretam maiores quantidades de enzima em relação a 

bactérias e leveduras. Ademais, as xilanases fúngicas são produzidas em associação a celulases, 

formando um complexo capaz de hidrolisar de forma mais eficiente substratos lignocelulósicos 

(Beg et al., 2001). 

O sistema requer a ação de diversas enzimas (Figura 5): endo-1,4-β-D-xilanases (EC 

3.2.1.8), que hidrolisam aleatoriamente a cadeia principal da xilana liberando xilo-oligossacarídeos; 

α-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), que removem as cadeias laterais da L-arabinofuranose; α-

D-glucuronidases (EC 3.2.1.139), que hidrolisam resíduos de metil glucuronato; acetil xilana 

esterases (EC 3.1.1.72), que hidrolisam grupos acetato da cadeia principal; feruloil esterases (EC 

3.1.1.73) e coumaroil esterases (EC 3.1.1.-), que hidrolisam os respectivos ácidos aromáticos 

ligados aos resíduos de arabinofuranose (Chávez et al., 2006). 



12 

 

 

Figura 5. Estrutura da xilana e os sítios de ação das enzimas do complexo xilanase (adaptado de Chávez et al., 2006). 

Entre os gêneros de microrganismos produtores de xilanases encontram-se Bacillus (Sa-

Pereira et al., 2004), Trichoderma (Xiong et al., 2004) e Streptomyces (Wang et al., 2003; Suchita 

et al., 2007). P. echinulatum também secreta xilanases (Camassola & Dillon, 2007a; Camassola & 

Dillon, 2010). 

2.2.3 Oxidases 

As oxidases são enzimas cobre-dependentes da família glicosil hidrolase 61 (GH61) que, em 

combinação com celobiose desidrogenase, aumentam a hidrólise de celulose por celulases, 

favorecendo a hidrólise de lignocelulósicos para a obtenção de biocombustíveis derivados de açúcar 

(Harris et al., 2010). São enzimas oxidativas que fazem a clivagem da superfície da celulose sem 

requerer a separação da cadeia de glucanos (Phillips et al., 2011). As mono-oxigenases também 

conhecidas como polissacarídeo mono-oxigenases (PMOs) apresentam uma natureza sinérgica de 

ação que decorre da sua capacidade de se ligar à celulose, que é cristalina, e clivagem oxidativa das 

ligações glicosídicas na presença de um doador externo de elétrons, aumentando a acessibilidade 

das celulases (Li et al., 2012, Beeson et al., 2012). Estas enzimas podem acelerar a conversão 

enzimática da biomassa, reduzindo assim a carga de enzima e o tempo de processamento. Além 

disso, elas podem agir sob materiais mais compactos e inacessíveis, podendo afetar positivamente 

não só os custos da etapa de sacarificação enzimática, mas também otimizar o processo de pré-

tratamento e o delineamento de processos em geral (Horn et al., 2012). 
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2.3 Swoleninas 

A cristalinidade é um fator relevante para a hidrólise da celulose, pois pode afetar a adsorção 

das celulases (Hall et al., 2010) e, portanto, a acessibilidade à celulose (Arantes & Saddler, 2011). 

Para elevadas taxas de hidrólise da celulose e maiores rendimentos, a acessibilidade à celulose 

precisa ser aumentada; sua cristalinidade, reduzida (Rollin et al., 2011). 

Destaca-se, dentre as enzimas acessórias na hidrólise de lignocelulose, a swolenina, 

caracterizada como uma proteína relacionada à expansina das plantas, proteína com ação de 

afrouxamento da parede celular (Saloheimo et al., 2002b), podendo, desta forma, apresentar função 

similar e levar ao rompimento das fibras de celulose da parede celular vegetal (Figura 4). Assim, a 

swolenina pode ter um papel importante na degradação enzimática de lignocelulose (Arantes & 

Sadller, 2010). As swoleninas ocorrem em fungos como Trichoderma asperellum (Brotman et al., 

2008), Aspergillus fumigatus, T. virens e T. atroviride. Exemplo de sua potencialidade é a 

swolenina clonada a partir de T. pseudokoningii, que possui atividade glicohidrolítica (Yao et al., 

2008). Os níveis de expressão de swolenina em T. reesei são relativamente baixos (1 mg.L
-1

) 

quando comparados aos de Saccharomyces cerevisiae (25 mg.L
-1

) (Saloheimo et al., 2002b), sendo 

ainda mais elevados em A. oryzae (50 mg.L
-1

) (Wang et al., 2010). O estudo realizado por Ribeiro 

et al., (2012) identificou swolenina no secretoma de P. echinulatum nas cinco condições de 

crescimento avaliadas.  

Assim como as celulases, essas proteínas possuem uma estrutura modular com o N-terminal 

CBD (domínio de ligação ao substrato), que tem o papel de mediar a ligação das enzimas ao 

substrato insolúvel. Os resultados obtidos a partir dos estudos dessa proteína em T. reesei fornecem 

uma nova visão em relação ao mecanismo de degradação de lignocelulósicos por microrganismos. 

Primeiramente haveria a ação da swolenina, afrouxando as fibras da parede vegetal e rompendo as 

ligações de hidrogênio entre as cadeias de celulose, permitindo que as enzimas hidrolíticas 

apresentassem sua ação potencializada. A descoberta da swolenina em T. reesei não somente tem 

auxiliado no esclarecimento do mecanismo de hidrólise enzimática da lignocelulose, mas também 

na relação do seu papel para o aumento da eficiência da conversão enzimática da celulose 

(Cosgrove, 2000a; Cosgrove, 2000b). 

2.4 Penicillium echinulatum 

T. reesei sempre foi usado como o principal microrganismo para produzir cocktails de 

celulases, e várias estratégias foram aplicadas para melhorar os seus rendimentos de enzimas com a 
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finalidade obtenção de menores custos de produção (Dashtban et al., 2009; Seiboth et al., 2012). 

Fungos do gênero Penicillium recentemente tem atraído uma grande atenção da pesquisa, e são 

considerados como potenciais alternativas ao uso do T. reesei para produção de biocombustíveis de 

segunda geração (Gusakov, 2011). 

Dentre os microrganismos com potencial de secreção celulolítica para a hidrólise de celulose 

encontram-se os mutantes (Dillon et al., 1992; Dillon et al., 2006) e fusionantes de P. echinulatum 

(Dillon et al., 2008). Imagem de microscopia eletrônica de varredura do micélio da linhagem 

9A02S1 de P. echinulatum é representada na Figura 6. Estudos em cultivo submerso têm mostrado 

atividades de FPA próximo a 2 FPU.mL
-1

 (Dillon et al., 2006). Diferente de T. reesei, P. 

echinulatum não é induzido por lactose, apesar desse dissacarídeo poder ser utilizado 

favoravelmente como umas das fontes de carbono para a produção de celulases (Sehnem et al., 

2006). Metilxantinas, como a cafeína, podem ser adicionadas ao meio de cultivo para reduzir a 

repressão catabólica na presença de glicose (Camassola & Dillon, 2007b). Reis et al. (2013a) 

relatam atividases de FPase de 8,3 U.mL
-1

, de endoglicanses de 37,3 U.mL
-1

 e de xilanases de 177 

U.mL
-1

, em estudos de batelada alimentada com P. echinulatum S1M29 utilizando 40 g.L
-1

 de 

celulose. 

 

 

Figura 6. Microscopia eletrônica de varredura do micélio da linhagem 9A02S1 de Penicillium echinulatum (Obtida por 

Marli Camassola). 

Em cultivos em estado sólido com meio contendo bagaço de cana-de-açúcar, a linhagem 

mutante 9A02S1 de P. echinulatum apresenta expressiva produção de celulases (30 FPU.g
-1

 de 

matéria seca) (Camassola & Dillon, 2007a). Em cultivo submerso com bagaço de cana-de-açúcar 

pré-tratado por explosão a vapor também foram obtidos resultados satisfatórios em relação à 

produção de FPA, β-glicosidases e xilanases (Pereira et al., 2013). A caracterização da mistura 

enzimática da linhagem 9A02S1 mostrou uma boa estabilidade térmica para FPA e β-glicosidases a 
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50°C (Camassola et al., 2004) e uma mais adequada relação entre atividade FPA e β-glicosidases, 

em comparação com o complexo enzimático de T. reesei, para a hidrólise eficiente de celulose 

(Martins et al., 2008). 

Schneider et al. (2014) estudaram as diferenças na morfologia de P. echinulatum 

influenciadas por distintas fontes de carbono e verificaram que, no meio formulado com celulose ou 

bagaço de cana-de-açúcar, o micélio cresceu mais disperso, o que teria favorecido a secreção 

enzimática. 

Estudo de caracterização de celulases de P. echinulatum mostrou a presença de uma banda 

com atividade endoglicanásica de 76 kDa no caldo enzimático de cultivos com diferentes fontes de 

carbono, sugerindo tratar-se de uma enzima constitutiva (Zampieri et al., 2013). O estudo de 20 

secretomas de P. echinulatum, obtidos a partir de cinco diferentes condições de cultivo baseadas em 

bagaço de cana-de-açúcar, possibilitou a identificação de 99 proteínas fúngicas. Dessas, 16 foram 

identificadas em todas as condições de cultivo, enquanto 29 somente foram encontradas no cultivo 

em meio à base de bagaço de cana-de-açúcar sem pré-tratamento. De todas as proteínas 

identificadas, 80% foram classificadas como endoglicanases, exoglicanases e β-glicosidades, 

evidenciando o papel desse fungo na produção de enzimas voltadas para a degradação de celulose 

(Ribeiro et al., 2012). O secretoma do P. echinulatum é constituído por enzimas CAZy, sendo 

majoritariamente: glicosil hidrolases, carboidrato esterases, pectina liases, enzimas auxiliares, 

swolenina, bem como módulo de ligação a carboidrato (Schneider, 2014). 

Rubini et al. (2010) desenvolveram estudo de isolamento, clonagem e caracterização de 

cDNA (DNA complementar ao RNA mensageiro) de P. echinulatum 9A02S1 que codifica uma 

endoglicanase predita. A análise da sequência identificou 387 resíduos de aminoácidos, com massa 

molecular de 41,1 kDa. Sua sequência de 1161 pares de base exibe alto grau de identidade (48 a 

60%) com genes de endoglicanases fúngicas da família glicosil hidrolase 5A. A enzima secretada 

por egl1 de P. echinulatum apresentou alta atividade sobre ampla escala de pH (5 – 9) e temperatura 

ótima de 60°C. Além disso, esta apresentou termoestabilidade a 70°C, temperatura em que cerca de 

84% de sua atividade de CMCase (carboximetilcelulase) inicial foi mantida após 1 hora de pré-

incubação. Foi demonstrado que EGL I hidrolisa CMC (carboximetilcelulose) e MUC (4-

metilulmbeliferil-β-D-celobiosídeo), sugerindo que esta enzima apresenta atividade de endo- e 

exoglicanase.  

O estudo realizado por Pozzan (2011) mostrou a maior expressão de mRNA de egl1 de P. 

echinulatum em 24 h de cultivo em meio com celulose, verificando a maior atividade de 
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endoglicanase em 72 h. Meios formulados com glicose mostraram expressão muito reduzida no 3º e 

4º dias de cultivo. 

O genoma do P. echinulatum foi recentemente sequenciado em parceria com Laboratório 

Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol – CTBE – e está atualmente em análise. Sabe-se 

que apresenta 30,5 Mb com 8500 genes mapeados, sendo 174 pertencentes a família GH e 615 

proteínas secretadas previstas (dados não publicados).  

2.5 Produção de enzimas do complexo celulolítico 

Para a produção de uma determinada enzima microbiana, é de grande importância a 

formulação de um meio efetivo que seja de baixo custo e que permita a manutenção e o crescimento 

do microrganismo e a produção de enzimas. Assim, para que o crescimento ocorra, é preciso que o 

microrganismo tenha disponível os elementos básicos e indispensáveis para seu metabolismo. Desse 

modo, elementos como carbono, nitrogênio, enxofre, fósforo, magnésio e cálcio, além de ferro, 

cobre, cobalto, zinco, manganês e molibdênio, são requeridos pelos microrganismos e devem estar 

presentes no meio (Smits et al., 1996). 

Na formulação de um meio de cultivo para a produção de celulases, deve-se controlar a 

repressão catabólica – que resulta na inibição da síntese de enzimas – o que pode ser realizado pela 

substituição de fontes facilmente metabolizáveis por carboidratos complexos, como a celulose 

(Chahal, 1985). A síntese de celulases pode ser induzida por diversos oligo- e dissacarídeos 

(Hrmova et al., 1991; Magnelli & Forchiassin, 1999). A glicose, por outro lado, reprime a síntese de 

celulases pelo mecanismo de repressão catabólica em nível de transcrição (Beguin, 1990; Fowler, 

1993). 

Os materiais lignocelulósicos servem como matéria-prima abundante e de baixo custo, 

portanto vêm sendo estudados como fonte de açúcares fermentescíveis, sendo necessários para 

produzir enzimas para o processo de obtenção etanol de segunda geração a partir de recursos 

renováveis a custos economicamente viáveis (Martín et al., 2007). Dentre essas fontes renováveis, 

podem-se destacar os resíduos agroindustriais como casca e palha de arroz, palha de cevada, palha 

de trigo, sabugo e forragem de milho e principalmente o bagaço e a palha de cana-de-açúcar. Esses 

e outros substratos lignocelulósicos têm se mostrado eficientes para a produção de enzimas 

celulolíticas e xilanolíticas por alguns fungos como Aspergillus awamori, T. reesei, A. niger, 

Penicillium purpurogenum e Humicola grisea (Silva, 2009; Sánchez, 2009). 
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A extração do açúcar resulta no acúmulo de bagaço de cana-de-açúcar. O uso adequado 

dessa biomassa acrescenta valor a esse material e é uma solução para a remoção de resíduos 

abundantes, resolvendo o problema da indústria de açúcar e aumentando o rendimento econômico 

do processo, obtendo-se, portanto, um efeito duplo: ecológico e econômico. O bagaço de cana-de-

açúcar permite o desenvolvimento de produtos, além daqueles provenientes apenas de sua 

combustão considerando-se que ainda assim há um excedente de resíduos da cana-de-açúcar, 

envolvendo principalmente o desenvolvimento de tecnologias para o aproveitamento integral da 

cana-de-açúcar em relação à produção de etanol e produtos biotecnológicos de alto valor agregado 

(Gámez et al., 2006). A produção de endoglicanases, β-glicosidases e xilanases pelo fungo P. 

echinulatum 9A02S1 mostrou-se favorecida em cultivos sólidos formulados com misturas de 

bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo (Camassola & Dillon, 2010), assim como em cultivos 

submersos com a utilização de 1, 2 e 3% (m/v) de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por 

explosão a vapor. A incorporação de fontes de baixo custo, como o bagaço de cana-de-açúcar, nos 

meios de cultivo, deve contribuir para uma diminuição nos custos de produção de complexos 

enzimáticos capazes de hidrolisar resíduos lignocelulósicos para a formação de xaropes 

fermentescíveis (Camassola & Dillon, 2012a). 

Estudos realizados por Menegol et al. (2014) e Scholl et al. (2015) avaliaram o emprego de 

outro material lignocelulósico, o capim-elefante, na produção de enzimas do complexo celulolítico 

por Penicillium echinulatum, em cultivos submersos ou em estado sólido, assim como a aplicação 

destas enzimas na hidrólise enzimática desta mesma biomassa. A secreção de endoglicanases e FPA 

foi favorecida na presença de capim-elefante pré-tratado por explosão a vapor em cultivo submerso, 

enquanto o efeito sobre xilanases mostrou-se negativo (Scholl et al., 2015). Basso et al. (2014) 

avaliou diferentes acessos de capim-elefante na produção de enzimas lignocelulolíticas, em cultivos 

submersos, objetivando identificar genótipos com potencial para a produção de enzimas para 

indústria de etanol de segunda geração, chegando à valores 4,7 e 4 vezes superiores de produção de 

endoglicanases e FPA, respectivamente em comparação com à celulose. 

2.6 Expressão de genes para celulases, β-glicosidases, xilanases e swoleninas  

Para o aumento da produção enzimática é importnte o uso de microrganismos com 

modificações nos controles de produção de celulases, obtidos por melhoramento genético, além de 

processos de cultivo eficientes (Dillon, 2004). 
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Estudos iniciais com o emprego de Northern blot e Slot blot (Ilmén et al., 1997) permitiram 

acompanhar a expressão dos principais genes para celulases em T. reesei e verificar que estes são 

induzidos por celulose e pelo dissacarídeo soforose, reprimidos por glicose e que não sofrem ação 

de sorbitol ou glicerol. T. reesei, possui síntese basal das celulases que pode ser interrompida por 

deleção em segmentos upstream do gene cbh1 (Henrique-Silva et al., 1996). As celulases basais ou 

constitutivas são normalmente expressas em baixo nível e podem digerir celulose para liberar 

oligossacarídeos que entram nas células e promovem a expressão das celulases (Figura 7). 

Evidências experimentais têm mostrado que a atividade da celulase basal extracelular atua como um 

evento cascata de indução na síntese de celulase por celulose (Sun et al., 2008).  

 

Figura 7. Modelo de indução de celulases em Penicillium purpurogenum (adaptado de Suto & Tomita, 2001). 

A expressão de genes de celulases e hemicelulases é altamente regulada, sendo estas 

enzimas sintetizadas quando um indutor está presente no meio (Aro et al., 2005; Kubicek et al., 

2009). Esta regulação deve-se a fatores de transcrição (FT), como XYR1, ACE2, HAP2/3/5, ACE1 

e CRE1 (Kubicek et al., 2009), conforme apresentado na Figura 8. O XYR1 (regulador de xilanase 

1) é considerado o principal ativador da expressão dos genes de celulases e hemicelulases (Stricker 

et al., 2006; Stricker et al., 2008). Sua deleção eliminou a indução por diversos tipos de indutores 

(Stricker et al., 2006). 

Acredita-se que o complexo HAP2/3/5 seja necessário para a geração de uma abertura na 

estrutura da cromatina visando a ativação da transcrição integral (Zeilinger et al., 2003). 

A região upstream do promotor para o gene cbh1 de Trichoderma (Torigoi et al., 1996), 

pode sofrer a ação do produto do gene cre1 – que codifica para um repressor catabólico CRE1 

(elemento da repressão catabólica) – quando o microrganismo cresce na presença de glicose ou de 
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outra fonte de carbono que desencadeie rápido metabolismo (Ilmén et al., 1996). Também foram 

identificados sítios de reconhecimento para os produtos dos genes ace1 (ativador da expressão de 

celulases) (Saloheimo et al., 2000; Aro et al., 2001) e do gene ace2 (Aro et al., 2001) que exercem 

atividades de indução de celulases. Esses autores isolaram os genes e identificaram esses dois 

ativadores de transcrição que codificam para proteínas que se ligam ao DNA. Genes homólogos a 

ace1 já foram identificados em sequências expressas em Aspergillus e Neurospora, indicando que 

esse gene também ocorre em outros fungos filamentosos (Todd et al., 1998).  

 

Figura 8. Representação esquemática dos fatores de transcrição na regulação da expressão de genes de celulases e 

xilanases (adaptado de Aro et al., 2005). 

Sun et al. (2008) desenvolveram um estudo da expressão de genes para celulases por RT-PCR 

(transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase), com o fungo Penicillium 

decumbens, mostrando que os principais genes para celulase cbh1, cbh2, egl1, egl2 e bgl1 

apresentam síntese basal. É interessante que a comparação de duas endoglicanases tenha mostrado 

que uma de 34 kDa tem síntese basal, mas outra de 45 kDa foi apenas induzida e que estas duas 

enzimas são codificadas por diferentes genes. 

Independentemente da natureza do indutor de celulases, é consenso que a formação de 

celulases é regulada no nível transcricional e acontece de forma coordenada. Na presença do indutor 

celulose, o gene de celobiohidrolase I (cbh1) tem maior expressão, seguido por cbh2, egl5 e egl1 

(Schmoll & Kubicek, 2003). 

T. reesei secreta pelo menos seis tipos de endoglicanses (EG I, EG II, EG III, EG IV, EG V 

e EG VI) que diferem em massa molecular e ponto isoelétrico (Quadro 1). EG I é a endoglicanase 
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produzida em maior quantidade por este fungo, chegando a cerca de 5% do total de proteínas 

liberadas no meio de cultura, enquanto EG II chega a 0,5% e as endoglicanases restantes 

apresentam-se como componentes minoritários (Saloheimo et al., 2002a). No entanto, de acordo 

com Martinez et al. (2008), foram identificadas duas celobiohidrolases e oito endoglicanases em T. 

reesei. Outros microrganismos, porém, apresentam uma variedade maior de celulases, como é o 

caso de Magnaporthe grisea, com 5 celobiohidrolases e 25 endoglicanases; Phanerochaete 

chrysosporium com 8 celobiohidrolases e 19 endoglicanases; Aspergillus nidulans com 4 

celobiohidrolases e 14 endoglicanases, etc. 

Quadro 1. Propriedades das celulases produzidas pelo Trichoderma reesei (adaptado de Saloheimo et al., 2002a; 

Miettinen-Oinonen, 2004; Martinez et al., 2008). 

Enzima Aminoácidos 
Massa molecular 

(kDa) 
Ponto isoelétrico 

EG1/CEL7B/GH7 437 50 – 55 4,6 

EG2/CEL5A/GH5 397 48 5,5 

EG3/CEL12A/GH12 218 25 7,4 

EG4/CEL61A/GH61 326 37 ND 

EG45/CEL45A/GH45 225 23 2,8 – 3 

EG VI 838 75 – 105 4,1 – 4,3 

CBH I/Cel7A/GH7 497 59 – 68 3,5 – 4,2 

CBH II/Cel6A/GH6 447 50 – 58 5,1 – 6,3 

BGL I 744 75 ND 

BGL II/CEL1A 466 52 ND 

ND – não determinado. 

Dois tipos de celobiohidrolases (CBH I e CBH II) já foram identificados no complexo 

celulolítico secretado por T. reesei (Teeri, 1997). Essas exoglicanases são produzidas em maior 

quantidade do que as outras enzimas celulolíticas do complexo. CBH I responde por cerca de 60% 

do total de proteínas liberadas no meio de cultura, enquanto que CBH II chega a 20% (Miettinen-

Oinonen, 2004). Nesse mesmo fungo, foram descritos dois principais genes de β-glicosidases: bgl1, 

que codifica uma β-glicosidase extracelular (BGL I); e bgl2, que codifica uma enzima intracelular 

(BGL II), sendo que a última, além de hidrolisar celobiose, também possui ação de transglicosilação 

(Saloheimo et al., 2002a). No entanto, a quantidade de β-glicosidases produzida por T. reesei não é 

suficiente para ser empregada na indústria. 
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Verbeke et al. (2009) demonstraram que a expressão de celobiohidrolase I, endoglicanase III 

e as duas β-glicosidases de T. reesei estão também coordenadas, juntamente com a expressão de 

dois genes swo1, que codificam para swolenina (Saloheimo et al., 2002b). 

A repressão catabólica por carbono é conhecida como a inibição da síntese proteica induzida 

em resposta à presença de uma fonte de carbono favorável, como a glicose, e é frequentemente 

associada à repressão da transcrição (Bazzolli et al., 2008). A glicose é um forte repressor da 

produção de celulases e hemicelulases. A proteína CRE A (elemento de repressão catabólica) em 

Aspergillus e a homóloga CRE1 em Trichoderma tem sido considerada mediador da regulação 

transcricional dos genes codificadores de celulases e hemicelulases para metabolismo de outros 

açúcares (Strauss et al., 1995; Ilmén et al., 1996; De Vries et al., 1999; Mach & Zeilinger, 2003; 

Jørgensen et al., 2004). Esse mecanismo favorece a assimilação de fontes de carbono com alto 

rendimento energético em vez de fontes que produzam menos energia. Enfatiza-se a importância 

desse gene para a melhoria da produção enzimática em T. reesei (Nakari-Setälä et al., 2009). 

Promotores de celulases também são regulados por fatores (ACE1 e ACE2) que são 

ativadores ou repressores de expressão de celulases (Saloheimo et al., 2000; Aro et al., 2001). 

ACE1 age como um repressor e se liga ao segmento AGGCA no promotor cbh1 (Aro et al., 2003). 

Entretanto, ACE2 ativa a expressão de cbh1 ligando-se a uma sequência-motivo GGCTAA na 

região upstream de cbh1 (Ling et al., 2009). 

A função do fator ACE2 foi estudada por Aro et al. (2001) no que se refere aos efeitos de 

deleção de ace2 na linhagem hipercelulolítica T. reesei ALKO2221. A deleção do gene ace2 levou 

à diminuição cinética da indução de mRNAs codificadores das principais celulases – 

celobiohidrolases I e II e endoglicanases I e II – e de 30 a 70% de redução na atividade de celulase 

quando o fungo foi cultivado em meio contendo celulose (Solka-floc
®

). O nível de expressão do 

gene que codifica xilanase também foi afetado. A deleção de ace2 levou a uma menor expressão de 

xyn2 no cultivo induzido por celulose. Indução de celulase por soforose não foi afetada pela deleção 

de ace2. 

Em estudo realizado por Mello-de-Sousa et al. (2011), a análise de qRT-PCR revelou um pico 

de acúmulo de mRNA para a maioria dos genes de codificação de hidrolases de Humicola grisea 

var. thermoidea em 2 h em meio alcalino com bagaço de cana-de-açúcar, indicando uma resposta 

rápida à indução assim como já observado em T. reesei (Verbeke et al., 2009) e Polyporus 

arcularius (Ohnishi et al., 2007).  
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Estudo realizado por Martinez et al. (2008) revelou 99% do genoma de T. reesei. 

Detectaram-se 9129 genes semelhantes a Neurospora crassa (Galagan et al., 2003), mas cerca de 

2500 a menos que o número de genes de Fusarium graminearum (Cuomo et al., 2007), uma grande 

diferença, uma vez que o F. graminearum e o T. reesei compartilham um ancestral comum. A 

média do tamanho dos genes em T. reesei é de 1797 pb. Em comparação com outros fungos, T. 

reesei apresenta um menor repertório de genes para celulases, hemicelulases e pectinases. O 

genoma deste fungo revela que várias famílias de enzimas envolvidas na degradação de 

polissacarídeos são reduzidas ou ausentes. Todavia, este número limitado de enzimas é suficiente 

para que T. reesei possa competir na natureza com outros fungos que degradam celulose e 

hemicelulose. 

A qRT-PCR (transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase quantitativa em 

tempo real) é um método que contribui para uma medida quantitativa sensível e confiável da 

expressão do gene por mRNA. A reação de qRT-PCR apresenta alta sensibilidade, reprodutibilidade 

e ampla quantificação (Bar et al., 2003; Fleige & Pfaffl, 2006). Porém, para o sucesso total das 

análises baseadas em RNA, a integridade e pureza do RNA são elementos críticos. RNA com baixa 

qualidade pode comprometer fortemente os resultados (Imbeaud et al., 2005). 

A expressão gênica pode ser quantificada por dois métodos: absoluto ou relativo. Na 

quantificação absoluta, o número absoluto de cópias de mRNA é determinado por comparação a 

uma curva padrão (Pfaffl & Hageleit, 2001). A expressão relativa é baseada na expressão do gene-

alvo comparada a um gene-referência também chamado de normalizador, gene controle interno ou 

housekeeping gene, sendo esse tipo de quantificação muito eficiente. Contudo, é fortemente 

dependente do gene-referência e dos métodos de normalização utilizados. A avaliação da 

estabilidade dos genes controle interno para cada condição experimental é um pré-requisito 

importante para a normalização e confiabilidade dos resultados da expressão gênica (Pfaffl et al., 

2004). Os genes-referência mais comumente utilizados são aqueles que codificam proteínas 

responsáveis pela manutenção de estruturas e metabolismo básico da célula, como actina, tubulina 

(Choi et al., 1991), 18S rRNA e 28S rRNA (Bhatia et al., 1994). Genes com essa função não devem 

variar sua expressão nas células, tecidos, mudanças de meio e sob diferentes condições de 

tratamento em um determinado experimento. Porém, sua estabilidade pode variar 

consideravelmente e diversos estudos objetivam a escolha do gene mais adequado para cada 

situação (Vandesompele et al., 2002; Czechowski et al., 2005). Existem softwares que medem a 
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estabilidade dos genes-referência das amostras analisadas, dentre os quais pode-se citar: GeNorm 

(Vandesompele et al., 2002), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004) e NormFinder (Andersen et al., 2004). 

Diante deste contexto, a compreensão de mecanismos de expressão de genes para a 

degradação de parede celular vegetal por P. echinulatum constitui-se em uma forma de ampliar os 

conhecimentos sobre este microrganismo, bem como fornecer dados para possibilitar a otimização 

de processos de produção dessas enzimas. Além disso, o estudo da expressão gênica das celulases, 

hemicelulases e swolenina fornece meios para compreensão da eficiência na hidrólise de resíduos 

lignocelulósicos, constituindo-se como um importante acesso biotecnológico para obtenção de 

moléculas que possam ser convertidas em produtos de interesse. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Linhagem 

Foi utilizada a linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum obtida a partir da linhagem 

9A02S1 (depositada no Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - DSM 18942) 

pertencente à coleção de microrganismos do Laboratório de Enzimas e Biomassas do Instituto de 

Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, RS. A linhagem 9A02S1 corresponde a um 

mutante parcialmente desreprimido a glicose, obtido por mutagênese (Dillon et al., 2006), a partir 

da linhagem 2HH, isolada do trato intestinal do coleóptero Anobium punctatum (Carrau et al., 

1981).  A linhagem S1M29 foi obtida por meio de mutagênese empregando peróxido de hidrogênio 

e seleção dos mutantes em meio suplementado com 2-deoxiglicose (Dillon et al., 2011).  

3.2 Crescimento e manutenção da linhagem fúngica 

 A linhagem foi crescida e mantida em agar-celulose, elaborado com 40% (v/v) de suspensão 

de celulose intumescida (2,5% m/v), 10% (m/v) de meio de sais (MS 10), 0,2% (m/v) de proteose 

peptona (Oxoid L85), 1,8% (m/v) de agar e 50% (v/v) de água destilada. A linhagem foi crescida 

em tubos inclinados por sete dias a 28°C até a formação de conídios e então estocada a 4°C (Dillon 

et al., 2006).  

 As suspensões de celulose intumescida foram elaboradas a partir de 5 g de celulose Celufloc 

E
®
, autoclavada em 60 mL de água e a suspensão mantida sob agitação recíproca, a 180 rpm, por 48 

h, a 28°C e, após, completada para 200 mL com água destilada e armazenada a 4°C. O meio de sais 

foi elaborado baseado na formulação de Mandels & Reese (1956), composto por: 2% de KH2PO4, 

1,4% de (NH4)2SO4, 0,3% de CO(NH2)2, 0,3% de MgSO4·7H2O, 0,3% de CaCl2, dissolvidos em 

água destilada acrescido de 1 mL de solução de micronutrientes (5% de FeSO4·7H2O; 1,56% de 

MnSO4·H2O; 1,48% de ZnSO4·7H2O; 2% g de CoCl2 solubilizados em água destilada). 

3.3 Condições de cultivo e produção proteica 

 O crescimento fúngico e a produção enzimática foram realizados em cultivos submersos, em 

triplicatas, utilizando-se frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do meio líquido (0,1% 

(m/v) de Prodex
®

, 0,2% (m/v) de proteose peptona, 0,1% (v/v) de Tween
®
 80, 10% (v/v) de MS 

10 e 90% (v/v) de água destilada) acrescido de 1% (m/v) de fonte de carbono com ação indutora 
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(celulose Celufloc E
®
 ou bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por explosão a vapor - BCA) e não 

indutora (glicose). 

O bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por explosão a vapor, pertencente ao mesmo lote, 

foi gentilmente cedido pelo grupo de açúcar e etanol Usina Vale do Rosário (fundida com a Santa 

Elisa Vale), localizada em Morro Agudo, São Paulo, Brasil. Esta planta processa 250 toneladas de 

bagaço por dia, durante a época de colheita, para a alimentação do gado. O pré-tratamento foi feito 

com cerca de 1 tonelada de bagaço seco em um reator de aço inoxidável de 5000 L (Caldema 

Equipamentos Industriais, Sertãozinho, São Paulo, Brasil). O reator foi selado hermeticamente e 

injetado vapor até uma pressão de cerca de 1,53 MPa (equivalente a 200°C). Após 7 min de 

pressurização, o reator foi rapidamente despressurizado e a suspensão explodida a vapor foi 

descarregada em um recipiente de 8000 L, e, em seguida, recolhido em um recipiente cilíndrico. A 

fração sólida foi separada da fração líquida através da centrifugação da suspensão a 1100 rpm por 

10 min em centrífuga semi-industrial de 100 L (Grisanti Máquinas Industriais Ltda, Ribeirão Pires, 

São Paulo, Brasil). No laboratório, o bagaço (fração sólida) foi seco durante 48 h à temperatura 

ambiente e mantido nesta condição até o momento do uso. A quantidade de BCA utilizada na 

elaboração dos meios de cultivo foi de 2,3%, o que corresponde a 1% de celulose, baseado no 

conteúdo de celulose desta biomassa que foi previamente caracterizada, que é de 43,6%, e ainda 

constitui-se de 8,75% de hemicelulose, 33,75% de lignina, além de extrativos, sais e outros 

componentes.  

Os meios foram autoclavados a 1 atm por 15 min. Após resfriados, adicionou-se de 1,6 

µL.mL
-1

 de ciprofloxacina e inoculados com 400 mg de massa úmida (correspondendo a 60 mg de 

massa seca) de micélio crescido em uma fonte de carbono neutra (glicerol), por 48 h (Ilmén et al., 

1997; Vaheri et al., 1979). Os frascos foram mantidos a 28°C, sob agitação recíproca, a 180 rpm, 

até o sexto dia, sem ajuste do pH inicial. Foram realizadas coletas destrutivas diárias para as 

análises, sendo o caldo enzimático obtido por centrifugação a 3500 × g, durante 20 min, 

armazenado sob refrigeração para testes posteriores após a determinação do pH em pH-metro PHS-

3B (Phtek) e, o micélio armazenado a -80°C em tubos de 15 mL estéreis. 

3.4 Caracterização dos materiais celulósicos 

3.4.1 Determinação do teor de cinzas 

Quantidades de 300 mg de celulose Celufloc E
®
 e BCA foram acondicionados em cadinhos 

de porcelana, previamente calcinados e tarados, sendo então calcinados em mufla a uma 
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temperatura de 575°C por 2 h, de acordo com as recomendações do relatório técnico NREL/TP-

510-42622 (National Renewable Energy Laboratory) (Sluiter et al., 2008a). O teor de cinzas foi 

obtido pela diferença de massa entre o cadinho com cinzas e o cadinho vazio, que foi expressa em 

relação à quantidade de amostra inicial. 

3.4.2 Determinação dos compostos extraíveis 

O teor de compostos extraíveis do BCA foi determinado com o uso do extrator Tecnal TE-

044-8/50 a partir de uma quantidade conhecida de amostra empregando-se uma sequência de quatro 

solventes, diclometano, etanol:tolueno 1:2 (v/v), etanol 95% (v/v) e água quente, seguindo as 

recomendações do relatório técnico NREL/TP-510-42619 (Sluiter et al., 2008b) com adaptações.  

A quantificação dos compostos extraíveis da celulose Celufloc E
®
 procedeu-se somente com 

etanol 95% (v/v) e água quente no mesmo equipamento. O percentual de cada extrato foi calculado 

pela perda de massa em relação à massa seca do material originalmente empregado no ensaio.  

3.4.3 Análise química dos substratos celulósicos 

A composição dos substratos celulósicos utilizados nos cultivos foi realizada de acordo com 

o relatório técnico NREL/TP-510-42618 (Sluiter et al., 2011). Uma quantidade conhecida de 

amostra seca livre de compostos extraíveis (100 mg) foi tratada com 1 mL de ácido sulfúrico 72% 

(v/v), a 25°C, por um período de 1 h, sob agitação constante. Após este tempo, a mistura foi diluída 

até uma concentração de 3% (v/v) em ácido sulfúrico e a suspensão aquecida em autoclave (118°C), 

por 1 h, para promover a hidrólise total de oligossacarídeos e polissacarídeos. Posteriormente, 

filtrou-se a mistura em cadinho de Gooch de porosidade 2 (30 mL) previamente tarado. O resíduo 

foi lavado com água quente, seco em estufa até peso constante e a porcentagem de lignina insolúvel 

em ácido foi determinada em relação à massa seca de amostra (Gomide & Demuner, 1986). O 

filtrado foi recolhido e aferido em balão volumétrico de 100 mL para determinação da lignina 

solúvel em ácido por espectrofotometria na luz ultravioleta (Dence, 1992). 

A composição em carboidratos dos substratos celulósicos foi determinada no hidrolisado 

resultante. Alíquotas dos hidrolisados foram filtradas em filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) de 

0,2 μm e analisadas em sistema cromatográfico Shimadzu modelo LC20AD, desgaseificador de 

fase móvel modelo DGU 20A, forno de aquecimento de coluna modelo CTO20A e detectores 

modelos RID10A para índice de refração e SPD20A com rede de fotodiodos para 

espectrofotometria no ultravioleta. A análise foi realizada em coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 
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60°C, precedida por pré-coluna Cation-H e eluída com fase móvel H2SO4 5 mmol.L
-1

 a uma vazão 

de 0,6 mL.min
-1

. A quantificação foi efetuada por padronização externa, com base em curvas de 

calibração construídas para cada componente monitorado, celobiose, glicose, xilose, arabinose e 

ácido acético, levando-se em conta seus respectivos fatores de hidrólise ácida. Estes fatores, que 

foram de 0,95 para a celobiose, 0,90 para a glicose, 0,88 para xilose e arabinose e 0,72 para o ácido 

acético, serviram para converter cada componente nos seus respectivos derivados anidro. Os 

resultados obtidos foram expressos em relação à massa seca do material original.  

3.5 Determinação do crescimento fúngico 

A biomassa fúngica foi determinada indiretamente pela hidrólise enzimática da quitina da 

parede celular (Bittencourt et al., 2002). Para tanto, 1 mL de amostra foi centrifugada por 20 

minutos a 3500 × g, o sobrenandande foi descartado e adicionou-se 5 mL de água destilada ao 

pellet. Centrifugou-se novamente por 20 minutos a 3500 × g. Após a retirada do sobrenadante, 

foram adicionado 3 mL de tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8, e as amostras foram 

tratadas em ultrassom, por 60 min. Em cada amostra foi adicionado 2 mL da enzima Viscozyme L
® 

30 % (v/v) permanecendo incubada a 45°C, por 24 h. Em seguida, as amostras foram mantidas a 

100°C, por 10 min, sendo centrifugadas por 20 min, a 3500 × g, após o resfriamento. 

Para a determinação do teor de N-acetil-D-glicosamina resultante da hidrólise da quitina 

foi utilizada a metodologia segundo Aidoo et al. (1981). Em tubos contendo 1 mL da amostra 

hidrolisada e centrifugada foi adicionado 1 mL da solução de 3% de acetilacetona em carbonato de 

sódio 1,25 mol.L
-1

. As amostras foram fervidas por 20 min. Após o resfriamento, adicionou-se 6 

mL de etanol e 1 mL 4-dimetilaminobenzaldeido – DMAB - (8% de DMAB, 50% de etanol e 50% 

de HCl). Os tubos foram incubados a 65°C, por 10 min e, em seguida, realizou-se a leitura da 

absorbância a 530 nm. As concentrações miceliais foram obtidas a partir de curva padrão construída 

com micélio seco com concentrações entre 0 e 30 g.L
-1

. 

3.6 Determinação das proteínas solúveis 

Para a determinação quantitativa das proteínas solúveis, foi utilizado o método descrito por 

Bradford (1976) com modificações – cuja solução para reação é constituída de 0,01% (m/v) de 

Coomassie Brilliant Blue G250, 4,7% (v/v) de etanol e 8,5% (v/v) de ácido fosfórico, sendo o 

volume completado com água destilada e mantido ao abrigo da luz. Foi construída uma curva de 

calibração, utilizando-se soluções padrão de albumina bovina com concentrações entre 0 e 100 
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mg.L
-1

. Para a determinação das proteínas solúveis das amostras, a reação constituiu-se de 10 µL da 

amostra diluída em 90 µL de água destilada com 200 L do reagente de Bradford. Transcorridos 10 

min, a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 595 nm. 

3.7 Determinação de atividades enzimáticas 

3.7.1 Determinação de filter paper activity 

 Para a dosagem de celulases totais foi utilizada a análise de atividade enzimática sobre papel 

filtro (FPA) conforme recomendação da Comissão de Biotecnologia da IUPAC (International 

Union of Pure and Applied Chemistry), de acordo com Mandels et al. (1976) adaptada conforme 

Camassola & Dillon (2012b). 

 Foram utilizadas placas de polipropileno de 96 poços (com volume individual de 1,5 mL). 

Em cada poço da placa, foram adicionados 50 µL de solução enzimática e 100 µL de tampão citrato 

de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8. A placa foi colocada em banho a 50ºC, durante 10 min, com a 

finalidade de elevar a temperatura do meio contendo a enzima e o tampão citrato de sódio até a 

temperatura ideal de hidrólise dessa enzima. Em seguida foram adicionados a cada poço, 5 mg de 

papel filtro (Whatman nº1) em tiras de 1 cm x 0,6 cm, mantendo-os por 60 min em banho a 50ºC. 

Em seguida, a reação foi interrompida com a adição de 300 µL da solução do reagente DNS 

descrita por Miller (1959) - sendo composta por: ácido 3,5-dinitrosalicílico (2,12 g), hidróxido de 

sódio (3,92 g), tartarato de sódio e potássio (61,20 g), fenol (1,52 g), metabissulfito de sódio (1,66 

g) e água destilada (283,3 mL) - e a placa foi acondicionada em banho a 100ºC, por 5 min. 

 Após resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionados 100 µL de amostra em 

placa de poliestireno cristal de 96 poços (com volume individual de 0,4 mL) e 200 µL de água 

destilada sendo a absorbância medida em espectrofotômetro para leitura de microplacas 

SpectraMax 190 Molecular Devices a 545 nm. 

 As atividades sobre papel filtro presentes nas amostras foram determinadas através de curva 

de calibração construída com soluções de glicose em tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

 pH 4,8 

com concentrações de 0, 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg.mL
-1

, por meio de regressão linear, utilizando o 

programa Microsoft Office Excel 2007. As unidades de FPA foram assumidas como a quantidade 

de enzima capaz de liberar 1 µmol.L
-1

 de açúcar redutor por minuto (Miller, 1959). 
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3.7.2 Determinação de endoglicanases 

A determinação da atividade de endoglicanases, segundo Ghose (1987) com modificações, 

foi realizada empregando-se 2 µL da solução enzimática e 48 µL de tampão citrato de sódio 0,05 

mol.L
-1

, pH 4,8, em cada poço da placa de 96 poços. A placa foi colocada em banho a 50ºC, por 10 

min, a fim de elevar a temperatura do meio até a temperatura ideal de hidrólise dessa enzima. Em 

seguida, foram adicionados a cada poço 50 µL de solução de carboximetilcelulose 2% (m/v) - 

preparada em tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8, acrescida de 0,1 mL de solução de azida 

sódica 0,5% - previamente aquecida a 50°C, mantendo as placas por 30 min em banho a 50°C. 

Após, a reação foi interrompida com a adição de 300 µL da solução do reagente DNS e a placa 

colocada em banho a 100ºC, por 5 min. A leitura, em espectrofotômetro, e a determinação da 

atividade de endoglicanases procederam tal como para FPA, utilizando-se curva de calibração de 

glicose nas concentrações de 0 a 2,0 mg.mL
-1

. As unidades de endoglicanases foram assumidas 

como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol.L
-1

 de açúcar redutor por minuto (Miller, 

1959). 

3.7.3 Determinação de celobioidrolases 

Para a determinação da atividade de celobiohidrolases foi utilizado como substrato o p-

nitrofenil-β-D-cellobiosídeo (pNPC), empregando-se a metodologia adaptada de Deshpande et al. 

(1984). Uma mistura reacional contendo 10 μL de solução enzimática e 90 μL de p-nitrofenil-β-D-

celobiosídeo (pNPC 1 mg.mL
-1

 em tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8) foi incubada a 

50ºC, por 30 min, sendo interrompida com a adição de 200 μL de uma solução Na2CO3 10% (m/v). 

As amostras foram estimadas espectrofotometricamente por leitura da absorbância de p-nitrofenol, a 

405 nm.  

 As concentrações de celobiohidrolases presentes nas amostras foram determinadas através 

de curva de calibração construída com soluções de p-nitrofenol 2 mmol.L
-1

 em tampão citrato de 

sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8, com concentrações de 0, 0,04, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,2, 1,6 e 2 mmol.L
-1

, 

por meio de regressão linear. Uma unidade de atividade de celobiohidrolase foi definida como a 

quantidade de enzima requerida para a hidrólise de 1 μmol.L
-1

 de p-nitrofenol por minuto. 

3.7.4 Determinação de β-glicosidases 

Para a determinação da atividade de β-glicosidases foi utilizado como substrato o p-
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nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (pNPG), empregando-se a metodologia adaptada de Daroit et al. 

(2008). Uma mistura reacional contendo 10 μL de solução enzimática e 90 μL de p-nitrofenil-β-D-

glicopiranosídeo (pNPG 4 mg.mL
-1

 em tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8) foi incubada a 

50ºC, por 30 min, sendo interrompida com a adição de 200 μL de uma solução 10% (m/v) de 

Na2CO3. A leitura das amostras foi estimada espectrofotometricamente pela absorbância de p-

nitrofenol, a 405 nm.  

 As concentrações de β-glicosidases presentes nas amostras foram determinadas através de 

curva de calibração construída com soluções de p-nitrofenol 2 mmol.L
-1

 em tampão citrato de sódio 

0,05 mol.L
-1

, pH 4,8 assim como descrito anteriormente para celobiohidrolases. Uma unidade de 

atividade de β-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima requerida para a hidrólise de 1 

μmol.L
-1

 de p-nitrofenol por minuto. 

3.7.5 Determinação de xilanases 

A determinação das atividades de xilanases foi realizada segundo Bailey et al. (1992). Em 

cada poço da placa de 96 poços foram adicionados 10 µL de caldo enzimático e 90 µL de solução 

de xilana de madeira de faia (Fagus) 1% (m/v) - preparada em tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, 

pH 4,8, e previamente aquecida a 50°C. A placa foi mantida em banho a 50°C, por 5 min. A reação 

foi interrompida adicionando-se 300 µL de DNS e a placa mantida em banho a 100°C, por 5 min. 

 Após resfriamento em temperatura ambiente foram adicionados 100 µL de amostra em placa 

de 96 poços e adicionado 200 µL de água destilada e a absorbância medida em espectrofotômetro, a 

545 nm. 

 As concentrações de xilanases presentes nas amostras foram determinadas através de curva 

de calibração construída com soluções de xilose 10 mmol.L
-1

 em tampão citrato de sódio 0,05 

mol.L
-1

, pH 4,8 com concentrações de 0, 1, 2,5, 5, 7,5 e 10 mmol.L
-1

, por meio de regressão linear. 

Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 

μmol.L
-1

 de xilose por minuto. 

3.8 Perfil eletroforético das proteínas extracelulares  

Para obter-se o perfil das proteínas extracelulares de P. echinulatum S1M29, foram 

realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida (8,5 cm x 7,5 cm x 0,1 cm) contendo 0,1% de 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), com 1,5 cm de gel de concentração 4%, e 6,0 cm de gel para 

separação das proteínas 12%, utilizando a metodologia de Laemmli (1970).  
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O tampão da amostra para proteína nativa possui a seguinte composição: 26% (v/v) de 

glicerol, 21% (v/v) de solução SDS 10%, 2% (v/v) de solução azul de bromofenol 0,5%, 13% (v/v) 

de tampão Tris-HCl pH 6,8 e 37,5% de água destilada, sendo acrescentado à amostra a ser aplicada 

no gel. 

As amostras foram precipitadas com acetona gelada na proporção volumétrica 1:2, sendo 

200 µL para as amostras obtidas dos meios com celulose Celufloc E
®
 e BCA e 300 µL para as 

formuladas com glicose. Esta mistura foi mantida a -20°C por pelo menos 15 min. Após, as 

amostras foram centrifugadas por 10 min a 9800 × g e o sobrenadante descartado (Blum et al., 

1987). O pellet foi solubilizado em 30 µL de tampão da amostra e aplicado na canaleta do gel. 

Como marcador de massa molecular foi utilizado o marcador Precision Plus Protein™ 

Standars All Blue (Bio Rad). Para a corrida eletroforética, foi utilizada uma solução tampão Tris-

glicina pH 8,3, composta de 3,03% (m/v) de Tris base; 14,4% (m/v) de glicina e 1% (m/v) de SDS, 

diluídos em água destilada (Laemmli, 1970). A corrida eletroforética foi realizada em cuba vertical 

Bio Rad Mini-PROTEAN® Tetra System, a 200V, por tempo suficiente para a corrida total das 

amostras. 

As bandas foram reveladas com a incubação do gel durante 30 min em uma solução de 0,2% 

(m/v) de Coomassie Brilliant Blue G 250, 50% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de ácido acético. Após, 

o gel foi lavado com água destilada e imerso em uma solução de 50% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de 

ácido acético, por 30 min. Este processo foi realizado sob agitação de 60 rpm e repetido até que as 

bandas fossem visualizadas. O registro dos géis deu-se através do escaneamento dos mesmos em 

ImageScanner III (GE Healthcare Life Sciences) e fotodocumentação em Molecular Imager
®

 Gel 

Doc™ XR+ Imaging System (Bio Rad).  

3.9 Zimogramas 

3.9.1 Zimogramas para endoglicanases 

A metodologia para a detecção de atividade de endoglicanases em gel de poliacrilamida foi 

baseada em Sun et al. (2008), a partir de um sistema semidesnaturante com o uso de SDS. As 

proteínas foram inicialmente separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com 0,15% 

de carboximetilcelulose (CMC-Na). Foram utilizados os volumes de 2, 2 e 10 µL das amostras 

obtidas a partir dos meios com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose, respectivamente, sendo os 

mesmos completados para 30 µL com o tampão de amostra. Após a corrida, o gel foi lavado em 
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solução contendo de isopopanol 25%
 
em tampão citrato de sódio 0,05 mol.L

-1
, pH 4,8, por 30 min. 

Em seguida, o gel foi transferido para um recipiente contendo somente tampão citrato de sódio 0,05 

mol.L
-1

, pH 4,8, por 10 min, e incubado a 40ºC. O gel foi corado com uma solução 0,2% (m/v) de 

vermelho de congo, por 30 min, e descorado com 1 mol.L
-1

 de solução de NaCl. As bandas claras 

em fundo vermelho é a indicação da atividade despolimerizante em carboximetilcelulose.  

3.9.2 Zimogramas para celobiohidrolases 

A detecção de atividade de celobiohidrolases em gel de poliacrilamida foi baseada na 

metodologia de Schwarz et al. (1987). Os géis foram eleborados tal como descrito no item 3.8. As 

amostras foram precipitadas com acetona gelada na proporção volumétrica 1:2, sendo 100 µL para 

as amostras obtidas dos meios com celulose Celufloc E
®

 e BCA e 200 µL para as formuladas com 

glicose. Esta mistura foi mantida a -20°C por pelo menos 15 min. Após, as amostras foram 

centrifugadas por 10 minutos a 9800 × g e o sobrenadante descartado (Blum et al., 1987). O pellet 

foi solubilizado em 30 µL de tampão da amostra e aplicado na canaleta do gel. 

Após a corrida eletroforética, os géis foram lavados por 30 min em solução de isopropanol 

25% (v/v), seguido de incubação por 30 min em tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8, e 

então submersos em solução 1 mmol.L
-1

 de MUC em tampão citrato 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8. Após 30 

min de incubação a 50°C, a atividade de celobiohidrolases foi detectada por fluorescência com 

iluminação a 340 nm, consequência da liberação do grupo fluorescente. 

3.9.3 Zimogramas para β-glicosidase 

Para detectar atividade de β-glicosidase a metodologia baseou-se em Kwon et al. (1994). O 

gel de poliacrilaminda elaborado tal como descrito no item 3.8, foi submetido à corrida 

eletroforética após a aplicação das amostras. 

As amostras foram precipitadas com acetona gelada na proporção volumétrica 1:2, sendo 

200 µL para as amostras obtidas dos meios com glicose e BCA e 400 µL para as formuladas com 

celulose Celufloc E
®
. Esta mistura foi mantida a -20°C por pelo menos 15 min. Após, as amostras 

foram centrifugadas por 10 min, a 9800 × g e o sobrenadante descartado (Blum et al., 1987). O 

pellet foi solubilizado em 30 µL de tampão da amostra e aplicado na canaleta do gel. 

 Após a corrida, o gel foi submerso em solução de isopropanol 25% (v/v) por 30 min, sendo 

em seguida lavado com tampão citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8. Após a lavagem o gel foi 

incubado sob agitação de 60 rpm, por 40 min, em solução de 0,2% (m/v) de esculina em tampão 
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citrato de sódio 0,05 mol.L
-1

, pH 4,8 e, em seguida, em solução 1% (m/v) de cloreto férrico por 10 

min, a 37°C. Bandas escuras em um fundo claro são indicativas da atividade de β-glicosidase, sendo 

os géis fotodocumentados imediatamente. 

3.9.4 Zimogramas para xilanases 

A metodologia para a detecção de atividade xilanase em gel de poliacrilamida foi a mesma 

empregada para endoglicanases, descrita no item 3.9.1, porém, sendo adicionada solução de xilana 

de madeira de faia (Fagus) 1% (m/v) em substituição a CMC na elaboração do gel. Foram 

utilizados os volumes de 50, 10 e 10 µL das amostras obtidas a partir dos cultivos formulados com 

celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose, respectivamente. 

3.10 Estudos moleculares 

 

Figura 9. Fluxograma representando a metodologia empregada na análise de expressão gênica da 

linhagem S1M29 de Penicillium echinulatum. 
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3.10.1 Extrações e preparações de RNAs de Penicillium echinulatum para estudo de expressão 

gênica 

A Figura 9 apresenta um fluxograma referente a metodologia utilizada nos estudos 

moleculares. O RNA total das amostras coletadas em 0, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 h de cultivo 

submerso de P. echinulatum, foi extraído a partir da maceração do micélio em nitrogênio líquido 

seguido da extração com o reagente Trizol
®
 (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. 

A amostra de RNA foi quantificada em espectrofotômetro a 260 e 280 nm (razão entre as medidas 

de absorbância 260/280nm entre 1,8 e 2,0) e avaliada quanto a possível contaminação com DNA 

genômico e verificada a sua integridade por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) corado com 

brometo de etídio 0,01 g.mL
-1

. 

O material extraído foi tratado com RQ1 RNase-Free DNase (Promega), onde 20 µg da 

amostra de RNA foi acrescida de 15 µL de tampão 10x e 20 µL de DNase (desoxirribonuclease), 

completando-se para uma volume de 150 µL com água tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). 

Esta solução foi incubada por 30 min, a temperatura ambiente, após, acrescida de 20 µL de EDTA 

(ácido etilenodiamino tetracético) 25 mmol.L
-1

, incubada novamente por 10 min, a 65 °C, e 

armazenada a -20°C. Em seguida, procedeu-se a precipitação da amostra adicionando-se 17 µL de 

NaAc 3 mol.L
-1

, pH 5,2, e 425 µL de etanol 100%, ficando esta mistura overnight a -20°C. Após as 

amostras foram centrifugadas por 40 min, a 4°C, 9800 × g, lavadas duas vezes com 400 µL de 

etanol 75% (v/v) centrifugando durante 10 min, a 4°C, 9800 × g a cada lavagem. Após secar por 30 

min, a temperatura ambiente, as amostras foram ressuspensas em água tratada com DEPC. Para 

descartar a contaminação da amostra com DNA, foi realizada uma reação em cadeia da polimerase 

(PCR) como apresentada no Quadro 2. 

Quadro 2. Composição da reação de PCR para verificação da pureza da amostra de RNA. 

 Volume 

(µL) 

Concentração 

final 

Concentração 

estoque 

Água milli-Q 36,3 µL   

Buffer 5 µL 1  10  

MgCl2 1,5 µL 1,5 mmol.L
-1

 50 mmol.L
-1

 

dNTPs  1 µL 0,25 mmol.L
-1

 12,5 mmol.L
-1

 

Primer Actina Forward 1 µL 0,2 mmol.L
-1

 10 mmol.L
-1

 

Primer Actina Reverse 1 µL 0,2 mmol.L
-1

 10 mmol.L
-1

 

Taq polimerase 0,2 µL 0,02 U.µL
-1

 5 U.µL
-1

 

RNA 4 µL 0,16 ng.µL
-1

 2 ng.µL
-1

 

Volume total 50 µL   
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Esta reação passou por um programa de amplificação em termociclador Veriti 96-well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems) de 4 min, a 94°C, seguido de 40 ciclos de 45 s, a 94°C, 1 min 

e 30 s a 67°C e 2 min a 72°C, finalizando com 5 min a 72°C. O produto obtido foi visualizado em 

gel de agarose 1,5% (m/v) corado com brometo de etídio 0,01 g.mL
-1

.  

3.10.2 Obtenção de cDNA 

 A reação foi realizada em gelo em duas etapas: (1) foram utilizados 2 µg de amostra de RNA 

total extraído e tratado com DNase, que foi adicionado de 1 µL de Oligo (dT)20 50 mmol.L
-1

, 1 µL 

do tampão de anelamento, completando para 8 µL com água tratada com DEPC. Este mix foi 

incubado em termociclador a 65°C, por 5 min e em seguida acondicionado em gelo por 1 min. 

Centrifugaram-se os tubos brevemente; (2) em cada amostra foram adicionados 10 µL do mix 

composto por dNTP (desoxirribonucleotíceos trifosfato) 10 mmol.L
-1

 e MgCl2 10 mmol.L
-1

, e 2 µL 

de SuperScript
®

III/RNaseOUT™ mix (Invitrogen), totalizando 20 µL de reação. Os tubos foram 

levemente agitados e na sequência passaram por uma breve centrifugação, incubando-se em seguida 

por 50 min, a 50°C, após 5 min, a 85°C, e por fim, acondicionou-se imediatamente em gelo. As 

amostras de cDNA na concentração de 100 ng.µL
-1

 foram armazenadas a -80°C até o momento do 

uso.  

3.10.3 Real Time (qRT-PCR) 

 A técnica de transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(qRT-PCR) foi aplicada para a avaliação da expressão de genes de endoglicanases, celobiohidrolase, 

β-glicosidase, xilanase e swolenina, a partir da expressão de um gene normalizador como controle 

interno.  

 Todos os procedimentos de biologia molecular foram realizados com material esterilizado 

overnight a 180°C, ou lavado com peróxido de hidrogênio 3% (v/v) por 20 min, sendo usadas 

ponteiras de polipropileno com filtro aerossol. 

3.10.3.1 Validação de genes normalizadores 

Para a realização da análise de expressão dos genes para celulases, β-glicosidade, xilanase e 

swolenina, primeiramente foi realizada uma seleção, teste e validação de diversos primers de genes 

candidatos a controle interno (Quadro 3) para verificar sua especificidade e eficiência, cujas 

sequências foram obtidas a partir de dados disponíveis no GenBank – NCBI (National Center for 
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biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para o teste foi realizada uma reação com um 

volume final de 10 µL, sendo composta por: 1 µL de primer Forward, 1 µL de primer Reverse, 5 

µL de SYBR
®
 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2 µL de água tratada com DEPC e 1 

µL de cDNA 10 ng.µL
-1

. Foi realizado também o controle negativo correspondente a 9 µL do mix 

acrescido de 1 µL de água tratada com DEPC. A reação passou por um programa de amplificação 

de 20 s, a 95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C, por 1 min e 1 min na temperatura ideal da cada par de 

primer. Ao final verificou-se a curva de dissociação (melt) obtida por 15 s nas seguintes 

temperaturas: 95°C, 65°C e 95°C.  A curva de dissociação é necessária para a certificação da 

especificidade do primer à molécula alvo e identificação de possíveis contaminações na reação. 

Todas as reações foram realizadas em triplicata. 

As eficiências dos primers foram calculadas com a construção de uma curva padrão com 

diluições seriadas da amostra de cDNA (100, 10, 1, 0,1, 0,01 ng.µL
-1

) através da fórmula E = 10
(-

1/slope)
. O coeficiente angular da reta (slope) indica a eficiência da PCR e seu valor ideal deve ser 2, 

o que corresponde a 100%. A estabilidade dos genes candidatos a controle interno foi avaliada pelos 

softwares BestKeeper (Pfaffl et al., 2004) e geNorm (Vandesompele et al., 2002). 

O software geNorm é uma Aplicação Básica Visual (VBA) para Microsoft Office Excel que 

calcula uma medida (M) de estabilidade de expressão para cada gene controle em um dado grupo de 

amostras, através da conversão dos valores de Cq (ciclo de quantificação – número de ciclos em que 

o sinal de fluorescência gerado pela amplificação cruza o nível limiar de detecção) em quantidades 

relativas (Vandesompele et al., 2002). O gene referência com melhor estabilidade é o que possui o 

menor valor de M. Já o software BestKeeper é uma ferramenta do Microsoft Office Excel que 

determina os genes de expressão mais estáveis com base no coeficiente de correlação dos valores de 

Cq dos candidatos a genes referência (Pfaffl et al., 2004). 

Os primers selecionados foram os que apresentaram curva de dissociação, valores válidos de 

Cq e estabilidade adequada.  
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Quadro 3. Relação dos primers para os genes candidatos a controle interno.  

Gene Primer Ação Forward/Reverse 

RNA 18S ribossomal 18s Produção da pequena unidade ribossomal citosólica 
GGGTCCAACCTCCCACCCGT 

GGGCCCAACACACAAGCCGT 

β-actina actb Proteína estrutural do citoesqueleto 
AACTTCTCCTCGAAACCCTCCA 

GTCGTGTACTGTGAGGTGCATACTT 

β-2-microglobulina b2m 
Cadeia beta do complexo de histocompatibilidade de moléculas 

classe I 

GCTATCCAGAAAACCCCTCAA 

CATGTCTCGATCCCAGTAGACGGT 

Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
g3p Oxirredutase da glicólise e gliconeogênese 

ACTCAACTGGAGTGCTGTCG 

TGACATAGAGGACTCCCGCA 

Fator de transcrição tf 
Liga-se ao DNA permitindo que haja a ligação com a enzima 

RNA polimerase permitindo a transcrição 

ATTGGTCGACAGCTTGGAGG 

GCCGAGGACCCCAAATAACA 

Glucuronidase gus Catalisa a hidrólise do ácido glucurônico 
ATCCACGATCACGTCGGATG 

GATAGTCCCGTTCGAGCCTG 

Fator de alongamento 

eucariótico 
eef Fornecimento enzimático de aminoacil tRNA ao ribossomo 

TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT 

GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA 

β-tubulina tub Participação no processo de divisão celular 
GCTGACCACACCTAGCTTTGG 

AGGGAACCTTAGGCAGCATGT 

Ubiquitina 5 ubq 
Regulação de proteínas através de marcações em proteínas para 

serem degradadas 

ACCACTTCGACCGCCACTACT 

ACGCCTAAGCCTGCTGGTT 

RNA 25S ribossomal 25s Formação das ligações peptídicas durante a síntese de proteínas 
AAGGCCGAAGAGGAGAAAGGT 

CGTCCCTTAGGATCGGCTTAC 

Endonuclease 

apurínica/apurimidínica 
a/a 

Reparação de nucleotídeos danificados ou incompatíveis no 

DNA 

AGCACGCCGCAATGGAGACA 

TGCTGTGCATGGACAACTGTGCA 

Fator de iniciação de 

tradução de eucariotos 
eif 

Envolvimento no processo de tradução e degradação de mRNA 

e crescimento celular 

TTGTGCTGGATGAAGCTGATG 

GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAGA 

Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
g3 Oxirredutase da glicólise e gliconeogênese 

CGGCTTCGGTCGTATTGG 

TGGAGGAGGGGATGATGTT 

β-tubulina tb Participação no processo de divisão celular 
AGCGGTGACAAGTACGTTCC 

ACCCTTGGCCCAGTTGTTAC 

Calmodulina cal 
Sinalização de cálcio em células eucarióticas e regulação da 

atividade de inúmeras proteínas com diversas funções celulares 

AGTCGAGGCCACAACAGTCT 

CGTTGATCATGTCCTGCAAC 

Adenosina quinase ak 
Metabolismo de purinas que fosforilam a adenosina em AMP 

através de hidrólise do ATP 

CTGGAGGACTCCGTTGACAT 

TCCCAGAGTGGAAAATCCTG  

ATP sintase cadeia gama atp Síntese de ATP 
AACCTCATTATGCGCCTCAC 

GGGCTTCCTGAAGCTTTTCT 

Ribonucleotídeo difosfato 

redutase 
ndp 

Atuação na fase S da divisão celular, na qual ocorre a síntese do 

DNA 

ACMTACTCYCTBCTSATTGA 

TTCTCVAASAAGTTSGTCT          

Glutamato sintase 

precursor 
gt Síntese de ácido glutâmico 

CACGTKATCAACTTCTTCTAC 

ACCRCGGAAGWAGCAGGTA      

Ribonucleotídeo redutase rnr 
Atuação na conversão de ribonucleotídeos em 

desoxirribonucleotídeos durante a divisão celular 

GAGACMTACTCYCTBCTSAT 

CACCRGCCTTCTGGTAGT 

Fator de transcrição 

PACC 
pacc 

Liga-se aos promotores de genes expressos em ambientes 

alcalino para ativar a transcrição, e aos promotores de genes 

expressos em ambientes ácidos para inibí-los 

GCHGATGAYTCGGTSCT 

TCATTGGDGGDARATGRTA 

Ubiquitina ub 
Regulação de proteínas através de marcações em proteínas para 

serem degradadas 

CGGTGGTGGAAACTAATGTC 

CAGGATCGGTTGTTATTCATTGTAG 

β-tubulina bt Participação no processo de divisão celular 
CAACAACATCCAGACCGC 

GGGTATTGCTGCCAGATATC 

3.10.3.2 Expressão de celulases, β-glicosidase, xilanase e swolenina 

Os primers selecionados para o estudo de expressão gênica encontram-se descritos no 

Quadro 4, sendo que os primers para endoglicanase (egl1), celobiohidrolase (cbh1), β-glicosidase 

(bgl1), swolenina (swo1), foram desenhados a partir de sequências de cDNA dos respectivos genes 
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pelo Laboratório de Biologia Molecular da Universidade de Brasília em estudos prévios, enquanto 

os primers para xilanase (xyl1) e endoglicanases (egl2, egl3 e egl4)  foram obtidos a partir de 

homologias com sequências disponíveis no GenBank – NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

Quadro 4. Relação dos primers utilizados no estudo da expressão gênica na reação de qRT-PCR. 

GENE Primer Forward Reverse 

Endoglicanase egl1 5’ CGG TTG ATC CCC AAC TCA AT 3’  5’ ACC GAG CGA GGT GAT GAA GT 3’  

Endoglicanase egl2 5’ TAC GAG ATG CAC CAR TAY CT 3’ 5’ GGN CCD GCD GCC CAC CA 3’ 

Endoglicanase egl3 5’ CTA CCA TGC GGC GAA AAT GG 3’ 5’ GAC GAC GAT GAC GAC GAT GA 3’ 

Endoglicanase egl4 5’ GGC GGT GGT GTC GGT ATA TT 3’ 5’ GTA GAG GGC TTC TGA GGC TG 3’ 

Celobiohidrolase cbh1 5’ CCT TTG GCG ACA CTG ATG ATT T 3’ 5’TCA TCC CAG AGA CTC ATG ACC A  3’ 

β-glicosidase bgl1 5’ GGC TCC GTC ATG TGT TCG TA  3’ 5’ TCC  CTT GAG CAG CTT GTT GA  3’ 

Xilanase xyl1 5’ TAC GTC AAG CAG CTC AGC AA 3’ 5’ CAT TTC GCG ATG GCT CTG TG 3’ 

Swolenina swo1 5’ ACG GCC AAC AGA TTG TGA ATG  3’ 5’ GTG AAC TGC ACT CCC ATG TCA A  3’ 

O primer para o gene denominado egl2 foi obtido a partir de homologias de endoglicanases 

gerais entre diversos fungos filamentosos produtores de celulases, enquanto que egl3 pertence à 

família glicosil hidrolase 7 (GH 7) sendo definido por alguns autores como cel7b ou endoglicanase 

I (EG 1) (Penttilä et al., 1986). Já o gene egl4 corresponde ao gene cel45 ou endoglicanase V, 

pertencente a família GH 45 (Saloheimo et al., 1994), todos apresentando atividade endoglicanásica 

(Martinez et al., 2008; http://www.cazy.org). Já o gene xyl1 pertence a família GH 43 

correspondendo a uma endo-1,4-β-xilanase (http://www.cazy.org).  

Inicialmente foi realizado um teste de validação dos primers para os genes a serem 

avaliados. O teste de validação dos primers teve como objetivo verificar a eficiência dos primers, a 

formação de dímeros através da análise da curva de calibração e a determinação da diluição ideal 

dos cDNAs a partir da verificação da curva de calibração. Para tanto, os cDNAs foram diluídos de 

forma seriada em água tratada com DEPC para 5 concentrações (100, 10, 1, 0,1, 0,01 ng.µL
-1

). 

Cada primer foi utilizado na concentração de 2,5 µmol.L
-1

. A reação teve um volume final de 10 

µL, sendo composta por: 1 µL de primer Forward, 1 µL de primer Reverse, 5 µL de Fast 

EvaGreen
®
 Master Mix (Biotium), 2 µL de água tratada com DEPC e 1 µL de cDNA. Foi realizado 

também o controle negativo correspondente a 9 µL do mix acrescido de 1 µL de água tratada com 

DEPC. A reação passou por um programa de amplificação de 20 s, a 95°C, seguido de 40 ciclos a 

95°C, por 1 min e 1 min na temperatura ideal da cada primer. Ao final verificou-se a curva de 

dissociação obtida por 15 s nas seguintes temperaturas: 95°C, 65°C e 95°C. Todas as reações foram 

realizadas em triplicatas. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cazy.org/
http://www.cazy.org/
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Para o estudo da expressão dos genes de endoglicanases, celobiohidrolase, β-glicosidase, 

xilanase e swolenina, as amostras de cDNA de P. echinulatum provenientes dos cultivos submersos 

realizados com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose, foram incorporadas em uma reação com 

volume final de 10 µL, sendo composta por: 1 µL de primer F, 1 µL de primer R, 5 µL de Fast 

EvaGreen
®
 Master Mix (Biotium), 2 µL de água tratada com DEPC e 1 µL de cDNA 10 ng.µL

-1
. 

Os componentes da reação foram pipetados em placa de 48 poços Eco™ plates (Illumina
®
) (20 µL). 

A placa com as amostras foi selada com adesivo Eco™ Adhesive Seals (Illumina
®
), centrifugada a 

3000 × g por 5 mim e colocada em Eco™ Real-Time PCR (Illumina
®
), com a seguinte 

programação: etapa inicial de incubação a 50°C, por 2 min, ação da polimerase a 95°C por 20 

segundos, seguida de 40 ciclos de 95°C, por 1 min e 1 min na temperatura ideal da cada primer. Ao 

final verificou-se a curva de dissociação obtida por 15 s nas seguintes temperaturas: 95°C, 65°C e 

95°C. Todas as reações foram realizadas em triplicatas. 

A análise dos perfis de expressão dos genes foi feita por quantificação relativa por meio da 

metodologia 2
-∆∆Cq

 (Livak & Schmittgen, 2001) pelo Eco™ System Software (Illumina
®

) com o 

uso de um gene de referência previamente selecionado. De acordo com a metodologia descrita por 

Livak & Schmittgen (2001) é determinada a quantidade de acúmulo de transcritos através da 

fórmula 2
-∆∆Cq 

considerando as equações 1 e 2: 

∆Cq = Cq (alvo) – Cq (referência) (1) 

onde ∆Cq corresponde à diferença entre o Cq do gene alvo e o Cq do gene de referência. 

∆∆Cq = ∆Cq (amostra) - ∆Cq (calibrador) (2) 

onde ∆∆Cq corresponde à diferença entre o ∆Cq da amostra de interesse e o ∆Cq da 

amostra calibradora (amostra de 0h). 

3.11 Análise estatística 

Os resultados das atividades enzimáticas foram avaliados estatisticamente pela análise de 

variância e pós-teste de Tukey para p<0,05 utilizando o programa Graph Pad Prism 5.01.   



 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O presente estudo foi realizado utilizando-se celulose Celufloc E
®
 como indutor padrão de 

celulases, glicose como padrão repressor e BCA como fonte de lignocelulose por ser uma das 

biomassas mais amplamente aplicadas em estudos de produção de enzimas lignocelulolíticas e 

processos de hidrólise.  

A partir das análises realizadas com os micélios e os caldos enzimáticos produzidos por 

meio dos cultivos com celulose Celufloc E
®
, BCA ou glicose como única fonte de carbono 

disponível para o fungo P. echinulatum S1M29, são apresentados a seguir os dados de 

caracterização dos materiais celulósicos utilizados, crescimento micelial, atividades enzimáticas, 

perfis proteicos e enzimáticos e expressão gênica de celulases, β-glicosidases, xilanases e 

swoleninas. 

4.1 Caracterização dos materiais celulósicos 

 Na composição química do bagaço de cana-de-açúcar existem componentes não glicídicos 

que não estão ligados diretamente à parede celular. Estes metabólitos secundário, denominados 

compostos extraíveis, são substâncias de baixa massa molar que estão envolvidas em diversas 

atividades metabólicas da planta, como a defesa contra organismos invasores e a síntese de 

macromoléculas de função estrutural ou de reserva (D’Almeida, 1988). 

 Para caracterizar estes metabólitos, foram realizadas extrações com diferentes solventes, 

sendo que 2,53 ± 0,06% foi extraído com o uso de diclorometano; 8,10 ± 1,84% com etanol:tolueno 

1:2; com etanol 95% foi possível extrair 6,07 ± 0,72% e somente 1,80 ± 0,56% com uso de água, 

totalizando 18,5% de compostos extraíveis no BCA. A caracterização da celulose Celufloc E
®

 

revelou um total de compostos extraíves de 6,3%, sendo 2,3 ± 0,14% durante a extração com etanol 

95% e 4,00 ± 0,14% com água. Os percentuais totais de compostos extraíveis encontram-se na 

Tabela 1. 

Lignina insolúvel em ácido e cinzas somente foram detectadas no BCA, em pequena 

quantidade. Já a celulose Celufloc E
®
 apresentou uma quantidade mais elevada de lignina solúvel 

em ácido, evidenciando ainda, maior quantidade de anidroglicose e de anidroxilose (Tabela 1).  
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Tabela1. Percentual de compostos obtidos na caracterização da celulose Celufloc E
®
 e do BCA. 

Caracterização 
Celulose 

Celufloc E
®

 
BCA 

Compostos extraíveis 6,30% 18,50% 

Cinzas ND 1,50 ± 0,88% 

Lignina insolúvel em ácido ND 22,55 ± 3,51% 

Lignina solúvel em ácido 11,61 ± 0,86% 2,48 ± 1,14% 

Anidroglicose 71,03 ± 7,11% 40,79 ± 1,50% 

Anidroxilose 13,19 ± 1,00% 6,57 ± 0,02% 

      ND – não detectado. 

Em estudos anteriores de caracterização do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado Ewanick 

& Bura (2011) relataram a obtenção de  2,9% lignina solúvel, 20,5 % lignina insolúvel, 4,1% de 

cinza, 41,3% de glucana e 21,8% de xilana. Carrasco et al. (2010) obtiveram dados equivalentes, 

2,6% lignina solúvel, 20,6% lignina insolúvel, 1,9% de cinza, 43,4% de glucana e 24,3% de xilana. 

Gámez et al. (2006) destacam a obtenção de 23,9% lignina insolúvel, 38,9% glucana, exceto para 

xilana onde encontraram 20,6%, e além disso, detectaram a presença de 5,56% de arabinana. A 

comparação entre o bagaço de cana-de-açúcar não tratado e após o tratamento por explosão a vapor 

revelou uma redução de 54% no teor de xilana, enquanto houve um acréscimo de 17% de glucana e 

54% de lignina (Gottschalk et al., 2010). 

4.2 Crescimento fúngico 

A massa micelial desenvolveu-se de forma homogênea, condição favorecida pela agitação 

do meio, não havendo a formação de pellets, o que segundo Palma et al. (1995) tornaria o micélio 

metabolicamente inativo, além de dificultar o acesso aos indutores. 

 A determinação do crescimento fúngico foi realizada indiretamente pela hidrólise enzimática 

da quitina da parede celular. A Figura 10 apresenta estes resultados obtidos a partir dos diferentes 

meios de cultivo utilizados. É possível verificar que, por ser um monossacarídeo facilmente 

metabolizado, a glicose proporcionou crescimento mais rápido em relação aos cultivos com 

celulose Celufloc E
®
 ou BCA, alcançando o pico de 5,50 ± 1,18 g.L

-1
 em 24 h de cultivo. Verifica-

se, porém que após este pico ocorre uma queda, seguida da manutenção da concentração de 

biomassa. 
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Figura 10. Concentração da massa micelial de Penicillium echinulatum S1M29 em cultivos submersos utilizando 

diferentes fontes de carbono como substrato, obtida através da hidrólise enzimática da quitina da parede celular.  

O aumento micelial no meio elaborado com glicose coincide com a queda no valor do pH do 

caldo de cultivo (Figura 11). A queda nos valores de pH pode estar relacionada ao aumento do 

metabolismo celular, como já relatado por Sternberg & Dorval (1979), para T. reesei. A redução dos 

valores do pH nas etapas iniciais ocorre possivelmente devido à produção de ácidos orgânicos, 

como sugerido por Blandino et al. (2002) e Botella et al. (2007), durante a produção de enzimas 

pelo fungo Aspergillus awamori. Segundo esses autores, quando a concentração de açúcares 

redutores diminui, o pH aumenta, provavelmente devido a assimilação de ácidos orgânicos. 
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Figura 11. Variação dos valores de pH ao longo do cultivo de Penicillium echinulatum S1M29 com diferentes fontes de 

carbono. 

A fim de investigar os possíveis compostos formados que provocaram as alterações nos 

valores de pH, as amostras dos diferentes meio de cultivo foram analisadas por HPLC (High 

Pressure Liquid Chromatography) em coluna HPX-87H. Ao contrário do que foi relatado na 
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literatura, as variações do pH, nas amostras analisadas, parecem não ser resultado da produção de 

ácido orgânicos já que os mesmos não foram detectados (Figura 12). 
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Figura 12. Avaliação das amostras do caldo de cultivo por HPLC, produzido por Penicillium echinulatum S1M29 em 

meios formulados com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose nos tempos 0 e 12 h. 

 Os cultivos elaborados com celulose Celufloc E
®
 e BCA apresentam um perfil de 

crescimento fúngico semelhante até 24 h, evidenciando, em seguida, uma redução da concentração 

micelial em meio com celulose Celufloc E
®
 em comparação ao comportamento apresentado em 

BCA. O cultivo que proporcionou um maior crescimento foi o suplementado com BCA, chegando 

no máximo a 5,94 ± 0,92 g.L
-1

 em 36 h de cultivo (Figura 10). 

Os caldos de cultivo produzidos por P. echinulatum em celulose Celufloc E
®
 e BCA 

apresentaram pH com valores entorno de 8 a partir de 24 h de cultivo, evidenciando que o pH 

inicial medido foi de 6,5 e 4,6 em meio com celulose Celufloc E
®
 e BCA, respectivamente (Figura 

10).  

O estudo realizado por Reis et al. (2013b) apresenta a avaliação do efeito de diferentes 

valores de pH na secreção de celulases, β-glicosidases e xilanases por P. echinulatum S1M29 

revelando uma maior atividade de endoglicanases e xilanases em valores de pH na faixa de 5,5 a 

7,0. Enquanto que a atividade de β-glicosidases foi favorecida por valores de pH mais reduzidos, na 

C 

B A 
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faixa de 4,0 a 6,0. No presente estudo os diferentes cultivos realizados apresentaram valores de pH 

elevados a partir de 24 h o que pode favorecer, portanto a secreção de endoglicanases e xilanases.  

4.3 Determinação das proteínas solúveis secretadas por Penicillium echinulatum S1M29 em 

cultivo submerso 

 Pela análise da Figura 13, verifica-se aparentemente que a concentração de proteínas 

solúveis no meio formulado com celulose Celufloc E
®
 foi superior à do meio com glicose, com 

pequenos incrementos em 24 e 36 h, respectivamente. O meio formulado com BCA apresentou 

concentrações de proteínas solúveis significativamente superiores aos demais meios avaliados, 

possivelmente devido a maior disponibilidade de fonte de carbono assimilável e a diversificação de 

enzimas produzidas, sendo que o aumento iniciou-se em 24 h mantendo-se em ascensão até 120 h, 

onde a concentração chegou ao valor de 298,57 ± 58,19 mg.L
-1

. Considerando-se que o crescimento 

fúngico deu-se até 36 h de cultivo em todas as fontes avaliadas, o aumento nos valores detectados 

de proteínas podem ser resultado da lise celular. 

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
0

100

200

300

400
celulose

BCA

glicose a

b

a
aaa

bb

c

b

c

b

c

Tempo (horas)

P
r
o

te
ín

a
s 

so
lú

v
e
is

(m
g

.L
-1

)

 

Figura 13. Concentração das proteínas solúveis nos caldos de cultivo produzidos por Penicillium echinulatum S1M29 

em cultivos submersos utilizando diferentes fontes de carbono como substrato. Os valores (médias) com a mesma letra 

para o mesmo horário não são significantes pelo teste de Tukey (p<0,05). 

4.4 Atividades enzimáticas de celulases, β-glicosidases e xilanases de Penicillium echinulatum 

S1M29 em cultivos submersos 

 Diversas classes de enzimas estão potencialmente envolvidas na degração da biomassa. A 

aplicação de enzimas que catalisam a degradação da celulose à glicose e heteroxilana à pentose é 

considerada a estratégia mais viável para a produção de etanol de segunda geração eficiente em 
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termos de custos de processos (Himmel et al., 2007). A secreção de celulases, β-glicosidases e 

xilanases foi avaliada neste estudo. 

 Considerando-se que o crecimento micelial em todos os cultivos realizados deu-se em até 36 

h de cultivo (Figura 10), a detecção das enzimas avaliadas, após este período, deve-se ao fato da 

liberação intracelular ou intramembrana ocorrida após a lise celular, justificando alguns picos 

enzimáticos detectados ao final do cultivo. 

 As maiores atividades de FPA foram verificadas no meio suplementado com BCA chegando 

ao pico de secreção máxima de celulases em 96 h de cultivo atingindo o valor de 0,29 ± 0,03 

UI.mL
-1

 (Figura 14), o que pode ser fruto de liberação por lise celular, uma vez que a partir de 36 h 

de cultivo ocorre um decréscimo na concentração micelial. Conforme observado, o meio formulado 

com celulose Celufloc E
® 

apresenta um aumento na atividade de celulases a partir de 24 h de 

cultivo, com máximo de secreção em 48 h de cultivo correspondendo a 0,1 ± 0,01 UI.mL
-1

. Após, 

iniciou-se uma queda nesta atividade enzimática. O meio formulado com glicose apresentou 

concentrações de FPA muito reduzidas. Os resultados mostram um aumento significativo na 

secreção de FPA no meio formulado com BCA em relação aos demais meios avaliados a partir de 

48 h de cultivo, indicando o seu potencial de indutor. 

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4
celulose

BCA

glicose

a

b

a

b

a

b

a

ba

b

a

b

Tempo (horas)

F
P

A
 (

U
I.

m
L

-1
)

 

Figura 14. Atividades sobre papel filtro (FPA) determinadas a partir de cultivos submersos de Penicillium echinulatum 

S1M29 utilizando diferentes fontes de carbono, em frascos sob agitação recíproca. Os valores (médias) com a mesma 

letra para o mesmo horário não são significantes pelo teste de Tukey (p<0,05). 

Os valores obtidos de FPA podem ser considerados baixos em relação aos verificados em 

Dillon et al. (2011), com esta mesma linhagem, entretanto podem ser explicados em função do meio 

de cultivo utilizado que continha sacarose e farelo de trigo. 
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 A secreção de endoglicanases mensurada nos diferentes cultivos realizados é apresentada na 

Figura 15. O meio formulado com BCA apresentou as maiores atividades enzimáticas (2,42 ± 0,12 

UI.mL
-1 

em 120 h), porém estas atividades foram tardias, com produtividade de 0,02 UI.mL
-1

h
-1

. Já 

o meio formulado com celulose Celufloc E
®
, embora tenha apresentado menores atividades (1,45 

±0,37 UI.mL
-1

 em 36 h), apresentou maior produtividade (0,04 UI.mL
-1

h
-1

). Resultado oposto foi 

observado no estudo de Camassola & Dillon (2012a), onde o cultivo com 1% celulose Celufloc E
®
 

proporcionou as maiores atividades de endoglicanases exceto no segundo dia quando o meio 

formulado com 3% bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por explosão a vapor apresentou melhor 

resultando com maior produtividade. 

Um estudo comparativo utilizando bagaço de cana-de-açúcar e celulose em cultivo 

submerso de P. echinulatum 9A02S1 resultou em atividade em meio com celulose de 1,25 ± 0,11 

UI.mL
-1 

somente no sexto dia de cultivo, sendo que neste mesmo período o meio formulado com 

bagaço de cana-de-açúcar sem tratamento apresentou atividade de endoglicanase de 1,62 ± 0,09 

UI.mL
-1 

(Camassola & Dillon, 2009). 

Como esperado esta atividade enzimática no meio formulado com glicose foi muito 

reduzida.  
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Figura 15. Atividades de endoglicanases determinadas a partir de cultivos submersos de Penicillium echinulatum 

S1M29 utilizando diferentes fontes de carbono, em frascos sob agitação recíproca. Os valores (médias) com a mesma 

letra para o mesmo horário não são significantes pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 A atividade de celobiohidrolases nos meios formulados com BCA e celulose Celufloc E
® 

apresenta perfil semelhante à secreção de endoglicanases. O meio com celulose Celufloc E
®
 

apresentou atividades de 0,229 ± 0,01 UI.mL
-1

 em 96 h de cultivo, sendo a atividade superior 

mensurada no meio formulado com BCA em 120 h de cultivo correspondendo a 0,59 ±0,03 UI.mL
-1 

(Figura 16). Nestas duas condições observa-se um pequeno decréscimo da atividade em 72 h de 
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cultivo e posterior incremento. O BCA proporcionou atividades de celobiohidrolases 

significativamente superiores aos demais meios a partir de 48 h de cultivo. No meio formulado com 

glicose detectou-se atividade de celobiohidrolases somente após 48 h de cultivo, chegando ao pico 

de 0,1 ± 0,01 UI.mL
-1

 em 120 h.   
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Figura 16. Atividades celobiohidrolases determinadas a partir de cultivos submersos de Penicillium echinulatum 

9A02S1 utilizando diferentes fontes de carbono, em frascos sob agitação recíproca. Os valores (médias) com a mesma 

letra para o mesmo horário não são significantes pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 A atividade de β-glicosidases é mais evidente ao final do cultivo devido à ação desta enzima 

juntamente com o complexo de celulases (Figura 17). Os perfís de secreção enzimática nos meios 

formulados com BCA e glicose são semelhantes e chegam ao final do cultivo com valores de 

atividade correspondentes a 0,32 ± 0,03 UI.mL
-1 

e 0,36 ± 0,04 UI.mL
-1

, respectivamente. No meio 

formulado com celulose Celufloc E
®
, observa-se que a atividade desta enzima permanece constante 

durante todo o cultivo, em torno de 0,04 UI.mL
-1

. 
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Figura 17. Atividades de β-glicosidases determinadas a partir de cultivos submersos de Penicillium echinulatum S1M29 

utilizando diferentes fontes de carbono, em frascos sob agitação recíproca. Os valores (médias) com a mesma letra para 

o mesmo horário não são significantes pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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 Durante todo o cultivo, a secreção de xilanases foi significativamente superior no meio 

formulado com celulose Celufloc E
®
 em relação aos demais meios analisados, chegando ao máximo 

de 11,49 ± 0,14 UI.mL
-1

, em 96 h, exceto em 120 h, onde o meio formulado com BCA 

proporcionou a obtenção de  atividade superior, com valor correspondente a 12,63 ± 0,84 UI.mL
-1 

(Figura 18). No meio formulado com glicose observam-se oscilações no início do cultivo seguindo 

com atividade reduzida até o final. 

 Em estudo realizado por Camassola & Dillon (2012a) verificou-se que a secreção de 

xilanases por P. echinulatum 9A02S1 crescido em bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por 

explosão a vapor é tão eficiente quanto a utilização de bagaço de cana-de-açúcar não tratado ou 

celulose, diferente do que pode ser observado no presente estudo. 

 O fato da atividade de xilanase ser alta em meio com celulose Celufloc E
®
 é importante 

pensando-se na produção de um complexo constituído de celulases e xilanases, produzido a partir 

de uma único composto indutor. Deve-se também levar em consideração a composição da celulose 

Celufloc E
® 

utilizada neste estudo que apresenta 13,19 % de xilose. Além disso, o regulador de 

celulases ACE II afeta a regulação de xilanases, sendo que a presença de celulose pode não só 

induzir celulases como também xilanases (Aro et al., 2001). 
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Figura 18. Atividades de xilanases determinadas a partir de cultivos submersos de Penicillium echinulatum S1M29 

utilizando diferentes fontes de carbono, em frascos sob agitação recíproca. Os valores (médias) com a mesma letra para 

o mesmo horário não são significantes pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 As figuras 19, 20 e 21 apresentam as curvas de crescimento do P. echinulatum S1M29 nas 

diferentes fontes de carbono estudadas - celulose, BCA e glicose - respectivamente, bem como as 

atividades das diferentes enzimas avaliadas. É possível observar que, no meio formulado com 

celulose, a produção de FPA e endoglicanases relaciona-se com o crescimento micelial, enquanto 
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para as demais enzimas observa-se a máxima produção das mesmas após o pico de crescimento que 

deu-se em 36 h (Figura 19). 
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Figura 19. Atividades enzimáticas de FPA, endoglicanases, celobiohidrolases, β-glicosidases e xilanases em relação ao 

crescimento micelial obtido em cultivos submersos em meios formulados com celulose como fonte de carbono para o 

desenvolvimento do Penicillum echinulatum S1M29. 

 As secreções enzimáticas obtidas no meio formulado com BCA foram detectadas 

posteriormente ao pico de crescimento, evidenciando que estas enzimas, neste meio, foram 

excretadas após a lise celular (Figura 20). 
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Figura 20 .  Atividades enzimáticas de FPA, endoglicanases, celobiohidrolases, β-glicosidases e xilanases em relação ao 

crescimento micelial obtido em cultivos submersos em meios formulados com BCA como fonte de carbono para o 

desenvolvimento do Penicillum echinulatum S1M29. 

 Já para o cultivo formulado com glicose, observa-se uma relação entre a produção de FPA, 

endoglicanases e xilanases com o crescimento micelial (Figura 21). Entretanto, celobiohidrolases e 

β-glicosidases foram secretadas após a ocorrência do pico de crescimento do P. echinulatum. 
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Figura 21.  Atividades enzimáticas de FPA, endoglicanases, celobiohidrolases, β-glicosidases e xilanases em relação ao 

crescimento micelial obtido em cultivos submersos em meios formulados com glicose como fonte de carbono para o 

desenvolvimento do Penicillum echinulatum S1M29. 

  A Tabela 2 apresenta os valores das atividades específicas de FPA, endoglicanases, 

celobiohidrolases, β-glicosidases e xilanases dos picos enzimáticos obtidos a partir dos caldos 

produzidos em meios formulados por celulose Celufloc E
®
, BCA ou glicose. O meio formulado 

com BCA proporcionou a obtenção das maiores atividades específicas para FPA, endoglicanases e 

celobiohidrolases, enquanto que as maiores atividades específicas de xilanases foram obtidas no 

meio composto por celulose Celufloc E
®
. 
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Tabela 2. Atividades específicas de FPA, endoglicanases, celobiohidrolases, β-glicosidases e xilanases dos pontos de 

maior secreção enzimática, obtidas a partir dos caldos produzidos em meios formulados por celulose Celufloc E
®
, BCA 

ou glicose. 

Fonte de 

Carbono 

Atividade específica (UI.mg
-1

) 

FPA Endoglicanases Celobiohidrolases β-glicosidases Xilanases 

Celulose 0,58 (48 h) 8,06 (36 h) 1,34 (96 h) 0,36 (120 h) 67,35 (96 h) 

BCA 0,97 (96 h) 8,12 (120 h) 1,99 (120 h) 1,07 (120 h) 42,33 (120 h) 

Glicose 0,17 (3 h) 1,58 (3 h) 0,62 (120 h) 2,23 (120 h) 57,31 (12 h) 

 Diferente do que foi observado no presente estudo, Camassola & Dillon (2012a) mostraram 

que o uso de 1% (m/v) de celulose no meio de cultivo proporcionou maiores atividades de FPA, 

endoglicanase, β-glicosidase e xilanase em comparação ao uso de bagaço de cana-de-açúcar pré-

tratado por explosão a vapor nas concentrações de 1, 2 e 3%. Outro estudo com P. echinulatum 

9A02S1 utilizou Pleurotus sajor-caju PS 2001 para pré-tratar o bagaço de cana-de-açúcar, porém, 

apesar das diversas vantagens dos pré-tratamentos biológicos o uso deste macrofungo resultou em 

atividades enzimáticas inferiores aos controles com celulose ou bagaço de cana-de-açúcar não 

tratado nas análises de FPA, endoglicanases, β-glicosidases e xilanases (Camassola & Dillon, 

2009).  

4.5 SDS-PAGE das proteínas e zimogramas para endoglicanases, celobiohidrolases, β-

glicosidases e xilanases de caldos enzimáticos produzidos por Penicillium echinulatum S1M29 

em cultivos submersos 

A estimativa da massa molecular das celulases e de outras proteínas obtidas nos diferentes 

cultivos foi realizada através de corrida eletroforética em gel de poliacrilamida na presença de SDS 

(SDS-PAGE) e, posteriormente, coloração das proteínas com Coomassie Brilliant Blue. As Figuras 

são apresentadas em escala de cinza para melhor visualização. 

A quantidade de amostra aplicada nos géis de poliacrilamida foi padronizada pelo volume 

para observar a variação da produção no decoorer do tempo. Foram adicionados diferentes volumes 

de caldo enzimático obtido a partir de cada fonte de carbono utilizada para a melhor visualização 

das bandas de hidrólise nos géis de poliacrilamida. As massas de proteínas utilizadas para a 

realização de SDS-PAGE encontram-se na Tabela 3. 
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Tabela 3. Quantidade de proteínas utilizadas na realização das eletroforeses em géis de poliacrilamida, a partir do caldo 

enzimático obtido dos cultivos formulados com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose.  

Tempos de coleta (h) 
Quantidade de proteína correspondente ao volume 

utilizado em SDS-PAGE (µg) 

 
Celulose 

Celufloc E
®

 
BCA Glicose 

0 27,79 26,72 39,73 

6 28,23 29,32 44,16 

12 30,24 26,90 35,97 

24 36,70 42,74 42,66 

36 36,12 47,27 48,72 

48 34,75 51,30 44,57 

72 35,00 52,34 43,21 

96 34,13 59,51 47,86 

120 29,91 59,71 48,87 

O perfil de proteínas secretadas no meio formulado com celulose Celufloc E
®
 estão 

apresentadas na Figura 22A, evidenciando a presença de proteínas com massa molecular de 

aproximadamente 250 kDa e duas bandas em torno de 50 kDa, detectadas a partir de 24 h de 

cultivo. 

No meio formulado com BCA observou-se uma quantidade maior de proteínas distribuídas 

na faixa de 30 a 50 kDa aproximadamente, também manifestando-se a partir das 24 h de cultivo, 

como verifica-se na Figura 22B. 

O cultivo realizado com glicose no meio proporcionou a secreção de proteínas com massas 

superiores aos detectados no meio com BCA, correspondendo a 250, 75, 50 e 40 kDa, conforme 

apresentado na Figura 22C, a partir de 24 h de cultivo. 

Pode-se verificar que apesar da secreção proteica ser mais evidente a partir de 24 h de 

cultivo, houve uma distinção no perfil de bandas de proteínas secretadas nos três meios avaliados, 

evidenciando as diferenças de suas composições e, consequentemente, sua influência no 

comportamento fúngico.  
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Figura 22. Perfil das proteínas separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) extraídas e 

precipitadas a partir do caldo enzimático de Penicillium echinulatum S1M29 em cultivos submersos, utilizando: A - 

celulose Celufloc E
®

  (200 µL), B - BCA (200 µL) e C - glicose (300 µL) como fonte de carbono. As informações na 

parte superior das figuras relacionam-se ao tempo de cultivo em horas, e M corresponde ao marcador de massa 

molecular. Na lateral direita encontram-se as informações dos valores da massa molecular. 

A 

B 

C 
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A Tabela 4 apresenta as quantidades de proteínas aplicadas nos géis de poliacrilamida para a 

realização dos zimogramas para atividade de endoglicanases a partir do caldo enzimático produzido 

em cultivos com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose. 

Tabela 4. Quantidades de proteínas utilizadas na realização de zimogramas para atividade de endoglicanases em géis de 

poliacrilamida, a partir do caldo enzimático obtido dos cultivos formulados com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose.  

Tempos de coleta (h) 
Quantidade de proteína correspondente ao volume 

utilizado no zimograma para endoglicanases (µg) 

 
Celulose 

Celufloc E
®

 
BCA Glicose 

0 
0,28 0,27 1,32 

6 
0,28 0,29 1,47 

12 
0,30 0,27 1,20 

24 
0,37 0,43 1,42 

36 
0,36 0,47 1,62 

48 
0,35 0,51 1,49 

72 
0,35 0,52 1,44 

96 
0,34 0,60 1,60 

120 
0,30 0,60 1,63 

O zimograma para endoglicanases obtido a partir da análise do caldo enzimático produzido 

no meio formulado com celulose Celufloc E
®
, evidenciou bandas de atividade desta enzima de 

massa molecular aproximada de 80 kDa em todos os pontos de coleta. Também é evidente a 

secreção enzimática a partir de 24 h pela banda de degradação de CMC na posição correspondente à 

250 kDa, e após, em 48 h com banda de 150 kDa. Em 36 h de cultivo foi possível verificar a 

atividade desta enzima em uma banda de aproximadamente 30 kDA (Figura 23A). 

 Assim como observado no caldo produzido no meio formulado com celulose Celufloc E
®
, 

em todos os pontos de coleta do caldo proveniente do cultivo formulado com BCA, evidenciaram-

se bandas de atividade de endoglicanases de cerca de 80 kDa. Este caldo também apresentou bandas 

de hidrólise a partir de 72 h de cultivo de aproximadamente 75 kDa (Figura 23B). 
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Figura 23. Perfil da atividade de endoglicanases separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

obtido a partir do caldo enzimático produzido por Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo submerso, utilizando: A – 

celulose Celufloc E
®
 (2 µL), B – BCA (2 µL) e C – glicose (10 µL) como fonte de carbono. As informações na parte 

superior das figuras relacionam-se ao tempo de cultivo em horas, e M corresponde ao marcador de massa molecular. Na 

lateral direita encontram-se as informações dos valores da massa molecular. 

 Bandas de atividade de endoglicanases de aproximandamente 80 kDa também foram 

detectadas em todos os pontos de coleta no caldo enzimático formulado com glicose. Além desta, 

A 

B 

C 
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também observou-se bandas de cerca de 75 kDA em todas as coletas como pode-se verificar na 

Figura 23C. 

A partir dos resultados obtidos nos zimogramas para atividade de endoglicanases pode-se 

indicar a ação de endoglicanases constitutivas, uma vez que bandas de 80 kDa foram visualizadas 

em todas as condições de cultivo avaliadas desde o início do cultivo. Perfil semelhante já foi 

observado em P. echinulatum 9A02S1 com a presença de banda de atividade de endoglicanases de 

76 kDa quando crescido em diferentes fontes de carbono, sugerindo tratar-se de uma endoglicanase 

constitutiva ou basal (Zampieri et al., 2013) . 

 As quantidades de proteínas aplicadas nos géis de poliacrilamida para a realização dos 

zimogramas para atividade de celobiohidrolases dos caldos enzimáticos produzidos a partir dos 

cultivos com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose encontram-se na Tabela 5. 

Tabela 5. Quantidades de proteínas utilizadas na realização de zimogramas para atividade de celobiohidrolases em géis 

de poliacrilamida, a partir do caldo enzimático obtido dos cultivos formulados com celulose Celufloc E
®
, BCA e 

glicose.  

Tempos de coleta (h) 
Quantidade de proteína correspondente ao volume 

utilizado no zimograma para celobiohidrolases (µg) 

 
Celulose 

Celufloc E
®

 
BCA Glicose 

0 13,89 13,36 13,24 

6 14,12 14,66 14,72 

12 15,12 13,45 11,99 

24 18,35 21,37 14,22 

36 18,06 23,64 16,24 

48 17,38 25,65 14,86 

72 17,50 26,17 14,40 

96 17,06 29,75 15,95 

120 14,96 29,86 16,29 

A atividade de celobiohidrolase detectada em gel de poliacrilamida pode ser evidenciada por 

bandas de atividade de cerca de 140 kDa a partir de 24 h de cultivo em meio formulado com 

celulose Celufloc E
®
, com atividade crescente, assim como pode ser visualizado na Figura 24A 
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através do aumento da intensidade das bandas. Outras bandas de 57 kDa e 23 kDA foram detectadas 

em 24 e 120 h, respectivamente.  

 

 

 

Figura 24. Perfil da atividade de celobiohidrolases separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

obtido a partir da precipitação do caldo enzimático produzido por Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo 

submerso, utilizando: A – celulose Celufloc E
®
 (100 µL), B – BCA (100 µL) e C – glicose (100 µL) como fonte de 

carbono. As informações na parte superior das figuras relacionam-se ao tempo de cultivo em horas, e M corresponde ao 

marcador de massa molecular. Na lateral direita encontram-se as informações dos valores da massa molecular. 

A 

B 

C 
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O perfil das bandas de atividade de celobiohidrolases obtidas a partir do caldo enzimático 

produzido em meio formulado com BCA apresenta halos de hidrólise de aproximadamente 116 kDa 

a partir de 24 h de cultivo com aumento de intensidade das bandas sugerindo maior expressão da 

enzima ao final do cultivo. Além destas, outras bandas de atividade foram vizualizadas a partir de 

36 h de cultivo de cerca de 50 kDa porém, estas apresentam intensidade decrescente até o final do 

cultivo. Também foi detectada uma banda de atividade de celobiohidrolases em 36 h de cultivo 

correspondendo ao valor de 33 kDa (Figura 24B). 

A atividade de celobiohidrolase detectada em gel de poliacrilamida pode ser evidenciada por 

bandas de atividade de cerca de 245 kDa a partir de 24 h de cultivo em meio formulado com 

glicose, com atividade crescente, assim como pode ser visualizado na Figura 24C através  do 

aumento da intensidade das bandas. 

 As quantidades de proteínas aplicadas nos géis de poliacrilamida para a realização dos 

zimogramas para atividade de β-glicosidases dos caldos enzimáticos produzidos a partir dos 

cultivos com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose encontram-se na Tabela 6. 

Tabela 6. Quantidades de proteínas utilizadas na realização de zimogramas para atividade de β-glicosidases em géis de 

poliacrilamida, a partir do caldo enzimático obtido dos cultivos formulados com celulose Celufloc E
®
, BCA e glicose.  

Tempos de coleta (h) 
Quantidade de proteína correspondente ao volume 

utilizado no zimograma para β-glicosidases (µg) 

 
Celulose 

Celufloc E
®

 
BCA Glicose 

0 
55,57 26,72 26,48 

6 
56,47 29,32 29,44 

12 
60,48 26,90 23,98 

24 
73,40 42,74 28,44 

36 
72,25 47,27 32,48 

48 
69,50 51,30 29,71 

72 
70,00 52,34 28,81 

96 
68,26 59,51 31,91 

120 
59,82 59,71 32,58 

Todos os caldos enzimáticos obtidos a partir dos diferentes meios formulados apresentaram 

bandas de atividade de β-glicosidases a partir de 24 h de cerca de 250 kDa conforme demonstrado 
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na Figura 25A, B e C com o uso do caldo enzimático produzido com celulose Celufloc E
®
, BCA e 

glicose, respectivamente. Observa-se ainda uma diferença na intensidade das bandas que aumenta 

com o passar do tempo de cultivo evidenciando o aumento da secreção desta enzima. 

 

 

 

Figura 25. Perfil da atividade de β-glicosidases separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) obtido 

a partir da precipitação do caldo enzimático produzido por Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo submerso, 

utilizando: A - celulose Celufloc E
®
 (400 µL), B – BCA (200 µL), C – glicose (200 µL) como fonte de carbono. As 

informações na parte superior das figuras relacionam-se ao tempo de cultivo em horas, e M corresponde ao marcador de 

massa molecular. Na lateral direita encontram-se as informações dos valores da massa molecular. 

A 

C 

B 
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A Tabela 7 apresenta as quantidades de proteínas aplicadas nos géis de poliacrilamida para a 

realização dos zimogramas para atividade de xilanases dos caldos enzimáticos produzidos a partir 

dos cultivos com celulose Celufloc E
® 

e BCA. 

Tabela 7. Quantidades de proteínas utilizadas na realização de zimogramas para atividade de xilanases em géis de 

poliacrilamida, a partir do caldo enzimático obtido dos cultivos formulados com celulose Celufloc E
® 

e BCA.  

Tempos de coleta (h) 
Quantidade de proteína correspondente ao volume 

utilizado no zimograma para xilanases (µg) 

 
Celulose  

Celufloc E
®

 
BCA 

0 
6,95 1,34 

6 
7,06 1,47 

12 
7,56 1,34 

24 
9,18 2,14 

36 
9,03 2,36 

48 
8,69 2,57 

72 
8,75 2,62 

96 
8,53 2,98 

120 
7,48 2,99 

Bandas de hidrólise da xilana foram detectadas no meio formulado com celulose Celufloc 

E
®
 entre 35 a 50 kDa a partir de 24 h. Até 36 h de cultivo foi possível a detecção de uma banda de 

atividade de aproximadamente 20 kDa (Figura 26A). 

A partir do meio formulado com BCA pode-se verificar a presença de bandas de hidrólise 

enzimática de aproximadamente 20 kDa presentes em todo o cultivo, enquanto que bandas de cerca 

de 50 a 70 kDa mostraram-se presentes a partir de 24 h de cultivo. Outras bandas de 22 a 25 kDa 

foram observadas somente em 48 e 72 h de cultivo, conforme demonstra a Figura 26B. 

Não foi possível detectar o perfil bandas de xilanases do caldo enzimático produzido no 

meio formulado com glicose devido à baixa atividade desta enzima neste meio.  
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Figura 26. Perfil da atividade de xilanases separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) obtido a 

partir do caldo enzimático produzido por Penicillium echinulatum S1M29 em cultivo submerso, utilizando: A - celulose 

Celufloc E
®

 (50 µL) e B – BCA (10 µL) como fonte de carbono. As informações na parte superior das figuras 

relacionam-se ao tempo de cultivo em horas, e M corresponde ao marcador de massa molecular. Na lateral direita 

encontram-se as informações dos valores da massa molecular. 

4.6 qRT-PCR 

 Os RNAs dos micélios de P. echinulatum obtidos em cultivos submersos formulados com 

diferentes fontes de carbono, foram extraídos a partir da maceração com nitrogênio líquido e 

posterior aplicação da metodologia com uso de Trizol
®
, conforme protocolo do fabricante. 

 O material extraído foi quantificado em espectrofotômetro a 260 e 280 nm, para verificação 

da quantidade e qualidade obtida de RNA. Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) foi utilizada 

para assegurar a extração do RNA bem como sua pureza a partir da visualização de bandas de RNA 

no gel e a ausência de bandas de DNA. Em seguida, o RNA passou por tratamento com DNase 

sendo novamente, ao final do processo, quantificado e visualizado em gel de agarose. 

A 

B 
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 Para descartar qualquer contaminação com DNA genômico, as amostras de RNA tratadas 

com DNase foram submetidas a uma reação de PCR com o uso do par de primer para o gene de 

actina, sendo o produto da amplificação visualizado em gel de agarose 1,5%. 

 As amostras de RNA tratadas com DNase foram utilizadas para a formação de cDNA e 

diluídas na concentração de 10 ng.µL
-1

 para posterior uso na reação de qRT-PCR. 

4.6.1 Validação de genes normalizadores 

 Vinte e três pares de primers de genes candidatos a controle interno foram testados para as 

amostras de cDNA de P. echinulatum obtidas nos cultivos submersos com celulose Celufloc E
®
, 

BCA ou glicose. Destes genes, seis não mostraram-se específicos no anelamento na sequência de 

cDNA de P. echinulatum, não apresentando valores de Cq válidos, sendo eliminados do estudo. Os 

dezessete genes pré-selecionados foram submetidos à avaliação da curva de dissociação (melt), que 

demonstra a formação de um único produto ou produtos inespecíficos na amplificação, como 

dímeros de primers. A partir desta análise, somente quatro genes apresentaram curva de dissociação 

apropriada sendo, portanto, os demais excluídos do estudo (Figura 27).  

     

     

Figura 27. Curvas de dissociação dos primers para os genes (A) actb, (B) tf, (C) tub e (D) g3 obtidas a partir das 

amostras de micélio cultivado em meio constituído por celulose Celufloc E
®
, BCA ou glicose em diferentes tempos de 

cultivo. 

C D 

A B 
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 Os quatro genes selecionados com base nos dados obtidos com as curvas de dissociação 

foram: β-actina (actb), fator de transcrição (tf), β-tubulina (tub) e gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (g3) e foram submetidos à etapa seguinte de análise de eficiência e posterior 

estabilidade. Para tanto, foi construída uma curva de calibração para cada par de primer com 

diluições seriadas da amostra de cDNA (Figura 28). 

  

   

Figura 28. Curva de calibração dos primers para os genes: (A) actb, (B) tf, (C) tub e (D) g3, obtida a partir de 

diluição seriada da amostra de cDNA. 

Os valores ideais de eficiência devem ser em torno de 2,00. Os resultados obtidos revelaram 

um valor de eficiência muito baixo para os genes tf e tub (Tabela 8), sendo assim, a estabilidade foi 

avaliada somente para os genes actb e g3.  

Tabela 8. Genes candidatos a controle interno e os respectivos valores de eficiência calculados a partir de curva de 

calibração realizada com diluições seriadas da amostra de cDNA. 

Genes Slope R² 
Eficiência 

(E = 10
-1/slope

) 

actb -3,098 0,99 2,10 

g3 -3,408 0,98 1,96 

tub 0,168 0,427 1,1x10
-6

 

tf 1,538 0,035 0,22 

C D 

A B 
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Os valores de eficiência foram transferidos ao software BestKeeper, assim como as médias 

dos valores de Cq obtidos. Este software executou a correlação dos resultados fornecidos, e indicou 

o gene de β-actina como o gene mais estável, como pode-se observar nos resultados presentes na 

Tabela 9, evidenciando um menor valor de desvio padrão entre as amostras e consequentemente 

menor coeficiente de variação. A expressão do gene actb apresentou variação de 1,48 enquanto a 

variação em g3 foi de 4,28 além de apresentar um elevado coeficiente de regulação (±24-fold). 

Estes resultados indicam β-actina como o gene mais estável, sendo este selecionado como gene 

normalizador para a quantificação relativa para os genes de endoglicanases, celobiohidrolase, β-

glicosidade, xilanase e swolenina por qRT-PCR. 

Tabela 9. Estatística descritiva de dois genes candidatos a controle interno com base em seus valores de Cq e resultados 

obtidos com o uso do software BestKeeper. 

 actb g3 

Número de amostras 15 15 

Média geométrica (Cq) 24,09 27,17 

Média aritmética (Cq) 24,15 26,60 

Cq mínimo 21,55 18,77 

Cq máximo 27,29 36,68 

Desvio padrão (Cq) 1,48 4,28 

Coeficiente de variação (%Cq) 6,23 15,52 

Min (x-fold) -6,59 -285,22 

Max (x-fold) 10,74 601,20 

SD (± x-fold) 3,00 24,00 

O software geNorm calculou a média da estabilidade da expressão fornecendo um valor M, 

permitindo a exclusão dos genes menos adequados, ou seja, com maiores valores de M. A avaliação 

dos quatro genes previamente selecionados indicou a seguinte ordem de estabilidade: actb, tub, g3 e 

tf (Figura 29).  
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Menos estável              Mais estável 

Figura 29. Valores decrescentes de estabilidade dos candidatos a genes referência para o estudo da expressão gênica de 

Penicillium echinulatum estimado pelo software geNorm. 

Considerando as diferentes condições de cultivos de P. echinulatum, entre os genes 

avaliados o com melhor estabilidade foi actb com um valor de M igual a 5,877 e o menos estável 

foi o tf com valor M de 10,556 (Tabela 10). 

Tabela 10. Candidatos a genes referência analisados a partir de diferentes cultivos de Penicillium echinulatum e 

ranqueados de acordo com o valor de estabilidade (M) pelo software geNorm. 

Gene Valor da estabilidade (M) Coeficiente de variação (CV) 

actb 5,877 1,834 

tub 6,017 0,720 

g3 8,045 3,598 

tf 10,556 3,737 

Os resultados obtidos a partir das análises realizadas pelos dois softwares aplicados 

revelaram-se semelhantes, evidenciando o gene β-actina como o mais estável por ambos. Este gene 

já havia sido utilizado como controle interno de expressão gênica para o mesmo fungo em um 

estudo realizado por Matos (2012), porém sem prévia análise de seleção e validação de outros genes 

referência. 

Paolacci et al. (2009) demonstraram que novos genes normalizadores podem ser utilizados 

em substituição aos tradicionalmente aplicados (α-tubulina, β-tubulina, ubiquitina, β-actina e 

tf g3 tub actb 

g
eN

o
rm

M
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gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), enfatizando a importância de estudos de seleção e validação 

de genes controle interno para cada situação.  

O gene de β-tubulina já vem sendo utilizado como gene controle interno em estudos de 

expressão gênica de Aspergillus fumigatus (Barker et al., 2012).  

Diversos estudos revelaram e utilizaram o gene de β-actina como o gene mais estável para 

estudos de expressão gênica em Neurospora crassa (Mohsenzadeh et al., 1998), Phytophthora 

infestans (Armstrong et al., 2005), Candida albicans (Nailis et al., 2006), Penicillium glabrum 

(Nevarez et al., 2008), Hypocrea jecorina (Pucher et al., 2011), Humicola grisea (Mello-de-Sousa 

et al., 2011) e Penicillium decumbens (Zhang et al., 2012). No entanto, o estudo realizado por Teste 

et al. (2009) não recomenda o uso do gene act1 como normalizador para estudos de expressão em 

Saccharomyces cerevisiae. 

4.6.2 Expressão de genes de endoglicanases, celobiohidrolase, β-glicosidase, xilanase e 

swolenina de Penicillium echinulatum S1M29 a partir de cultivos submersos 

 A quantificação do acúmulo de transcritos foi realizada utilizando o gene de β-actina como 

normalizador interno (Zampieri et al., 2014 – anexo 1). O acúmulo de transcritos da coleta de 0 h de 

cada condição de cultivo foi utilizado como condição controle (amostra calibradora) para os 

cálculos de quantificação relativa de transcritos. Os dados são apresentados como média das 

triplicatas. 

 Os primers dos genes de endoglicanases, celobiohidrolase, β-glicosidade, xilanase e 

swolenina foram avaliados quanto a curva de dissociação (Figura 30), curva de calibração (Figura 

31) e os valores de eficiência (Tabela 11). 

 A observação de um pico único nas curvas de dissociação comprova a especificidade dos 

primers. A partir da curva de calibração é possível determinar o valor do slope de cada par de 

primer permitindo a determinação do valor da eficiência, sendo valores ideais resultados em torno 

de 2,0. 
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Figura 30. Curvas de dissociação dos primer para os genes (A) egl1, (B) egl2, (C) egl3, (D) egl4, (E) cbh1, (F) bgl1, (G) 

xyl1 e (H) swo1. 
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Figura 31. Curva de calibração dos primers para os genes: (A) egl1 , (B) egl2, (C) egl3, (D) egl4, (E) cbh1, (F) 

bgl1, (G) xyl1 e (H) swo1, obtida a partir de diluição seriada da amostra de cDNA. 
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F 
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Tabela 11. Valores de eficiência calculados a partir de curva de calibração realizada com diluições seriadas da amostra 

de cDNA para os genes de endoglicanases, celobiohidrolase, β-glicosidade, xilanase e swolenina. 

Genes Slope R² 
Eficiência 

(E = 10
-1/slope

) 

egl1 -3,83 0,994 1,824 

egl2 -3,85 0,987 1,818 

egl3 -3,98 0,708 1,783 

egl4 -3,78 0,997 1,838 

cbh1 -3,52 0,998 1,923 

bgl1 -3,58 0,973 1,902 

xyl1 -3,45 0,988 1,949 

swo1 -3,38 0,998 1,976 

 A expressão de endoglicanases foi avaliada a partir da amplificação do cDNA de P. 

echinulatum utilizando-se os primers para os genes egl1, egl2, egl3 e egl4. A expressão de egl1 na 

condição de indução, contendo celulose Celufloc E
®
 no meio de cultivo, foi superior ao meio 

composto por BCA e o meio repressor - glicose - (Figura 32). Observa-se um aumento na expressão 

deste gene a partir de 12 h de cultivo, sendo o pico máximo em 24 h com acúmulo de transcritos 

9779,19 vezes superior à condição controle em 0 h. Após este ponto ocorreu um decréscimo 

acentuado na expressão do gene, chegando a 72 h com um acúmulo de transcrito em torno de 116 

vezes. O pico de expressão deste gene para o meio formulado com BCA também foi em 24 h com 

acúmulo de transcritos 1257,58 vezes superior, seguindo-se para os tempos posteriores um 

decréscimo gradual do número de transcritos, chegando a 28,48 ao final do cultivo. O meio 

formulado com glicose proporcionou um perfil de expressão diferenciado das demais condições e 

quantidades bem reduzidas para os transcritos do gene egl1 com pico em 72 h correspondendo a um 

acúmulo de transcritos somente 39,26 vezes superior ao controle. 
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Figura 32. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene egl1 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose, e curva de atividade de endoglicanases. 

Matos (2012) observou que o nível de transcritos de egl foi aumentado quando esporos (10
5
 

esporos.mL
-1

) de P. echinulatum foram cultivados em meio composto por celulose em comparação 

ao meio repressor (glicose), chegando a uma maior quantidade de transcritos em 48 h na ordem 
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aproximada de 15000 vezes superior ao controle com glicose em 0 h. Também observou um 

decréscimo do número de transcritos em 72 h assim como verificado no presente estudo. 

É possível observar uma relação entre a expressão do gene egl1 e a secreção de 

endoglicanases no cultivo formulado com celulose Celufloc E
®
, onde a expressão ocorreu a partir 

de 12 h refletindo em um aumento de enzima secretada a partir de 24 h. Também é possível 

verificar que a diminuição na concentração da enzima corresponde ao decréscimo da expressão 

deste gene.  

O perfil de acúmulos de transcritos para o gene egl2 mostrou-se bastante semelhante ao gene 

egl1 ao longo de todo o período nos cultivos formulados com celulose Celufloc E
® 

e BCA, porém 

com quantidades de transcritos acumulados relativamente inferiores, alcançando picos em 24 h 

correspondentes aos valores 128,52 e 78,01, respectivamente (Figura 33). A expressão deste gene 

no meio formulado com glicose foi muito reduzida, apresentando somente em 12h de cultivo 

valores de acúmulo de transcritos de somente 1,06 vezes em relação ao controle. Valores relativos 

abaixo de 1, como os encontrados no cultivo com glicose, indicam que o gene em questão é 

reprimido em relação à amostra calibradora (Livak & Schmittgen, 2001). 

Assim como para egl1, é observada uma relação entre a expressão do gene egl2 e a secreção 

de endoglicanases, porém com valores relativamente inferiores. Tanto as expressões destes genes 

(egl1 e egl2) como a secreção enzimática enquadram-se com a análise do zimograma para 

endoglicanases (Figura 23), onde novas bandas de hidrólise são visualizadas a partir de 36 h de 

cultivo, destacando-se o pico de atividade enzimática neste ponto de coleta condizente com uma 

banda suplementar de hidrólise de baixa massa molecular.  
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Figura 33. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene egl2 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose, e curva de atividade de endoglicanases. 

A expressão do gene egl3 nos micélios crescidos nas três condições estudadas foi 

significativamente inferior ao observado para os genes egl1 e egl2, e mostra-se evidente somente ao 

final do cultivo. O meio formulado com celulose Celufloc E
®
 proporcionou acúmulo de transcritos 

1,18 e 2,78 vezes superior ao controle, em 96 h e 120 h, respectivamente. Os cultivos com BCA e 

 



74 

 

glicose somente proporcionaram detecção de acúmulos de transcritos em 72 h, correspondendo a 

valores 1,64 e 1,42 vezes superiores ao controle, respectivamente (Figura 34). 
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Figura 34. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene egl3 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose, e curva de atividade de endoglicanases. 

Assim como para o gene egl3, a expressão de egl4 foi observada somente ao final do 

cultivo. A Figura 35 apresenta a expressão deste gene em meio formulado com celulose Celufloc 
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E
® 

resultando em acúmulos de transcritos 36,86 vezes superior ao controle em 120 h. Já a expressão 

em BCA gerou acúmulo de transcritos 6,77 vezes superior ao controle também em 120 h de cultivo. 

A expressão obtida no meio formulado com glicose também foi reduzida, apresentando pico de 

acúmulo de transcritos 6,82 vezes superior ao controle em 6 h de cultivo. 
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Figura 35. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene egl4 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose, e curva de atividade de endoglicanases. 
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A expressão obtida a partir do cultivo com BCA também revelou-se semelhante entre os 

genes egl1 e egl2, corroborando com o início da secreção enzimática, porém, a medida em que 

ocorre um decréscimo da expressão para estes genes, a concentração enzimática continua 

aumentando, sugerindo-se a ação de outros genes como responsáveis por esta expressão como 

mostrado nas figuras 34 e 35 em relação a expressão dos genes egl3 e egl4. Este aumento da 

concentração enzimática está também comprovado com o aparecimento de novas bandas de 

hidrólise no zimograma de endoglicanases a partir de 72 h de cultivo (Figura 23B). Assim como as 

expressões dos genes egl3 e egl4 que foram mais tardias, endoglicanases extracelulares de 

Chaetomium erraticum foram mais evidente no 8º dia de cultivo (Soni et al., 1999). 

O cultivo formulado com glicose resultou em uma expressão muito reduzida no estudo com 

os genes egl1, egl2, egl3 e egl4 salientando-se que a concentração endoglicanásica também foi 

muito restrita, uma vez que trata-se de uma fonte repressora para esta enzima. 

 O gene cbh1 apresentou nível de transcritos aumentado quando o P. echinulatum foi 

cultivado em meio composto por BCA em comparação com o cultivo com celulose Celufloc E
®
 e 

glicose, com um aumento do número de transcritos de 6464,49 vezes em 48 h (Figura 36). A 

expressão deste gene nesta condição iniciou-se em 24 h, mantendo-se ascendente até 48 h, sendo 

que após ocorreu uma redução no nível de expressão chegando a valores mínimos em 120 h de 

cultivo. Já o cultivo realizado com celulose Celufloc E
® 

proporcionou o pico de expressão deste 

gene em 24 h correspondendo a um aumento de transcritos de 3093,26 vezes. Este valor 

permaneceu constante também em 36 h, e posteriormente ocorreu uma queda acentuada de 

transcritos acumulados, mantendo-se neste padrão até o final do cultivo. O perfil de acúmulo de 

transcritos obtido a partir do cultivo com glicose apresenta-se diferente dos descritos anteriormente, 

observa-se a partir de 36 h acúmulo de transcritos 2,85 vezes superior ao controle, sendo que em 

seguida ocorreu uma queda na quantidade e uma nova elevação correspondendo ao pico para este 

meio (3,64). 
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Figura 36. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene cbh1 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose, e curva de atividade de celobiohidrolases. 

Em estudo realizado por Matos (2012) observa-se que o nível de transcritos de cbh de P. 

echinulatum cultivado em meio composto por celulose foi maior em 48 h, cerca de 15000 vezes 

superior ao controle de glicose em 0 h, ocorrendo um decréscimo em 72 h, seguido de pequena 

elevação no número de transcritos em 96 h. 



78 

 

A secreção de celobiohidrolases evidencia dois picos de atividade nos meios formulados 

com celulose Celufloc E
®

 e BCA. O primeiro pico obtido a partir do meio com celulose Celufloc 

E
® 

é coerente com a expressão do gene cbh1 (Figura 36A) e com o aparecimento de uma banda 

adicional no zimograma de celobiohidrolases (Figura 24). Em seguida ocorre um novo pico de 

secreção enzimática correspondendo à ação de outros genes, também sendo destacada uma maior 

intensidade da banda de hidrólise em 96h. 

O meio formulado com BCA apresenta um secreção enzimática com concentrações 

crescentes durante todo o cultivo com uma pequena queda em 72 h que condiz ao não aparecimento 

da banda de hidrólise de 50 kDa no zimograma (Figura 24B), seguida de aumento na atividade 

enzimática. A expressão de cbh1 (Figura 36B), que inicia-se em 24 h é refletida com a secreção 

enzimática, onde o aumento da atividade enzimática dá-se a partir de 36 h. Mesmo com uma queda 

na expressão de cbh1 é possível observar a continuidade da secreção de celobiohidrolase 

provavelmente de responsabilidade de outro gene, assim como foi relatado no estudo de expressão 

de exoglicanases extracelulares de C. erraticum que revelou um aumento no 6º dia de cultivo em 

meio formulado com carboximetilcelulose (Soni et al., 1999). 

A Figura 37 apresenta os valores de expressão do gene bgl1 para todas as condições 

avaliadas, observa-se que a expressão deste gene em meio formulado com BCA foi mais evidente 

no início do cultivo (12 h) enquanto para celulose Celufloc E
® 

a expressão foi mais tardia (120 h). 

O estudo realizado por Soni et al. (1999) também revelou aumento dos níveis de expressão de β-

glicosidases de forma mais tardia, no 8º dia de cultivo. Todavia o meio composto por glicose não 

expressou o gene bgl1 com valores superiores à amostra calibradora (amostra em zero hora). 

Matos (2012) observou que o nível de acúmulo de transcritos de bgl de P. echinulatum 

manteve-se baixo para todos os períodos de cultivo em comparação com os genes egl, cbh e swo, 

sendo mais significativo em 72 h de cultivo.    

O aumento da secreção de β-glicosidases acentua-se a partir de 24 h de cultivo no meio 

formulado com BCA, corroborando com o aumento da expressão do gene bgl1 em 12 h (Figura 

37B) e o aumento da intensidade das bandas de hidrólise no zimograma (Figura 25B). 
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Figura 37. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene bgl1 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose, e curva de atividade de β-glicosidases. 

As atividades determinadas neste estudo são somente de β-glicosidases extracelulares. 

Alguns microrganismos também apresentam atividade intracelular, como o P. purpurogenum, onde 

os dois tipos de β-glicosidases podem desempenhar funções diferentes no sistema de indução. A β-

glicosidase extracelular pode hidrolisar celo-oligossacarídeos à glicose, enquanto alguns celo-
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oligossacarídeos não sujeitos à hidrólise poderiam entrar na célula onde seriam convertidos à 

gentiobiose pela β-glicosidase intracelular (Suto & Tomita, 2001). Algo semelhante parece ocorrer 

em Trichoderma reesei quando soforose entra na célula (Inglin et al., 1980). A deleção de BGLII 

que codifica a uma β-glicosidase intracelular em P. decumbens provocou uma redução de cerca de 

70% da atividade desta enzima em comparação à linhagem selvagem, porém resultou em um 

incremento nas atividades extracelulares de FPA, celobiohidrolases, endoglicanases e xilanases em 

cultivo com celulose (Chen et al., 2013). 

A expressão de genes que codificam enzimas do complexo celulases geralmente ocorre de 

forma constitutiva em níveis basais, sendo a repressão catabólica um dos mecanismos de regulação 

da transcrição, comum entre fungos cultivados em fontes de carbono facilmente assimiláveis (Suto 

& Tomita, 2001). O crescimento de fungos do gênero Penicillium em meio contendo glicose 

reprimiu a produção de enzimas e somente após a exaustão da glicose esses microrganismos 

iniciaram a produção de β-glicosidases (Jørgensen et al., 2004). De acordo com o descrito, a Figura 

33C demonstra que o P. echinulatum produz nível constitutivo de β-glicosidases na presença de 

glicose, e que o aumento na produção desta enzima inicia-se após o consumo da glicose do meio de 

cultivo, apesar do gene bgl1 não parecer ser o responsável por esta expressão. 

Os resultados obtidos para expressão de celulases revelam o efeito indutor da celulose em 

relação à glicose. Estudo de expressão gênica por Slot blot mostrou resultados negativos quando os 

cultivos foram realizados com glicose como fonte de carbono para os genes cbh1, cbh2 e egl1 de T. 

reesei. Ao contrário, níveis elevados de expressão para estes genes foram observados no cultivo 

contendo celulose (Ilmén et al., 1997). Os genes que codificam para celobiohidrolase I e 

endoglicanase I de T. reesei são expressos em baixos níveis na ausência de um indutor. Porém, 

quando a celulose é adicionada ao meio, a expressão destes genes é aumentada significativamente 

(Carle-Urioste et al., 1997). 

 Os perfis do gene xyl1 nos cultivos com celulose Celufloc E
®
 e BCA são bastante distintos. 

Enquanto no meio formulado com celulose Celufloc E
® 

o maior acúmulo de transcritos ocorreu em 

120 h (185,94), em BCA deu-se em 6 h (2,68) (Figura 38).  
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Figura 38. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene xyl1 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
® 

e (B) BCA, e curva de atividade de xilanases. 

 A secreção de xilanases corrobora com os resultados obtidos para a expressão do gene xyl1 

no meio formulado com celulose Celufloc E
®
, relação essa, que não é possível de se estabelecer ao 

avaliar os resultados obtidos dos meios formulados com BCA. O gene xyl1 não expressou-se 

quando o meio foi elaborado com glicose. 

Além das enzimas lignocelulolíticas, outras proteínas podem também contribuir para a 

degradação da lignocelulose de forma ainda não claramente entendida, tal como a família glicosil 

hidrolase 61, e as proteínas expansinas e swoleninas (Van Dyk & Pletschke, 2012). 

As swoleninas são proteínas com ação de afrouxamento da fibra de celulose, pela diminução 

das ligações de hidrogênio, o que pode facilitar o acesso das enzimas ao substrato (Saloheimo et al., 

2002b). A partir das análises realizadas observou-se uma significativa expressão desta proteína no 

micélio da linhagem S1M29 de P. echinulatum. A expressão do gene swo1 nas diferentes condições 

avaliadas pode ser observada na Figura 39, onde evidencia-se o início da detecção de transcritos em 

12 h quando o P. echinulatum foi crescido em celulose Celufloc E
®
. Esta quantidade foi aumentada 
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em 24 h (2116,90) e 36 h (2415,60), sendo que após ocorreu um decréscimo chegando ao acúmulo 

de transcritos na ordem de 286,65 vezes em 48 h. 
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Figura 39. Quantificação do acúmulo de transcritos do gene swo1 de Penicillium echinulatum por qRT-PCR cultivado 

em meio formulado com (A) celulose Celufloc E
®
, (B) BCA e (C) glicose. 
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  A expressão do gene swo1 em meio formulado com BCA apresenta no pico, em 48 h de 

cultivo, acúmulo de transcritos 2264,32 vezes superior ao controle, apresentando também nos 

períodos anteriores e posteriores níveis significativos de expressão (Figura 39B). A expressão de 

swolenina em meio com glicose foi mais reduzida em comparação aos demais meios avaliados, 

apresentando pico de acúmulo de transcritos 7,75 vezes superior ao controle em 48 h de cultivo. 

O gene de swolenina no estudo de Matos (2012) apresentou padrão de acúmulo de 

transcritos muito semelhante ao dos genes egl e cbh, com maior nível em 48 h, seguido de 

decréscimo gradual da quantidade de transcritos atingindo o patamar mínimo em 120 h de cultivo.  

Estudo com diversos indutores revelou a soforose e a celulose Solka-Floc
®

 com os melhores 

resultados de expressão para genes de celobiohidrolase, endoglicanases, β-glicosidases e swolenina 

em T. reesei. O meio formulado com celulose proporcionou a obtenção de quantidades relativas de 

mRNA de 80 a 100 vezes aumentadas para os genes egl4, bgl1, egl1 e cbh1. A expressão destes 

genes mostrou-se estritamente correlacionada e possivelmente sejam induzidos pelo fator de 

transcrição XYR1 (Verbeke et al., 2009). 

A expressão do gene da swolenina é regulada por fontes de carbono assim como ocorre para 

celulases e hemicelulases, podendo ter outros genes que codificam para proteínas similares a 

expansinas em T. reesei (Saloheimo et al., 2002b; Verbeke et al., 2009). Estudos indicam o 

sinergismo das swoleninas com celulases no processo de degradação de biomassa (Wang et al., 

2010), assim como pode ser observado na semelhança do perfil de expressão entre swo1, cbh1 e 

egl1. 

Considera-se geralmente que os genes de celulases são coordenadamente expressos, tendo 

diferenças em relação aos indutores (Foreman et al., 2003). Isso pode ser novamente comprovado 

no presente estudo, observando-se os picos de expressão dos genes egl1, egl2 e cbh1 em 24 h, 

seguidos do gene swo1 em 36 h e por fim a ação de bgl1, egl3, egl4 e xyl1 em 120 h de cultivo no 

meio formulado com celulose Celufloc E
®
 (Figura 40). 

Neste mesmo meio também se evidencia uma maior quantidade de acúmulo de transcritos de 

egl1, seguido do gene cbh1 e swo1. Os demais genes apresentam uma menor quantidade de 

transcritos acumulados e isso ocorre geralmente de forma mais tardia (Figura 40). 
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Figura 40. Quantificação do acúmulo de transcritos dos genes de Penicillium echinulatum estudados por qRT-PCR 

obtidos a partir de cultivos em meio formulado com  celulose Celufloc E
® 

em diferentes tempos de indução. 
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Figura 41. Quantificação do acúmulo de transcritos dos genes de Penicillium echinulatum estudados por qRT-PCR 

obtidos a partir de cultivos em meio formulado com BCA em diferentes tempos de indução. 
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 A expressão coordenada destes genes também é verificada no meio de cultivo formulado 

com BCA, onde observa-se inicialmente os picos dos genes egl1 e egl2 em 24 h, seguidos dos genes 

cbh1 e swo1 em 48 h (Figura 41). A maior quantidade de transcritos acumulados é observada 

durante o período de 24 à 48 h para os genes cbh1, swo1 e egl1. Os demais genes apresentam menor 

quantidade de transcritos acumulados que se expressam de forma mais tardia.    

 O meio formulado com BCA proporciona que o P. echinulatum expresse os genes 

celulolíticos posteriormente em relação ao observado no cultivo elaborado com celulose Celufloc 

E
®
, o que pode ser avaliado a partir da análise das Figuras 40 e 41 que apresentam os picos de 

expressão de cada gene estudado utilizandos-se estes dois meios de cultivo. 

 Expressão relativamente reduzida é observada quando P. echinulatum foi cultivado em meio 

com glicose. A maior quantidade de transcritos acumulados foi de cerca de 39 vezes superior à 

amostra calibradora, em 72 h de cultivo, para o gene egl1. Os demais genes apresentam número de 

transcritos acumulados inferior à 8 vezes relativo à amostra calibradora (Figura 42). 
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Figura 42. Quantificação do acúmulo de transcritos dos genes de Penicillium echinulatum estudados por qRT-PCR 

obtidos a partir de cultivos em meio formulado com glicose em diferentes tempos. 

 Diante disso, verifica-se uma maior expressão de endoglicanase, celobiohidrolase e 

swolenina por P. echinulatum, e que estes genes expressos diferenciam-se em número de transcritos 
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de acordo com a fonte de carbono fornecida ao fungo no meio de cultivo. Estes resultados também 

comprovam a eficácia do uso de biomassa lignocelulósicas para a produção destas enzimas. 

 O presente trabalho trata-se do primeiro estudo de expressão de genes de celulases, 

hemicelulase e swolenina por P. echinulatum S1M29. Os resultados demonstram ação indutora da 

celulose Celufloc E
®
 e do BCA e a ausência de indução por glicose. Ainda, a presença de swolenina 

é um importante acesso para auxiliar a ação de endoglicanases e celobiohidrolases em processos de 

hidrólise enzimática.  

A análise da expressão de diferentes genes, sua ação em diferentes condições de cultivo e na 

degradação de materiais lignocelulósicos são importantes fatores para o entendimento da expressão 

gênica de P. echinulatum, fornecendo informações para a otimização dos processos de cultivo e 

consequentemente, incremento na produção de enzimas, objetivando a obtenção de produtos com 

interesse biotecnológico, como o etanol de segunda geração. 
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5. CONCLUSÕES 

A análise dos dados obtidos neste trabalho a partir das condições avaliadas permite concluir 

que: 

a) Quanto às atividades enzimáticas: 

 A linhagem S1M29 de P. echinulatum apresenta atividade enzimática sobre papel filtro em 

condições de indução, alcançando, com BCA, atividade 2,9 vezes superior do que com celulose 

Celufloc E
®
, sendo que o BCA também proporciona maiores secreções de endoglicanases e 

celobiohidrolases em relação às demais fontes de carbono estudadas, porém quando cultivado em 

celulose Celufloc E
®
, o fungo secreta estas enzimas precocemente e, ainda, proporciona maior 

secreção de xilanases. As maiores atividades de β-glicosidades são observadas nos meios 

formulados com BCA e glicose. 

b) Quanto aos perfis de proteínas secretadas e zimogramas: 

 Os perfis de bandas de proteínas secretadas pelo fungo são diferenciados nas três fontes de 

carbono avaliadas. P. echinulatum produz endoglicanases e β-glicosidades constitutivas com massas 

moleculares correspondente a 80 kDa e 250 kDa, respectivamente. Diferentes formas de 

celobiohidrolases são secretadas pelo fungo e os perfis de bandas de atividade de xilanases são 

semelhantes nos meios formulados com celulose Celufloc E
® 

e BCA. 

c) Quanto à seleção de gene normalizador para estudos de expressão: 

 β-actina é o gene mais estável para ser utilizado como controle interno em estudos de 

expressão gênica de P. echinulatum. 

d) Quanto às expressões de genes para celulases, β-glicosidase, xilanase e swolenina:  

 P. echinulatum apresenta, pelo menos, quatro genes para endoglicanases com padrões de 

expressão distintos. Observou-se a expressão de mRNA de swolenina, uma importante proteína 

acessória para a hidrólise de lignocelulólicos, em todos as fontes de carbono avaliadas, indicando 

sua produção pelo P. echinulatum. Os genes para endoglicanases (egl1, egl2, egl3 e egl4), xilanase 

(xyl1) e swolenina (swo1) são mais expressos em condição de indução, com valores mais elevados 

obtidos a partir do cultivo formulado com celulose Celufloc E
®
, e a expressão dos genes para 

celobiohidrolase (cbh1) e β-glicosidase (bgl1) é maior quando o cultivo é realizado com BCA, 

contudo, a presença de glicose no meio de cultivo não favorece a expressão de genes para celulases, 

xilanase e swolenina. Também é possível verificar uma expressão coordenada dos genes para 

endoglicanases, celobiohidrolases, β-glicosidases e swoleninas em P. echinulatum. 
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6. PERSPECTIVAS 

 Como perspectivas para a continuidade de pesquisas relacionadas a este trabalho, sugere-se: 

- o sequenciamento e a anotação do genoma do P. echinulatum visando a obtenção de 

primers específicos para outros genes; 

- realização de análises de RNA-seq obtidos de micélios crescidos em diferentes fontes de 

carbono; 

- a avaliação de outros genes de enzimas e proteínas para hidrólise de lignocelulósicos 

expressas pelo P. echinulatum; 

- a investigação de outras fontes de carbono incluindo outras formas de biomassa 

lignocelulósica; 

- o estudo de condições de cultivo que influenciam a expressão gênica neste fungo; 

- a avaliação da expressão gênica a partir de condições de cultivo otimizadas em maiores 

escalas. 
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