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RESUMO 

 

No Brasil a aplicação da sacarificação enzimática em resíduos agrícolas, como a casca do 

grão da soja, é uma metodologia cada vez mais empregada, a fim de obter açúcares 

fermentescíveis que podem ser destinados a diversos processos biotecnológicos. A 

identificação de grandes porcentagens de componentes hemicelulósicos compondo a 

parede celular da casca do grão de soja em detrimento dos complexos de lignina; 

proporcionou a secreção de diferentes enzimas holocelulolíticas pelo fungo filamentoso 

Clonostachys byssicola. Neste contexto, as mananases produzidas por C. byssicola foram 

caracterizadas a fim de identificar as propriedades bioquímicas destas enzimas. Durante 

a caracterização enzimática, as mananases obtiveram maiores atividades em pH ácido 

(5,0) e temperatura moderada (50 ºC). Além do mais, os estudos dos efeitos de diversos 

íons e compostos fenólicos ressaltaram que as mananases de C. byssicola não dependem 

de nenhum componente adicional para que haja a ativação enzimática. No entanto, todos 

os compostos fenólicos utilizados foram capazes de inibir a atividade das mananases. A 

identificação de diferentes formas de mananases presentes no extrato bruto concentrado 

mostrou-se significativa para a produção de mano-oligossacarídeos em diferentes fontes 

de carbonos, constatando que essas enzimas são ferramentas promissoras para a produção 

de prebióticos (também denominados oligossacarídeos). A análise por HPLC evidenciou 

que os principais oligossacarídeos detectados durante a degradação dos resíduos 

lignocelulósicos, como a casca do grão de soja e o bagaço de cana, foram as manotrioses. 

Em contrapartida, dentre os produtos gerados pela hidrólise de galactomananas (goma de 

alfarroba e goma de guar) oligossacarídeos de tamanhos diversos tal como manobiose, 

manotriose, manotetraose, manopentose e manohexaose foram identificados. Diversas 

tentativas de identificação das mananases de C. byssicola por espectrometria de massas 

utilizando o genoma de C. rosea, evidenciou que ambas as espécies apresentam diferenças 

expressivas nas sequências de cDNAs. Desta maneira o sequenciamento do RNA total de 

C. byssicola foi capaz de identificar diferentes contings, caracterizados in silico, 

correspondentes a sequências de mananases, constatando o potencial desse fungo em 

produzir diferentes tipos de mananases. 

Palavras chaves: Mananase, C. byssicola, casca de soja 
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ABSTRACT 

 

In Brazil, the application of enzymatic saccharification in agricultural residues, such as 

soybean hulls, is an increasingly used methodology in order to obtain fermentable sugars 

that can be used in various biotechnological processes. The identification of large 

percentages of hemicellulosic components composing the cell wall of the soybean hull in 

the detriment of lignin complexes; provided the secretion of different holocellulolytic 

enzymes by the filamentous fungus Clonostachys byssicola. In this context, the 

mannanases produced by C. byssicola were characterized in order to identify the 

biochemical properties of these enzymes. During enzymatic characterization, mannanases 

had higher activities at acidic pH (5.0) and moderate temperatures (50 ºC). Furthermore, 

studies of the effects of various ions and phenolic compounds highlighted that C. 

byssicola mannanases do not depend on any additional component for enzymatic 

activation. However, all the phenolic compounds used were able to inhibit the activity of 

mannanases. The identification of different forms of mannanases present in the 

concentrated crude extract proved to be significant for the production of 

mannooligosaccharides in different carbon sources, noting that these enzymes are 

promising tools for the production of prebiotics (also called oligosaccharides). The HPLC 

analysis showed that the main oligosaccharides detected during the degradation of 

lignocellulosic residues, such as soybean hulls and sugarcane bagasse, were manotrioses. 

On the other hand, among the products generated by the hydrolysis of galactomannans 

(locust bean gum and guar gum), oligosaccharides of different sizes such as mannobiose, 

mannotriose, mannotetraose, manopentose and mannohexaose were identified. Several 

attempts to identify C. byssicola mannanases by mass spectrometry using the genome of 

C. rosea, showed that both species present expressive differences in the cDNA sequences. 

In this way, the sequencing of the total RNA of C. byssicola was able to identify different 

contigs, characterized in silico, corresponding to mannanase sequences, confirming the 

potential of this fungus to produce different types of mannanases. 

Key words: mannanase, C. byssicola, Soybean hulls 
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INTRODUÇÃO 

 

A utilização da biomassa lignocelulósica tem sido reconhecida progressivamente 

como uma potencial fonte sustentável de polissacarídeos (Himmel et al. 2007). Este 

reconhecimento é incitado pela possibilidade da transformação da biomassa lignocelúsica 

em bioprodutos que podem ser utilizados como matérias-primas em outros processos 

insdustriais. É nesse contexto que surge o conceito de biorrefinaria da lignocelulose 

(Silva, Vaz e Ferreira-Filho 2017). 

Biorrefinaria é o processamento sustentável da biomassa em um espectro de 

produtos comercializáveis e energia (Jong e Jungmeier 2015). Neste âmbito, a 

desconstrução de resíduos agrícolas (biomassa lignocelulósica), captação e 

metabolização de carboidratos são funções que espécies individuais e comunidades 

microbianas desempenham e são características de grande interesse para a biorrefinaria 

(Kamm e Kamm 2004). Atualmente, os principais setores responsáveis por produzirem 

grandes quantidades de biomassa lignocelulósica residual são: agricultura, silvicultura e 

indústria (de processos de resíduos e sobras) (Cherubini 2010). 

Com relação aos resíduos agrícolas, estes são constituídos, principalmente, por 

fibras vegetais e podem incluir palha, caule, talo, folhas, cascas, sementes, dentre outros 

(Mussatto et al. 2012). Estes produtos são gerados anualmente em um montante que 

excede o seu consumo, resultando em um acúmulo no meio ambiente, podendo causar 

poluição ambiental e efeitos prejudiciais à saúde humana (Sadh, Duhan e Duhan 2018). 

Contudo, devido à presença de polissacarídeos, proteínas, ligninas e minerais em sua 

composição estes resíduos passam a ter grande importância biotecnológica (Mussatto et 

al. 2012). 

O emprego de resíduos agrícolas para indução da produção de enzimas por 

microrganismos é um benefício não só para fins econômicos, devido à redução dos custos 

das enzimas empregadas na etapa de sacarificação, mas também está inserida dentro de 

um conceito de biotecnologia branca, que utiliza microrganismos e enzimas para 

converter os recursos biológicos em produtos industriais com menor dispêndio energético 

e maior aproveitamento (Silva, Vaz e Ferreira-Filho 2017; Frazzetto 2003). 

Dentre os microrganismos utilizados para a decomposição da biomassa 
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lignocelulósica, os fungos filamentosos têm recebido atenção especial em virtude de sua 

produção de enzimas. A eficiência na desconstrução da parede celular vegetal é devido à 

produção de um arsenal enzimático (incluindo celulases, hemicelulases e pectinases) 

facilitado, geralmente, pelo predomínio de componentes lignocelulósicos em seu biótopo 

natural (Mäkelä, Donofrio e Vries 2014). Apesar da grande abundância de resíduos 

lignocelulósicos como fonte de carbono, sua composição pode variar dependendo da 

espécie e tecido da planta, estação e localização geográfica. As complexidades estruturais 

e químicas da biomassa lignocelulósica são fatores que contribuem para o aumento da 

sua recalcitrância, característica que pode afetar a acessibilidade enzimática. Por esta 

razão, a inclusão de etapas adicionais, como o pré-tratamento de resíduos lignocelulósicos 

é conduzida para reduzir a recalcitrância, por meio da despolimerização e solubilização 

de alguns componentes da parede celular, e facilitando a sacarificação enzimática 

(Himmel et al. 2007). 

A aplicação de enzimas que degradam a biomassa vegetal no setor industrial tem 

crescido anualmente. Em 2015, apenas os Membros da Associação de Fabricantes e 

Formuladores de Produtos Enzimáticos (AMFEP) comercializaram acima de 260 

enzimas. Dentre elas, 56% eram enzimas provenientes de fungos filamentosos (Fig. 1), 

das quais grande parte foi destinada à indústria de alimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Porcentagem de enzimas produzidas por diferentes organismos de acordo com os formuladores 
de produtos enzimáticos (AMFEP). 
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Apesar da maioria das enzimas no portfólio dos membros da AMFEP estarem 

relacionadas com a indústria de alimentos, existe uma vasta gama de aplicações 

industriais para diversos tipos de enzimas, incluindo indústria farmacêutica, têxtil, 

biocombustível, papel e detergente (Ostergaad and Olsen 2011). Com relação às enzimas 

que degradam componentes hemicelulósicos, as mananases (β-(1,4)-endo-manosidases e 

β-(1,4)-exo-manosidases) são enzimas envolvidas na degradação da manana. A 

prospecção dessas enzimas como catalizadores industriais tem resultado no 

melhoramento de suas propriedades catalíticas e a exploração de enzimas que ainda não 

foram caracterizadas. Nesse contexto, foi realizada uma revisão de literatura no periódico 

Applied Microbiology and Biotechnology intitulada Microbial β- mannosidades and their industrial 

application (fator de impacto 4,81) abordando as principais aplicações descritas para essas enzimas 

no mercado industrial. 
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Abstract 

Heteropolymers of mannan are polysaccharide components of the plant cell wall of gymnosperms and some angiosperms, 

including palm trees (Arecales and Monocot). Degradation of the complex structure of these polysaccharides requires the 

synergistic action of enzymes that disrupt the internal carbon skeleton of mannan and accessory enzymes  that remove side chain 

substituents. However, complete degradation of these polysaccharides is carried out by an exo-hydrolase termed β-mannosidase. 

Microbial β-mannosidases belong to families 1, 2, and 5 of glycosyl hydrolases, and catalyze the hydrolysis of non-reducing 

ends of mannose oligomers. Besides, these enzymes are also involved in transglycosylation reactions. Because of their  activity at 

different temperatures and pH values, these enzymes are used in a variety of industrial applications and the pharmaceutical, food, 

and biofuel industries. 

 

Keywords β-Mannosidase . Glycosyl hydrolase . Mannan . Polysaccharide . Transglycosylation 

 

 

Introduction 

 

Plant cell wall is responsible for the maintenance of plant shape 

and strength, and for protection against microbial attack (York 

et al. 1986). The cell wall constitutes a large part of the renew- 

able organic matter on Earth and is composed of a complex 

mixture of polysaccharides (Dhugga et al. 2004). Of these, 

40% are cellulose and 25–37% hemicellulose (Pauly and 

Keegstra 2008; Rinaldi and Schüth 2009). Unlike cellulose, 

hemicellulose is formed by a linear main chain and may contain 

side branches composed of sugars other than those found in the 

main chain. Their composition differs depending on the plant. 

Gymnosperms contain more heteropolysaccharides of mannan 

than angiosperms; by contrast, heteropolysaccharides of xylan 

are predominant in angiosperms, monocot palms, and grasses 

(Whistler 1993). 

Mannan is an essential hemicellulosic component. 

According to the chemical structure, mannans can be subdivided 

into pure mannan, glucomannan, galactomannan, and 

galactoglucomannan (Bremner and Wilkie 1971; Buckeridge 

et al. 2000a). Mannan polysaccharides are synthesized in the 

Golgi complex and subsequently exported to the cell wall via 

exocytosis (Dhugga et al. 2004). Their primary function is to act 

as a reserve of carbohydrates in plant endosperm. In plants, these 

polysaccharides are degraded during seed germination by differ- 

ent classes of functions enzymes, such as β-1,4-D-mannanase 

(EC 3.2.1.78), β-1,4-D-mannosidase (EC 3.2.1.25), β-D-1,4 glu- 

cosidase (EC 3.2.1.21), and α-1,6-D-galactosidase (EC 

3.2.1.22). However, β-mannosidases are essential for the gener- 

ation of the final degradation product, mannose (Buckeridge 

et al. 2000a; McCleary 1983). 

Despite the available knowledge on the functions of these 

enzymes in higher organisms, production of β-mannosidases 

by microorganisms is relatively less explored compared to other 

enzymes, such as cellulases and xylanases. β-Mannosidase- 

producing microorganisms occur free-living or within the diges- 

tive system of some animals (Shallom and Shoham 2003). 

Among such microbes, β-mannosidases from fungi, belonging 

to the genus Aspergillus (Ascomycota, Trichocomaceae), have 

been described in most detail (Arai et al. 1995; Do et al. 2009; 

Zhao et al. 2011). β-Mannosidases are used together with other 

enzymes in industrial saccharification of hemicellulose for the 

   conversion of biomass into bioenergy (Ademark et al. 1999), 
supplementation of animal feed (Odetallah et al. 2002), in the 
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paper industry (Suurnäkki et al. 1997), for pretreatment of ligno- 

cellulosic materials (Sun and Cheng 2002), among others. 

Moreover, their use for the production of mannooligosaccharides 

has recently generated significant interest in the food ingredients 

 
 

and pharmaceutical industry because of the potential application 

of mannooligosaccharides as prebiotics to improve human health 

(Rahmani et al. 2017). Considering the great importance of these 
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enzymes in several types of industrial applications, in this review, 

we aimed to provide an update on the structure of mannan 

heteropolysaccharides and the properties of β-mannosidases pro- 

duced by different microorganisms. 

 
 

Chemical structure of mannan 

 

Based on the chemical structure, mannans are classified into four 

main groups: pure mannan, glucomannan, galactoglucomannan, 

and galactomannan. The synthesis of mannan polysaccharides 

requires the presence of nucleotide sugars as monosaccharide 

donors, e.g., GDP mannose, GDP glucose, and UDP galactose 

(Buckeridge 2010). These sugars are used by glycosyltransfer- 

ases located in the Golgi complex (Pauly et al. 2013). Once 

assembled by the synthetases, the polysaccharides are secreted, 

in secretory vesicles, into the intercellular space where the cell 

wall assembly takes place (Buckeridge 2010). The first mannan 

synthetase was identified by Dhugga et al. (2004). Subsequently, 

other proteins involved in the synthesis of these polysaccharides 

were identified (Gille et al. 2011; Wang et al. 2012; Yin et al. 

2011). 

Pure mannan is composed of a linear chain containing at 

least 95% mannose residues, bound by β-1,4-type bonds, and 

may sporadically contain β-1,6-type bonds and galactose resi- 

dues (Aspinall 1959). These polysaccharides are found mainly 

in the seed endosperm of Phytelephas macrocarpa monocots 

(Aspinall et al. 1958) and Coffea sp. (Wolfrom et al. 1961), and 

in the cell wall of some seaweed and plants (Mackie and Sellen 

1969). Two types of mannan are found in the seed endosperm 

of P. macrocarpa: mannans A and B, with different molecular 

size and solubility in aqueous sodium hydroxide (Aspinall et al. 

1953). In addition to the reserve carbohydrate function, pure 

mannan is associated with an embryo protection system against 

mechanical damage. Because of their high compaction, these 

polysaccharides confer hardness to seeds accumulating mannan 

(Buckeridge et al. 2000a). Glucomannans are found mainly in 

the seed endosperm and tubers of some species of Iridaceae 

monocot and Liliaceae. Glucomannan copolymers are com- 

posed of mannose and glucose residues and contain β-1,4-type 

bonds (Meier and Reid 2015; Nishinari et al. 2007). The pro- 

portions of mannose and glucose residues vary depending on 

the plant, with a random distribution. Glucomannans found in 

Amorphophallus konjac tubers have been most extensively in- 

vestigated, and contain mannose to glucose ratio of 1.6:1. 

Similarly to some pure mannan structures, chemical structure 

analysis of A. konjac glucomannan revealed the occasional 

presence of β-1,6-type bonds. Further, these polysaccharides 

may contain small amounts of acetyl groups, which affect their 

solubility (Stephen 1983; Sjöström 1993). 

Galactoglucomannans were first isolated and characterized 

in 1958 (Timell 1965) and constitute about 20% of the 

hemicellulosic component of gymnosperms (Sjöström 1993). 

Timell (1965) described the isolation of galactoglucomannan 

from gymnosperms, including the wood of Eastern Hemlock 

(Tsuga canadensis), Ginkgo biloba (Picea engelmanni), and 

Eastern white cedar (Tsuga canadenses). Leaves and stem tis- 

sues of some plants contain galactoglucomannans. These poly- 

saccharides are composed of a backbone containing mannose 

and glucose residues linked by β-1,4-type bonds, and α-1,6- 

galactose side groups. Acetyl groups at positions C2 and C3 

may decorate the structure. Two types of galactoglucomannan 

are found in gymnosperms. One type contains large amounts of 

galactose, while the second contains very little galactose, with 

the ratios of galactose, glucose, and mannose of 1:1:3 and 

0.1:1:3, respectively. However, other ratios were also reported 

(Dey 1978; Sjöström 1993; Timell 1967; Timell 1965). 

The solubility in water is influenced by the number of side 

substituents in the polysaccharide structure, which impede 

intra- and inter-molecular association (Buckeridge et al. 

2000b). Galactomannans are composed of a linear chain of 

β-1,6-mannose with α-1,6-galactose side groups and makeup 

1–38% of the dry weight of seed. In plants, these polysaccha- 

rides are found in species from the families Leguminosae, 

Annonaceae, Convolvulaceae, Ebenaceae, Logoniaceae, and 

Palmae. However, the most studied are galactomannans 

found in seed endosperms of different legume species. Other 

possible locations of these polysaccharides were reported, 

such as the inner side of the seed coat and the seed hull (e.g., 

in the leguminous Gymmocladus dioicus and Glycine max). 

The proportion of galactose and mannose varies accord- ing to 

the species and method of extraction (Dey 1978). 

 
 

Induction of microbial β-mannosidase production by 
agricultural residues 

 

Agro-industrial wastes are generated during the industrial pro- 

cessing of crops. Agro-industrial waste derivatives include 

different raw materials that can be used as a carbon source 

for the growth of microorganisms, e.g., straw, stems, leaves, 

hull, seeds, pulp or stubble, sugarcane bagasse, and of a broad 

spectrum of agro-industrial side-streams. Large quantities of 

these wastes are generated worldwide, and their use has a 

significant economic impact since they constitute low-cost 

carbon sources for the generation of value-added products 

(Mussatto et al. 2012). 

The conversion of agricultural waste into products with in- 

creased aggregate value is a biorefinery approach. Combination 

of the necessary technologies, raw materials, industrial interme- 

diates, and final products aims to enable the growth of a sustain- 

able economy (Kamm and Kamm 2004). Degradation of agri- 

cultural residues and agro-industrial side-streams (lignocellulosic 
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biomass), uptake, and metabolism of carbohydrates by microor- 

ganisms are of importance to the biorefinery concept (Silva et al. 

2017). 

The use of agricultural residues for the induction of micro- 

bial enzyme production benefits not only for the economy but 

also reduces the environmental impact of waste. Globally 

prevalent, large quantities of waste are released into the envi- 

ronment without adequate procedures for its elimination. Over 

350 million tons of agricultural waste are produced annually 

(Madurwar et al. 2013). Most of these residues are generated 

as an outcome of the cultivation of sugarcane, rice, corn, and 

soybean (Madurwar et al. 2013; Sadh et al. 2018). 

Majority of studies where agricultural residues are used as 

the primary source of carbon exploit filamentous fungi as 

biomass decomposers. Lignocellulolytic enzymes from bacte- 

ria have been reported for decades, e.g., from rumen bacteria 

(Silva et al. 2017). Unlike studies of other enzymes, few stud- 

ies evaluate the production of β-mannosidase in cultures in- 

volving agro-industrial residues. Arai et al. (1995), Kurakake 

and Komaki (2001), and Prendecka et al. (2007) show that 

these enzymes are secreted in medium containing wheat bran, 

40% (w/v) coffee residue, and 60% (w/v) wheat bran, and 1% 

(w/v) wheat bran, respectively. In all of these studies, β- 

mannosidase enzymatic activity was confirmed by incubation 

with p-nitrophenyl Β-D-mannopyranoside. 

 

 
 

Transcriptional induction of β-mannosidase gene 
expression 

 

After a microorganism comes in contact with carbon sources 

composed of mannan heteropolysaccharides, induction of β- 

mannosidaseproductionisregulatedatatranscriptionallevel. 

Ogawa et al. (2012) described in Aspergillus oryzae 

(Ascomycota, Trichocomaceae) the first transcriptional fac- tor 

responsible for the induction of genes that degrade 

hemicellulosic components. Named ManR, the factor regu- 

lates the expression of β-mannanase, β-mannosidases, and 

some accessory enzymes. The gene product has a molecular 

mass of 86.5 kDa and contains two domains, a terminal 

Zn(II)2Cys6 binuclear cluster domain (Pfam 00172) and a 

fungal-specific transcription factor domain (Pfam04082). 

DNA-binding domain of the Zn(II)2Cys6 binuclear cluster 

has also been identified in several species of fungi and is 

responsible for activating the transcription of genes encoding 

enzymes that are related to carbohydrate metabolism (Ogawa 

et al. 2012). It was first characterized during studies of the Gl4 

protein of Saccharomyces cerevisiae, belonging to phylum 

Ascomycota and order Saccharomycetales (Pan and 

Coleman 1990). The domain is composed of six cysteine res- 

idues that coordinate two zinc ions to form a clover-like struc- 

ture (Todd and Andrianopoulos 1997). 

Studies on the evolutionary relationship between Zn(II)2 

Cys6 proteins revealed that this domain is present in both asco- 

mycetes and basidiomycetes, suggesting that this motif may 

have arisen before the divergence of the two groups. In addition 

to the regulation of gene expression, the Zn(II)2Cys6 cluster- 

type binuclear domain has been characterized in proteins related 

to the use of carbon and nitrogen substrates, production of 

secondary metabolites, and sexual and asexual development 

of fungi (Todd and Andrianopoulos 1997). 

It is still unclear whether mannobiose can act as an inducer 

of the Zn(II)2Cys6-type transcription factor, but there is strong 

evidence that this indeed occurs. Ogawa et al. (2012) showed 

that this disaccharide induces high levels of ManG (β- 

mannanase) production, indicating that ManR is involved in 

β-mannosidase production. Because of the lack of knowledge 

about the mechanism of β-mannosidase induction, further in- 

depth studies are needed to clarify all components of this 

process (Chang and Ehrlich 2013). 

Just as mannooligosaccharides induce the production of β- 

mannosidases, the production of these enzymes is repressed 

by the presence of easily metabolizable carbon sources, such 

as mannose, glucose, and fructose (Amore et al. 2013). 

 
 

Hydrolysis reaction and mechanism of action of β-
mannosidases 

 

β-mannan-degrading enzymes can be classified into different 

glycosyl hydrolase families. Based on the mode of action, can 

be found two types of enzymes: endohydrolases that cleave 

glycosidic bonds located inside a molecule and exohydrolases 

responsible for breaking non-reducing terminal glycosidic 

bonds (Henrissat and Davies 1997). 

The mannan structure requires the synergistic action of a 

variety of enzymes that deconstruct the main chains and 

remove side substituents. Enzymes involved in the cleavage 

of linear mannan are β-mannanases and β-mannosidases. β-

Mannanases randomly cleave inner glycosidic bonds of the 

main mannan chain releasing oligosaccharide products. By 

contrast, β-mannosidases are exohydrolases responsible for the 

breakdown of non-reducing terminal regions of mannotriose 

and mannobiose, with mannose as the final product. β-

Glucosidases perform the removal of glucose from 

glucomannan and galactoglucomannan. Additional 

enzymes, such as α-galactosidases and acetyl mannan es- 

terases, cleave side chains of galactomannans and release 

acetyl groups from galactoglucomannan, respectively 

(Moreira and Filho 2008). 

The classification of β-mannosidases is based primarily on 

the similarity of their sequences. These enzymes can be 

grouped into families: GH 1, 2, and 5 of glycosyl hydrolases 

[as specified in the Carbohydrate-Active enZYmes, CAZy, 

database; www.cazy.org]. They can also be classified into 
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superfamily-nominated clans. Based on the analysis of hydro- 

phobic clusters in protein structure, enzymes in these groups 

also share tertiary structure similarity. β-Mannosidases are 

part of clan A of glycosyl hydrolases and possess barrel struc- 

ture (Henrissat and Bairoch 1996). Kinetic studies revealed 

that in addition to the catalytic module, β-mannosidases might 

also possess a non-catalytic site for β-galactomannan binding, 

recognized as a carbohydrate-binding module (CBM) 

(Kulminskaya et al. 1999). CBMs are currently grouped into 

83 families, according to the CAZy database (last accessed 

[05, 08, 2018]). One of the significant functions of CBM is 

to facilitate the association of the enzyme with the substrate, 

which can increase the catalytic efficiency by prolonging the 

contact between the two (Herve et al. 2010). 

β-Mannosidases catalyze double displacement reactions 

while retaining carbon anomeric configuration. The catalysis 

of glycosidic bonds occurs via acid/base reactions in which 

carboxylic acids from the amino acid side chains of glutamate 

and aspartate in the active site of the enzyme assume the role 

of donors (acid) and proton acceptors (base). The distance 

from the donor and proton acceptor is similar to a hydrogen- 

bond distance, facilitating the interaction between the sub- 

strate and the amino acid side chains (Davies and Henrissat 

1995). This mechanism is also called the retention mecha- 

nism. First, a carboxylic group acts as an acid and catalyzes 

the protonation of the glycosidic oxygen. Subsequently, the 

other carboxylic group acts as a base forming a glycosyl- 

enzyme intermediate. It is assumed that the transition state 

between the two reactions is dissociative since the breakdown 

of the glycosidic bonds occurs before the nucleophilic attack 

by the base. In the second step of the reaction, the carboxylic 

group that acted like an acid acts as a base. At this stage, water 

molecule hydrolyzes the glycosyl-enzyme complex, concom- 

itantly with the transfer of a proton to the base. Enzyme con- 

figuration at the end of the reaction is the same as the initial 

configuration (Brás et al. 2009). 

Studies that address enzyme stereochemistry indicate that 

β-mannosidases use substrates of different conformations. 

One theoretical consideration of stereoelectronic substrate 

configurations suggests that in the transition state, the pyran- 

oside ring should exhibit one of four conformations: two clas- 

sic boat types (B2,5 and 2,5B) or two half-chairs (4H3 and 3H4) 

(Tailford et al. 2008). These conformations allow several car- 

bons to reach an almost planar geometry required by the 

enzyme-substrate complex (Rye and Withers 2000). 

Structural evidence for a transition state similar to boat con- 

formation has been obtained for β-mannosidases from differ- 

ent microorganisms (Tailford et al. 2008). Few studies on β- 

mannosidase structure are available in the literature. 

Nascimento et al. (2014) reported that a β-mannosidases from 

T. harzianum displays a typical fold of GH family 2 members, 

consisting of a centrally positioned catalytic TIM (α/β)8-bar- 

rel and four auxiliary, predominantly β-fold, domains. 

Transglycosylation reactions catalyzed by β-
mannosidases 

 

In addition to hydrolyzing glycosidic bonds, β-mannosidases 

catalyze transglycosylation reactions (Fig. 1). These enzymes 

belonging to GH 1 and GH 2 families can transfer mannose 

residues to other saccharides, producing new oligosaccharides 

containing β-1,4-type bonds (Li et al. 2015). The double fea- 

ture of β-mannosidases probably underscores the close evo- 

lutionary relationship between glycosyltransferases and gly- 

cosyl hydrolases, wherein small molecular adjustments ac- 

companied by pronounced structural alterations favored 

transglycosylation reactions in enzymes with hydrolytic activ- 

ity (Bissaro et al. 2015). The nomenclature of these enzymes 

is analogous to the nomenclature of glycosyl hydrolases, in 

which the terms transglycosidase and transglycanase refer to 

exo- and endo-enzymes, respectively (Franková and Fry 

2013). 

Transglycosylation reactions are carried out by manno- 
sidases from various microbial sources. Referred to as the 

Bcut and paste^ reaction, the glycosidic bond is first 
cleaved, and the broken bond energy is conserved by the 

formation of a new glycosidic bond (Franková and Fry 

2013). Depending on the similarity between the donor and 

acceptor, the reactions are termed homo-transglycosylation 

or hetero-transglycosylation. In homo-transglycosylation re- 

actions, the donor and acceptor substrate are similar, such as 

mannobiose (M2) and mannotriose (M3). In this case, β- 

mannosidases catalyze the transglycosilation of M2 in M3. 

This is in contrast with hetero-transglycosylation reactions, 

in which the donor and acceptor substrate is chemically 

different (Franková and Fry 2013; Zhou et al. 2014). An 

example of the hetero-transglycosylation reaction was de- 

scribed for β-mannosidase (RmMan5B) from Rhizomucor 

miehhei (Zhou et al. 2014). RmMan5B transferred 

mannosyl residues to fructose, galactose, sucrose, and 

laminaribiose. 

β-Mannosidases that exhibit both glycosyl hydrolase and 

glycosyltransferase activities can form an enzyme- substrate 

complex that can be attacked by an acceptor substrate, 

different from water, forming a glycosidic bond, rather than 

releasing a reducing sugar as the hydrolysis product. 

Because of the dual function of these enzymes, in many 

cases, high concentrations of the acceptor sub- strate are 

required for this reaction to occur, allowing the acceptor 

substrate to compete with water (Franková and Fry 2013). 

Most of the studies that address transglycosylation reac- 

tions catalyzed by β-mannosidases use the substrate p- 

nitrophenyl-Β-D-mannopyranoside as a simultaneous donor 

and acceptor. This substrate is highly soluble in water and 

converted with high efficiency in transglycosylation reactions 

(Tramice et al. 2009). 
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Fig. 1 Dual function of β-mannosidases from microorganisms 

 

Heterologous expression of β-mannosidases 

 

The need to understand the relationships between structure 

and function of enzymes, to delineate the role of specific ami- 

no acid residues, and to make the enzymes suitable for indus- 

trial applications led to the increasing use of heterologous 

expression systems for recombinant production of enzymes 

because of the low amount of enzymes secreted by wild- 

type microorganisms (Srivastava and Kapoor 2017). 

Recombinant enzymes can be expressed in bacteria, yeast, 

and filamentous fungi. Proteins of prokaryotic microorgan- 

isms commonly are recombinantly produced in E. coli species 

and Bacillus spp. The choice of this expression system has 

some advantages including rapid grow and expression, ease 

culture, and high product yields. Nevertheless, some disad- 

vantages are found in this system like the production of inclu- 

sion bodies, disulfide bonds that difficult the expression, pro- 

duction of proteins with endotoxins, and production of 

unglycosylated proteins (Demain and Vaishnav 2009). 

Concerning eukaryotic microorganisms, the production of re- 

combinant protein can occur in both yeasts and filamentous 

fungi. Among the eukaryotic systems, yeast combines the 

advantages of both prokaryotic and eukaryotic expression sys- 

tems, with faster growth and inexpensive growth media with 

the possibility of translational modifications (Gomes et al. 

2016). The two most utilized yeast strains are S. cerevisiae 

and Pichia pastoris (Saccharomycetales renamed 

Komagataella pastoris) However, the high glycosylation of 

proteins (realized by S. cerevisiae), the presence of codons 

bias, and the difficulty of secreting proteins are drawbacks 

of these microorganisms (Demain and Vaishnav 2009). 

Lastly, filamentous fungi can produce a high-level secretion 

of the enzyme in the large scale of production (especially 

Aspergillus spp. and Trichoderma reesei), but the complexity 

and understanding of the physiology of the filamentous fungi 

is a challenge for the production of heterologous protein (Su 

et al. 2012). The choice of a suitable expression system for 

recombinant production of enzyme depends on several fac- 

tors, such as codon usage, posttranslational modifications, 

the activity of the protein of interest, and regulation of gene 

expression (Liu et al. 2013). In addition to improving protein 

production, strategies for optimized expression include the 

reduction of the number of proteases secreted by the host 

microorganism, avoiding losses of the final protein yield 

(Wang et al. 2005). 

Specific codon usage by different organisms is one of the 

main obstacles that affect the expression of recombinant pro- 

teins in microorganisms (Menzella 2011). Since the genetic 

code is degenerate, the same protein can be encoded by alter- 

native codons. For example, a large number of rare codons 

present in the native Thermotoga thermarum gene, bacteria 

members of Thermogothae phylum, resulted in the low pro- 

duction of T. thermarum β-mannosidase in the heterologous 

host Escherichia coli (Proteobacteria). However, a high 

amount of β-mannosidase was produced when the rare co- 

dons were replaced by host-optimized codons (Shi et al. 

2013). Consequently, it is necessary to exchange the rare co- 

dons in the target gene without changing the amino acid 
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sequence of the encoded protein to obtain optimal expression 

in a heterologous system (Gustafsson et al. 2004). 

Concerning posttranslational modifications, glycosylation 

(binding of oligosaccharides to asparagine, serine, and threo- 

nine residues on the surface of the protein molecule) is a 

necessary feature controlling protein folding (Peberdy 1994). 

Approximately 50% of secreted eukaryotic enzymes are gly- 

cosylated. The presence of glycans may be associated with 

protection against proteolysis, stability, multiplicity of protein, 

and also enzymatic activity (Goettig 2016). For this reason, 

standard fungal and yeast expression systems have been as 

alternatives to bacterial systems to ensure proper folding and 

function of produced enzymes (De Pourcq et al. 2010). 

Among filamentous fungi that are capable of producing high 

amounts of proteins, A. oryzae, A. niger (Ascomycota, 

Eurotiales), and Trichoderma sp. (Ascomycota, Hypocreaceae) 

have been used as expression platforms for the production of 

several enzymes, and can produce up to 100 g/L of proteins 

(Gomes et al. 2016). For instance, A. oryzae was reported to 

produce approximately 270 mg/L of β-mannosidase when the 

gene was placed under the control of an improved promoter 

containing a cis-regulatory element of region III (Kanamasa 

et al. 2001). Further, when a plasmid containing 12 copies of 

A. oryzae  cis  elements  of region  III  was  introduced to 

A. aculeatus, the expression of β-mannosidase in the latterly 

increased 9.4-fold concerning the amount produced in the 

A. oryzae expression system (Kanamasa et al. 2007). 

The search for new enzyme production systems has inten- 

sified because of the considerable growth of the industrial 

market for enzymes. Visser et al. (2011) used random muta- 

genesis (UV-irradiation and treatment with the mutagenic 

agent N-methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidine) to modify the 

wild-type strain of the fungus Myceliophtora thermophila 

C1 (Ascomycota, Sordariales). The modified fungal strain 

produced high amounts of cellulase subsequently, gene 

encoding β-mannosidase was cloned in the same modified 

C1 strain, resulting in high expression of this enzyme and 

confirming the efficiency of the developed expression system 

(Dotsenko et al. 2012). 

Few studies explored the use of yeast expression systems 

for the production of β-mannosidases (Reddy et al. 2013), 

while numerous studies reported the cloning and expression 

of these enzymes from bacterial sources, using E. coli as the 

primary expression platform (Table 1) (Bai et al. 2014; Bauer 

et al. 1996; Dias et al. 2004; Tailford et al. 2007). The use of 

E. coli for heterologous expression of β-mannosidases is 

probably associated with the rapid growth of the bacterium 

and, consequently, rapid protein production (Gomes et al. 

2016). 

Depending on the choice of the expression platform, the 

culture conditions and the culture medium affect the produc- 

tion and solubility of enzymes. Luria Bertani (LB) broth is a 

most frequently used medium for the cultivation of bacteria 

because it contains many nutrients (Rosano and Ceccarelli 

2014). However, the growth of E. coli in the LB medium can 

become limited by the small number of bivalent carbohy- 

drates and cations in the medium (Shi et al. 2013). Regarding 

the expression of β-mannosidases in eukaryotic organisms, no 

standard medium is used although a minimal medium has 

been described for use with a fungal platform (Ademark 

et al. 2001; Kanamasa et al. 2007). Cultivation characteristics, 

such as medium state (liquid or solid), incubation time, stirring 

intensity, pH, temperature, carbon source, and nitrogen avail- 

ability, impact the production of β-mannosidases (Table 1). 

Further, cofactors, such as metal ions, and weak detergents, 

such as Triton or Tween, increase protein solubility by 

preventing the formation of inclusion bodies (Duan et al. 

2015; Wang et al. 2005). 

 
 

Industrial applications of β-mannosidases 

 

The estimated value global market for enzymes in 2017 was 

7082 million, and it is expected to considerably increase in the 

coming years because of the increasing application of enzymes 

in the pharmaceutical, food, and detergent industries (https:// 

www.businesswire.com/news/home/20180628006408/en/ 

Global-Enzymes-Market-Report-2018-Analysis-Type last 

accessed [05, 08, 2018]). Currently, 80% of industrially used 

enzymes are hydrolytic enzymes, mainly those that are 

involved in the degradation of natural polymers (Qing 2012; 

Zhao 2012). The use of enzymes that degrade mannose poly- 

saccharides, such as β-mannanases and β-mannosidases, has 

shown great potential in most industrial sectors. These enzymes 

may also be used for the hydrolysis of agro-industrial residues 

for the production of second-generation ethanol (Moreira and 

Filho 2008). The interest in enzyme systems that degrade man- 

nose polysaccharides has grown annually because of the possi- 

ble biotechnological application, and wide pH and temperature 

tolerance (Table 2) (Moreira and Filho 2008). 

 
 

Pharmaceutical and food ingredient industries 
 

The use of β-mannosidases in conjunction with other en- 

zymes that degrade mannan heteropolysaccharides has re- 

ceived considerable interest in the pharmaceutical and food 

industries because together, these enzymes produce 

mannooligosaccharides. These oligomers, acting as prebi- 

otics, may induce specific changes in the composition and 

activity of the intestinal microbiota (Yamabhai et al. 2016). 

Because of their indigestibility, these carbohydrates arrive in- 

tact in the large intestine and serve as substrates for the intes- 

tinal bacteria, supporting the growth of beneficial microorgan- 

isms therein (Puupponen-Pimia et al. 2002). In China, the 
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Table 1 Heterologous expression of β-mannosidases in microbial hosts 
 

Organism Expression host Plasmid Medium Induction conditions Reference 

Archaea 

Pyrococcus furiosus 

 

E. coli BL21 

 

pET28b 

 

YT 

 

7 h/37 °C 

 

(Park et al. 2011) 

Bacteria 

Bacteroides thetaiotaomicron 

 
E. coli BL21 

 
pET28a 

 
LB 

 
16 h/16 °C 

 
(Tailford et al. 2007) 

Cellvibrio mixtus E. coli BL21 pGEM-T LB 5 h/37 °C (Dias et al. 2004) 

Paenibacillus polymyxa E. coli BL21 pET30a LB 4 h/37 °C (Bai et al. 2014) 

Streptomyces sp. S27 E. coli BL21 pETMan2S27 LB 8 h/30 °C (Shi et al. 2011) 

Thermobifica fusca E. coli DH5α F pUC19 MB 72 h/NR (Béki et al. 2003) 

Thermotoga thermarum E. coli BL21 NR NR 5 h/37 °C (Shi et al. 2013) 

Thermotoga maritima E. coli BL21 pET28a LB 12 h/37 °C (Zhang et al. 2009) 

Eukaryota 

Aspergillus aculeatus 

 
A. aculeatus 

 
pPL-MN 

 
MM 

 
NR/30 °C 

 
(Kanamasa et al. 2007) 

Aspergillus niger E. coli DH5α F pGEM-7 MM NR (Ademark et al. 2001) 

Aspergillus niger Pichia pastoris pPICZaC-man BMGY 4 days/28 °C (Fliedrová et al. 2012) 

LB, Luria Bertani broth; MM, minimum medium; MB, basal medium; YT, tryptone-yeast extract; BMGY, buffered glycerol complex medium; NR, not 

reported 
 

acceptance of mannooligosaccharides as a new food resulted 

in their consumption of 1.5 g per day in food (Hu et al. 2016). 

Mannose is the main product of this prebiotics, demonstrating 

the importance of β-mannosidases, enzymes that produce 

mannose, for the enhancement of healthy microbiota in hu- 

man and in animals (Asano et al. 2003; Flemming et al. 2004). 

When used for medicinal purposes, mannose improves phys- 

iological function, reducing or eliminating elevated blood 

pressure, and is also essential for the treatment of diseases, 

enhancing the synthesis of immune-stimulating agents, anti- 

tumor agents, and vitamins. In cell assays of natural cytotox- 

icity, low concentration of mannose effectively blocks fibro- 

sarcoma (Dengler et al. 2014; Hu et al. 2016). Mannose has 

been the subject of research not only in the pharmaceutical 

industry but also in the food and animal feed industries 

(Sutton and Wilcox 1998; Van Immerseel et al. 2002). 

 
Detergent industry 

 
Biodetergents are composed of a complex combination of 

enzymes that cleanse and soften fabric (Bettiol et al. 2002). 

The use of β-mannosidases in the detergent industry has not 

yet been reported. However, their inclusion could potentially 

increase stain removal performance, since these enzymes de- 

grade entirely mannan polysaccharides (also known as gums). 

One of the first gums used by the food industry is guar gum. 

As it is water-soluble and forms viscous solutions, guar gum is 

used as a thickener and stabilizer of frozen sauces, ice cream, 

and desserts (Chudzikowski 1971; Mudgil et al. 2014). Since 

gums are composed of mannose residues and galactose side 

chains, they adhere to cotton fibers causing staining. 

A commercial β-mannanase (mannaway) has been includ- ed in 

household detergents (Aehle 2004). This enzyme may be used to 

diminish stains generated by gums that contain man- nan 

polysaccharides. Nevertheless, the inclusion of β- 

mannosidases in detergents not only increases stain reduction 

efficiency but also prevents adsorption of other particles from 

fabric washing (Bettiol et al. 2002). 

 

Biofuel industry 

Ethanol production can be divided into first- and second- 

generation processing. First-generation ethanol is pro- 

duced by removing the stock from high-sugar raw mate- 

rials, such as sugar cane, beet, and corn, followed by its 

fermentation by yeast. Second-generation ethanol is pro- 

duced via the conversion of lignocellulosic materials into 

fermentable sugars by microorganisms. Identified as a re- 

newable energy source, the production of second- 

generation ethanol facilitates the reduction of areas desig- 

nated for the production of first-generation ethanol, and the 

use of raw materials that initially lacked added value 

(Aditiya et al. 2016; Amore et al. 2014). Lignocellulosic 

materials used for the production of second-generation 

ethanol are sugarcane bagasse, sugarcane straw, soybean 

hulls, corn straw, among others. Because of the complex- ity 

of the plant cell wall, several steps are required to obtain 

sugar monomers from these materials. The first step is the 

pretreatment, in which the cell wall compo- nents become 

distended; lignin removal may take place at this step. In 

the second step, after the cell wall recalci- trance is reduced, 

hydrolytic enzymes produced by 
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Table 2 Properties of β-mannosidases 
 

Microorganism Optimum 

temperature (°C) 

Inhibitory ions Optimum 

pH 

Mass 

(kDa) 

Km 

(mM) 

Vmax Reference 

Bacteria 
       

Aeromonas 

hydrophila 

45 Ag+, Hg2+, Cu2+ Pb2+ 6.0 64 5.1 NR (Araraki and 

Kitamikado 1988) 

Bacillus sp. 50 Ag+, Cd2+, Cu2+, Zn2+, 

Mg2+, Fe2+ 
6.0 94 1.3 NR (Akino et al. 1988) 

Paenibacillus 

polymyxa 

Pyrococcus 

horikoshii 

Streptomyces sp. 

Thermobifida fusca 

Thermotoga 

maritima 

Thermotoga 

neopolitana 

Eukaryota 

Aspergillus 

aculeatus 

Aspergillus 

aculeatus 

Aspergillus 

aculeatus 

Aspergillus 

awamori       2001) 

Aspergillus niger 55 NR 3.5 130 NR NR (Bouquelet et al. 1978) 

Aspergillus niger NR NR NR 102.33 NR NR (Ademark et al. 2001) 

Aspergillus niger NR NR 3.5–4.0 120 1 NR (Elbein et al. 1977) 

Myceliophtora 40 NR 5.3 97 0.4 NR (Dotsenko et al. 2012) 

thermophila 

Phlebia radiata 

 

50 

 

NR 

 

5.5 

 

104.6 

 

0.29 

 

42.46 μm/min/mg 

 

(Prendecka et al. 2007) 

Plebia radiata 50 NR 5.5 89.5 1.78 48.52 μm/min/mg (Prendecka et al. 2007) 

Plebia radiata 50 NR 5.5 100.3 0.34 38.15 μm/min/mg (Prendecka et al. 2007) 

Polyporus NR Ag+, Fe2+, Hg2+, Zn2+ 2.8 64 1.6 NR (Wan et al. 1976) 

sulphureus 

Sclerotium rolfsii 

 

65 

 

NR 

 

4.5 

 

58 

 

NR 

 

NR 

 

(Gübitz et al. 1996) 

Sclerotium rolfsii 55 NR 2.5 58 NR NR (Gübitz et al. 1996) 

Thermoascus 76 NR 2.5–3.0 99.9 1.1 61 nKat/mg (Gomes et al. 2007) 

aurantiacus 

Tremella fuciforms 

 
NR 

 
Ag+, Hg2+, Cd2+ 

 
5.0 

 
140 

 
21 

 
0.6 μmol/min/mg 

 
(Sone and Misaki 1978) 

Trichoderma reesei   NR Hg2+ 3.5 105 0.12 NR (Kulminskaya et al. 

1999) 

Trichosporon 

cutaneum 

 
a NR, not reported 

40 NR 6.5 114 0.25 91.7 U/mg 

protein−1 

(Oda and Tonomura 

1996

microorganisms degrade polysaccharides present in the cell 

wall to their monomer units. The use of enzymatic cocktails 

containing β-mannosidases is essential for man- nose 

production in this step. Finally, fermentable sugars 

generated by the enzymatic cleavage are processed by yeast 

for the production of second-generation ethanol (Saini et  

.2015). 

Paper industry 

Paper is primarily composed of cellulose fibers. Its production 

starts with wood fragmentation, followed by two different 

modes of pulp production: chemical or mechanical. In the 

plant cell wall, hemicellulose is closely associated with lignin 

lecules. The extraction of lignin from the cellulose fibers is 

production of these enzymes.

35 Zn2+, Cu2+, Hg2+ 7.0 96 0.12 NR (Bai et al. 2014) 

90 NR 4.75 160 0.44 NR (Kaper et al. 2002) 

50 Hg2+, Ag2+, Fe2+ 7.0 92.6 0.01 4.96 μmol/min/mg (Shi et al. 2011) 

53 NR 7.17 94 0,18 5.96 μmol/min/mg (Béki et al. 2003) 

95 Cu2+, Hg2+, Ag2+ 7.0 96.8 0.49 50.5 U/mg (Zhang et al. 2009) 

87 NR 7.7 100 3.1 36.9 U/mg (Duffaud et al. 1997) 

 
NRa 

 
NR 

 
NR 

 
130 

 
NR 

 
NR 

 
(Kanamasa et al. 2007) 

NR NR NR 104.21 NR NR (Takada et al. 1999) 

70 Ag+, Hg2+, Pb2+ 2.0 130 NR NR (Arai et al. 1995) 

70 NR 5 NR NR NR (Kurakake and Komaki 
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an essential step for bleaching the cellulose pulps (Moreira 

and Filho 2008). Pretreatment of wood pulp with enzymes 

that selectively degrade hemicellulose leads to lignin removal.  

Thus, β-mannosidases in synergism with other hemicellulosic 

enzymes have the potential to be used in pulp pretreatment by 

selectively removing portions of mannan without affecting 

cellulose structure. Currently, the most commonly used 

hemicellulosic enzymes are xylanases. However, other 

hemicellulases, such as β-mannanase, β-mannosidase, and α-

galactosidase, were also shown to efficiently remove hemi- 

cellulose from wood (Bajpai 2004; Taylor et al. 2005). 

 
Medicinal use 

 

β-Mannosidase deficiency in animals leads to β- 

mannosidosis. In goats, this disease is characterized by a 

lack of enzyme activity in the blood plasma and skin 

fibroblasts, which leads to the accumulation of a specific 

oligosaccharide (β-mannosyl-1,4-N-acetylglucosamine) in 

the brain and kidney. This disease is characterized by facial 

dimorphism, neurological deficits, accumulations of 

lysosomal vacuoles in all cell types, and demyelination of 

the central nervous system. Without intervention, ani- mals 

with this disease die within the first two years of life. 

Animals that manifest this disease are homozygous reces- 

sive, with the same probability of manifestation of the 

disease in both sexes, since the disease is autosomal re- 

cessive (Johnson 2014; Jones et al. 1984). The use of 

heterologous β-mannosidases in mannosidosis treatment has 

received considerable attention mainly because of progress 

in their production using microbial expression platforms. 

These enzymes are tagged with receptors that allow their 

insertion in the lysosomes, in which the oligo- saccharides 

are degraded (Fogh et al. 2003). 

 

 
Conclusions 

 

The double function of β-mannosidases is reflected in their 

extensive use in diverse industrial applications, in both the hy- 

drolysis of hemicellulosic polysaccharides and the synthesis of 

oligosaccharides. In the biotechnology context, the use of β- 

mannosidases for production of mannan-oligosaccharides has 

been received great attention, especially in medical use to the 

growth of beneficial microorganisms in gut microbiota. 

However, due to small amounts of these enzymes produced 

by microorganisms, the use of heterologous expression systems 

has been a significant challenge for academic research. β- 

Mannosidase structure and transcriptional regulation are not 

yet entirely complete, and further intense studies are needed 

to fill the gaps that impede high yielding heterologous  
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OBJETIVO 

 

O objetivo geral da tese foi investigar o potencial de mananases produzidas por 

Clonostachys byssicola como ferramentas promissoras em processos de biorrefinaria. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar bioquimicamente as mananases presentes no extrato bruto 

concentrado de C. byssicola cultivado em casca do grão de soja para revelar suas 

potencialidades biotecnológicas; 

 

 Avaliar o potencial do extrato bruto concentrado de C. byssicola na sacarificação 

da casca do grão da soja, do bagaço de cana, da goma de alfarroba e da goma de 

guar; 

 

 Isolar e identificar as diferentes mananases expressas por C. byssicola. 

 

JUSTIFICATIVA 

 

A diversidade da biomassa vegetal brasileira mostra a propensão natural que o 

Brasil tem para agricultura e a atividade agroindustrial. No entanto, ainda que alguns 

resíduos agrícolas já contribuam de forma significativa para a economia do país, muitas 

matérias primas ainda são subaproveitadas, como a casca do grão de soja que vem 

anualmente aumentando de forma significativa. O grande consumo de soja no Brasil e o 

aumento na sua exportação contribuíram para que o Brasil alcançasse a posição de maior 

produtor mundial, e desta forma o acúmulo dos resíduos da soja podem gerar danos 

ambientais. À vista disso, a destinação destes resíduos em rotas de biorrefinaria é uma 

maneira de agregar valor aos resíduos agrícolas. 

O potencial de fungos filamentosos na produção de enzimas tem sido explorado 

ao longo dos anos, somado a necessidade de se estudar novas cepas para a produção de 

enzimas é uma forma de melhorar a combinação de enzimas necessárias para degradação 

de componentes lignocelulósicos, como também evidenciar os principais tipos de 

enzimas produzidas por um determinado microrganismo. Embora poucos estudos têm 

sido executados com o objetivo de avaliar o potencial de C. byssicola na produção de 
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enzimas que degradam a manana, a comercialização de formuladores com a atividade 

biológica contra fungos fitopatogênicos produzidas a partir de C. rosea, tem incentivado 

os estudos de diferentes espécies de Clonostachys. Análises de bioinformática têm 

revelado que grandes quantidades de glicosil hidrolases são secretadas por meio da 

indução de fontes de carbono contendo materiais lignocelulósicos. Nesse contexto o 

estudo das enzimas produzidas por Clonostachys se justifica devido a atual importância 

econômica desse fungo e até o presente momento não há relatos de estudos que tenham 

avaliado a produção de enzimas mananolíticas por meio do crescimento de Clonostachys 

byssicola na casca do grão de soja. 

 

PROPOSTA DAS PRINCIPAIS METODOLOGIAS REALIZADAS NESTE 

TRABALHO 

 

Esta tese está dividida em quatro capítulos. O primeiro é uma introdução geral que diz 

respeito à importância da utilização da biomassa lignocelulósica e as possíveis utilizações das 

mananases nos diferentes tipos de indústrias. O segundo capítulo aborda as propriedades 

bioquímicas das mananases presentes no extrato bruto concentrado de C. byssicola. O potencial 

das mananases em desconstruir diferentes substratos é revelado no terceiro capítulo. Por fim, o 

estudo de diferentes abordagens para a identificação de mananases é descrito no quarto capítulo. 

A principais metodologias utilizadas ao longo dos capítulos são esquematizadas na Figura 2. 
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Figura 2. Esquema das principais metodologias realizadas para o estudo de mananases. 
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INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, onde a agricultura é umas das principais fontes de atividade 

econômica, grandes quantidades de resíduos agrícolas são gerados anualmente (Florencio 

et al. 2017). Esses resíduos representam fontes promissoras de energias renováveis devido 

à abundância de polissacarídeos em sua estrutura química. Dentre os resíduos mais 

abundantes no Brasil está a casca de soja (Toro-trochez et al. 2019). Estudos acerca das 

composições químicas deste resíduo mostram que as altas porcentagens de componentes 

hemicelulósicos, em detrimento de baixos teores de ligninas, tornam a utilização da casca 

de soja vantajosa em relação a outros resíduos, dados que não são necessários a realização 

de pré-tratamentos severos para o afrouxamento dos componentes da parede celular 

vegetal. 

A presença de hemicelulose na composição química da casca do grão de soja 

torna este resíduo um substrato para a indução de mananases por fungos filamentosos. 

Estes microrganismos são os principais produtores de enzimas industriais, no qual 

gêneros do tipo Aspergillus e Trichoderma tem sido referência para estudos acadêmicos 

(Mäkelä, Donofrio e Vries 2014). No entanto, um pequeno número de ascomicetos tem 

sido investigado e adaptado para aplicações industriais (Benocci et al. 2017). 

A exploração a diversidade da diversidade  de fungos para a identificação de 

novas linhagens produtoras de mananases é uma alternativa para reduzir os custos desses 

biocatalizadores, por meio do aumento da produção enzimática e fontes de carbonos 

acessíveis (Florencio, Colli e Farinas 2017). 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

PAREDE CELULAR 

 

A parede celular dos materiais lignocelulósicos é representada, principalmente, 

pela interação físico química da celulose, hemicelulose e lignina (York et al. 1986). A 

celulose e a hemicelulose pertencem  um complexo grupo de polissacarídeos, os quais 

constituem grande parte da matéria orgânica renovável do planeta (Dhugga et al. 2004). 

Destes, 30% correspondem a componentes hemicelulósicos. Dentre suas funções  a 

parede celular não é somente responsável pela rigidez das plantas, mas desempenha 
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papéis fundamentais no crescimento, diferenciação celular, comunicação intercelular e 

defesa (Cosgrove 2005). 

Descrita como uma estrutura dinâmica, a parede celular é composta por três tipos 

de camadas: a lamela média, parede celular primária e secundária (Figura 3). Formada 

nas etapas finais da divisão celular, a lamela média cria um limite entre as duas células 

filhas e, uma vez completa, inicia-se o crescimento da parede celular primária. A 

deposição da parede celular primária é suspensa apenas quando a célula finaliza seu 

processo de crescimento e expansão, resultando em uma fina camada com menos de 1µm 

de espessura, mas forte o suficiente para impedir seu rompimento. A parede celular 

primária é constituída principalmente por celulose, hemicelulose e pectina. Enquanto a 

celulose é sintetizada na membrana plasmática na forma de microfibrilas, os demais 

polissacarídeos são produzidos nas cisternas do complexo de Golgi e, posteriormente, são 

exportados, por exocitose, para a parede celular (Popper 2008; Reiter 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seguidamente ao término da expansão celular, a deposição da parede celular 

secundária entre a membrana plasmática e a parede celular primária pode atingir uma 

espessura de até 20µm (Fry 2017). Quando presente em algumas plantas, a parede celular 

secundária é composta por sucessivas camadas denominadas S1, S2 e S3, nas quais os 

espaços entre seus polissacarídeos são preenchidos por polímeros aromáticos (lignina) 

Figura 3. Configuração da parede celular vegetal. a) Camadas da Parede celular vegetal; b) Componentes 
lignocelulósicos da parede celular vegetal. Extraído de Sticklen (2000). 
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que conferem hidrofobicidade à matriz da parede celular, como também fortalecem os 

tecidos e aumentam a rigidez das plantas (Kubicek 2013). 

A composição da parede celular dos resíduos agrícolas pode variar, dependendo 

do tipo de planta, refletindo alguns casos de distâncias evolutivas entre eles. Estudos 

acerca da composição da parede celular primária permitem concluir que todas as plantas 

vasculares contêm xiloglucanas, arabinoxilanas e glicomananas, mas em diferentes 

proporções, nas quais três tipos podem ser observados (Silva et al. 2011a). Nas 

eudicotiledôneas e monocotiledôneas não comelinóides, o principal componente 

hemicelulósico é o xiloglucano, compondo cerca de 20% do peso total dos açúcares, 

caracterizando a parede celular primária do tipo 1 (Figura 4). Na parede celular primária 

do tipo 2, representado pela ordem Poales, há predominância de arabinoxilano e são 

revestidas por ácido ferúlico e baixos teores de pectina. Um terceiro tipo de parede celular 

primária foi encontrado em uma espécie de samambaia (Adiantum raddianum) em que a 

manana é o principal componente hemicelulósico da parede (Pauly e Keegstra 2008; Silva 

et al. 2011a). 

 

 

Figura 4. Classificação dos diferentes tipos de parede celular primária. Extraído de Silva et al 
(2011b). 

. 

CELULOSE 

 

A celulose é o polissacarídeo mais abundante da natureza, compondo cerca de 

15-30% do peso seco da parede primária e até 40% da parede secundária das células 

vegetais (Pérez et al. 2002; Sticklen 2008). A molécula de celulose é um homopolímero 

linear consistindo de unidades de D-glicose unidas por ligações glicosídicas do tipo β-

(1,4) (Figura 5). Juntas, as cadeias de celulose formam microfibrilas que podem assumir 

duas diferentes formas: forma cristalina ou ordenada, é uma estrutura insolúvel, e a forma 
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amorfa sem arranjo definido e mais suscetível a hidrólises enzimáticas (Ochoa-villarreal 

et al. 2012). Nas plantas, a principal função da celulose é desempenhar um papel estrutural 

dentro de uma arquitetura complexa da parede celular. 

 

 

Devido à ausência de ramificação, o empacotamento das microfibrilas de 

celulose pode assumir uma variedade de conformações com superfícies hidrofílicas e 

hidrofóbicas que permitem a interação com outros componentes da parede celular 

(Kubicek 2013, Cosgrove 2014). Na parede celular primária, a celulose assume uma 

forma menos cristalina, quando comparado à parede celular secundária; acredita-se que 

essa cristalinidade tem uma relação direta com o diâmetro das microfibrilas e com as 

interações de hidrogênio e forças de Van der Waals presentes nas suas estruturas (Thomas 

et al. 2013). 

 

HEMICELULOSE 

 

Os polissacarídeos hemicelulósicos, geralmente, constituem em torno de 20-

30% da parece celular, ou seja, aproximadamente um terço da biomassa da parede celular. 

A presença dessas moléculas pode variar em quantidade e estrutura dependendo do tipo 

da planta e tecido analisados. A designação “hemi” foi atribuída pelos primeiros 

investigadores por acreditarem que as hemiceluloses eram celuloses parciais. Contudo, 

sabe-se que esses polissacarídeos são partes individuais e integradas da parede celular da 

planta, exibindo função estrutural. Grande parte dos componentes hemicelulósicos estão 

presentes na parede celular primária. Eles são constituídos de longas cadeias, geralmente 

ramificadas, contendo diferentes tipos de açúcares e abarcam heteromananas, mananas, 

xilanas e heteroxilanas. Classes de hemicelulose são nomeadas de acordo com a unidade 

de açúcar principal contida no esqueleto carbônico (Figura 6), podendo ser identificados 

Figura 5. Ilustração esquemática da estrutura da celulose (Huang, Yao-Bing fu 2013). 
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polímeros de pentoses contendo em sua estrutura xilose e arabinose, ou polímeros de 

hexoses contendo açúcares como as manoses, glicoses e galactoses. Enquanto em 

gimnospermas, a hemicelulose predominante é a galactoglicomanana, nas angiospermas 

a hemicelulose mais abundante é parcialmente acetilada (acetilglucoronoxilanas). Com 

exceção de algumas hemiceluloses encontradas em angiospermas, a maioria desses 

polissacarídeos heterogêneos são pequenas moléculas contendo até 200 resíduos de 

monossacarídeos (Moreira e Filho 2008; Whistler 2012; Pauly et al. 2013). 

 

 
Figura 6. Estrutura dos principais componentes hemicelulósicos encontrados em plantas. As cadeias 
hemicelulósicas esquematizadas podem conter em sua estrutura resíduos de glicose, manose, xilose, 
arabinose e galactose (Obembe et al. 2006). 

 

Diferente da celulose, todos os tipos de hemicelulose de manana são sintetizados 

no complexo de Golgi com a ação de pelo menos duas enzimas: a manana sintase (que 

adiciona GDP-manose a cadeia de manana e a galactosiltransferase (que adiciona o 

nucleotídeo açúcar UDP-galactose a estrutura da manana). Uma vez que os 

polissacarídeos da matriz celular são secretados na parede, eles associam-se às 

microfibrilas de celulose, formando uma rede com interações físico-químicas espontâneas 

(Pauly et al. 2013). Dhugga et al. (2014) descobriram a primeira manana sintase, membro 

da família da celulose sintase tipo A. A relação filogenética entre manana sintase e 

celulose sintase fornecem evidências bioquímicas que a enzima responsável por sintetizar 

manana se diferenciou para produção de polissacarídeos de reserva da parede celular 

(Dhugga et al. 2004). 
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PECTINA 

 

Os polissacarídeos pécticos estão entre os mais complexos da parede celular 

vegetal. Compostos por 17 tipos de diferentes monossacarídeos, essas macromoléculas 

podem conter mais de 20 ligações incomuns. Denominados como complexos coloidais 

de polissacarídeos ácidos, as pectinas são constituídas por resíduos de ácido galacturônico 

unidos por ligações do tipo α-(1,4), nas quais podem conter ramificações parcialmente 

esterificadas por grupos metil éster ou neutralizadas por uma ou mais bases. Geralmente, 

a porcentagem dos componentes pécticos nas paredes celulares primárias de 

eudicotiledôneas (~35%) é maior do que em monocotiledôneas como as gramíneas (2-

10%). Contudo, quando analisamos a composição química da parede celular de algumas 

frutas e vegetais, o teor de pectina pode ser substancialmente maior (Voragen et al. 2009).  

As substâncias pécticas são macromoléculas de alto peso molecular podendo 

atingir um tamanho de até 360 kDa. As características químicas das pectinas podem 

influenciar em inúmeras propriedades da parece celular como porosidade, carga de 

superfície, pH e balanço de íons. Dentre suas funções, as pectinas são responsáveis pela 

adesão das células (uma vez que esses polissacarídeos são uns dos maiores componentes 

da lamela média), fornecem suporte estrutural aos tecidos da parede celular primária, 

influenciam nas respostas de defesa da planta (eles acumulam fitoalexinas, compostos 

químicos com propriedades anti-microbianas), como também é um polímero de 

hidratação, afetando as propriedades viscoelásticas da parede celular (Voragen et al. 

2009; Uenojo and Pastore 2007; Atmodjo, Hao e Mohnen 2013). 

Do mesmo modo que as hemiceluloses, as pectinas são sintetizadas no complexo 

de Golgi. Contudo, devido à complexidade dos polissacarídeos pécticos, são pressupostos 

que mais de 65 atividades enzimáticas estejam envolvidas para a síntese dessas 

macromoléculas. UDP-ácido galacturônico, GDP-ramnose, UDP-arabinose, UDP-xilose, 

UDP-glicose, UDP-galactose, GDP-fucose e GDP-manose, são os nucleotídeos-açúcares 

envolvidos na síntese desses polissacarídeos (Anderson 2015). Recentemente, o 

Knockdown do gene Galacturonosiltransferase-4 pertencente à família dos genes 

responsáveis pela codificação de enzimas que sintetizam polissacarídeos pécticos, 

mostram que a redução da expressão da homogalacturonana e da ramnogalacturonana II 

está diretamente relacionada com a diminuição da recalcitrância da parede celular e com 

uma maior facilidade de acesso à celulose (Li et al. 2019). 

Com base na composição de monossacarídeos e nas análises da ligação de 
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polissacarídeos pécticos solubilizados e purificados, esses açúcares são agrupados em três 

domínios (Figura 7): homogalacturonana, ramnogalacturonana I e ramnogalacturonana 

II, nos quais esses domínios estão covalentemente ligados um ao outro na parede celular 

vegetal. 

 

 

Figura 7. Ilustração esquemática dos principais polissacarídeos pécticos (Canteri et al. 2011). 

 

Homogalacturonanas são compostas por cadeias lineares de resíduos de ácido 

galacturônico, representando os polissacarídeos pécticos mais abundantes da parede 

celular e correspondendo a cerca de 60% do total das pectinas. A estrutura de 

homogalacturonanas pode conter radicais metil esterificados nos grupos carboxilas do 

carbono 6 dos resíduos de D-galactorunil e O-acetilações no carbono 2 e 3. A metil-

esterificação juntamente com sua distribuição interfere nas propriedades físicas da 

pectina. Por exemplo, mais de 10 resíduos de ácidos galacturônico não esterificados 

podem interagir com Ca2+ formando géis estáveis com outras moléculas de pectina 

(Caffall e Mohnen 2009). Um componente que pode ser encontrado como substituinte 

lateral desse domínio, mas pouco relatado na literatura, é a xilogalactorunona, encontrado 

Homogalactunonana 

Ramnogalactunonana II 

Ramnogalactunonana I 

Representação convencional 

Representação da estrutura pectínea da planta 
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especificamente em órgão reprodutivos das plantas, como frutas e sementes (Vincken et 

al. 2003). 

Ramnogalacturonanas I representam em torno de 20-35% dos componentes 

pécticos da parede celular. Sua estrutura química é formada por resíduos alternados de 

ácido galacturônico e ramnose, no qual O-acetilações nos carbonos 2 e 3 podem ser 

encontradas nos resíduos de D-galacturonil e oligossacarídeos podem substituir resíduos 

de ramnose em O4 (Atmodjo, Hao e Mohnen 2013). Ramnogalacturonana II constitui 

uma pequena fração dos polissacarídeos pectíneos, compondo apenas 10% da pectina. A 

conservação do esqueleto carbônico desse domínio, na maior parte das espécies vegetais, 

tem evidenciado a complexidade de sua estrutura, em que as cadeias de 

homogalacturonana integram até doze tipos diferentes de açúcares como, apiose, ácido 

acérico, ácido 3-deoxi-lixo-2-heptulosárico, dentre outros (Canteri et al. 2011) 

 

LIGNINA 

 

A lignina é o terceiro maior componente da biomassa lignocelulósica. Sua 

deposição ocorre principalmente durante o espessamento da parede celular secundária, 

podendo transcorrer de forma natural, evento programado pela célula, ou de forma 

induzível, em consequência de condições de estresses bióticos ou abióticos. A estrutura 

complexa da lignina está relacionada com a presença de seus constituintes básicos que 

formam redes amorfas tridimensionais de alto peso molecular, conferindo à planta 

resistência mecânica, suporte estrutural (aumentando a recalcitrância da parede) e 

natureza hidrofóbica. (Vanholme et al. 2010; Ponnuasamy et al. 2019). Sintetizada por 

uma grande quantidade de plantas e algumas espécies de algas, o conteúdo de lignina 

pode variar de 24-33% em gimnospermas, 19-28% em angiospermas de zonas temperadas 

e 26-35% em angiospermas de zonas tropicais (Dence e Lin 1992).  

A estrutura da lignina é formada pela polimerização de unidades fenólicas, 

monolignóis, de álcoois coniferil, sinapil e p-coumaril (Figura 8). Uma vez incorporado 

no polímero da lignina três tipos de compostos são formados: p-hidroxilfenil, guaiacil e 

siringil. Dependendo do tipo de planta, a proporção desses monolignóis pode variar. A 

lignina de gimnosperma é composta por quase exclusivamente unidades de guaiacil. Em 

contrapartida, nas angiospermas monolignóis de siringil e guaiacil são preponderantes, 

apresentando porcentagens de 45-75% e 25-50%, respectivamente. Nas 

monocotiledôneas, os três tipos de álcoois podem ser encontrados (Vanholme et al. 2010; 
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Rodríguez 2016). 

 

 

Figura 8. Precursores da lignina. a) Álcool p- coumarílico; b) Álcool coniferílico; c) Álcool sinapílico  
(Doherty, Mousavioun e Fellows 2011). 

 

DEGRADAÇÃO DA BIOMASSA LIGNOCELULÓSICA POR FUNGUS  

 

Durante o crescimento em biótopos naturais, os fungos são defrontados com uma 

complexidade de fontes de carbono, que induzem a expressão de genes necessários para 

degradação extracelular de polissacarídeos e subsequente conversão metabólica 

intracelular dos resíduos de açúcares (Mäkelä et al. 2018). A secreção de proteínas por 

fungos filamentosos ocorre principalmente por meio da região apical da hifa fúngica, mas 

da mesma forma há indícios que as regiões sub-apicais desempenham a mesma função 

(Figura 9). Uma característica da indução de proteínas é que ela está profundamente 

associada ao crescimento de fungo. Níveis reduzidos de crescimento estão relacionados 

com o aumento na quantidade de produção de proteínas extracelulares, dado que a 

escassez de nutrientes induzirá a secreção de enzimas como uma forma de obter produtos 

metabolizáveis (Nevalainen e Peterson 2014). 

A expressão de genes que codificam enzimas envolvidas na degradação de 

celulose, heteroxilanas e heteromananas é regulada pela ativação de fatores 

transcricionais. Esses fatores são ativados pela hidrólise de pequenas porções dos 

substratos por enzimas constitutivas. Uma vez ativados, os reguladores agem de maneira 

coordenada para expressarem enzimas apropriadas ao longo do tempo. Estudos acerca da 

degradação da biomassa lignocelulósica, por fungos, mostram que durante o crescimento 
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desses microrganismos em culturas contendo resíduos agroindustriais, há preferências por 

determinados tipos de açúcares ao longo do crescimento (Benocci et al. 2017). Souza et 

al. (2013) mostraram que quando Aspergillus niger é cultivado em meio contendo bagaço 

de cana de açúcar, a glicose é o primeiro açúcar assimilado. Seguidamente, a xilose e 

arabinose são utilizadas.  

 

 

Figura 9. Modelo de secreção das enzimas celulolíticas por fungos filamentosos (Nevalainen e 
Peterson 2014). 

 

As enzimas responsáveis por degradarem a biomassa lignocelulósica são 

agrupadas dentro de várias famílias, classificadas com base na similaridade de suas 

sequências de aminoácidos pela plataforma de enzimas ativas por carboidratos (CAZY). 

As principais famílias do CAZY envolvidas na degradação das estruturas lignocelulósicas 

são as Glicosil hidrolases (GHs), Polissacarídeo liases (PLs), Carboidratos esterases 

(CEs) e as famílias de Atividades auxiliares (AA). Dentro dessas famílias é encontrada 

uma diversidade de enzimas necessárias, provenientes de fungos, para a degradação 

completa de polissacarídeos da parede celular. Dentre elas podem ser citadas, as celulases 

(endoglicanases, celobiohidrolases), pectinases (endopoligalacturonases, 

exopoligalacturonases, protopectinases, pectinas esterases), xilanases (endoxilanases, 

exoxilanases, α-L-arabinofuranosidase), mananases (endomananases, exomananases, α-

galactosidases) e ligninases (enzimas oxidativas) (Shallom e Shoham 2003). 

Devido à complexidade da hemicelulose, a ação combinada de um arsenal 

enzimático é necessária para sua completa degradação. As enzimas que degradam as 

mananas são glicosil hidrolases e carboidrato esterases. Com relação ao seu modo de ação 
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podem ser descritos dois tipos de enzimas: as endo-hidrolases que clivam ligações 

glicosídicas localizadas no interior da molécula e as exo-hidrolases responsáveis por 

romperem ligações glicosídicas terminais não redutores (Moreira e Filho 2008). 

A maioria das enzimas envolvidas na hidrólise das mananas lineares são β-

mananases e β-manosidases (Figura 10). As β-mananases clivam aleatoriamente ligações 

glicosídicas internas da cadeia principal da manana, liberando oligossacarídeos como 

produtos finais e produzindo novas cadeias com extremidades não redutoras. Esses 

oligossacarídeos são degradados à manose ou manobiose por enzimas denominadas β-

manosidases. Essas são exo-hidrolases que atacam extremidades não redutoras dos 

oligossacarídeos. Componentes adicionais da estrutura, como a glicose, galactose e 

grupos acetil encontrados em glicomananas e galactoglicomananas são removidos por β-

glicosidases, α-galactosidases e acetil manana esterase, respectivamente (Moreira e Filho 

2008).  

β-mananases pertencem às famílias 5, 26, 45, 113 e 134 de GHs (CAZY). O 

aumento do conhecimento da estrutura proteica dessas enzimas permitiu uma unidade de 

classificação maior (clã) que pudesse agrupar duas ou mais famílias que apresentassem a 

mesma dobra tridimensional para o seu módulo catalítico (Macgregor 2005). Com 

exceção da família 134 de GHs (devido à ausência de informações sobre a estrutura 

proteica dessas enzimas), as demais famílias pertencem ao clã A de GHs e contêm um 

enovelamento do domínio catalítico do tipo de barril (β/α)8 (Chauhan e Gupta 2017). 

Além do mais, a maioria dessas enzimas são modulares. Acredita-se que o módulo de 

ligação a carboidrato (CBM) aumente a atividade enzimática, pois eles auxiliam o 

domínio catalítico a se ligarem ao substrato (Macgregor 2005). 
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Figura 10. Hidrólise enzimática de manana (Chauhan et al. 2012). 

 

As mananases microbianas são principalmente enzimas extracelulares, cuja 

produção é grandemente influenciada por fatores nutricionais e fisioquímicos, tais como 

tempo de incubação, temperatura, pH, fontes de nitrogênio e carbono, agitação e 

concentração de oxigênio (Moreira e Filho 2008). Essas enzimas catalisam importantes 

reações metabólicas, como a degradação de matérias vegetais em decomposição para fins 

nutricionais juntamente com as β-manosidases (Chauhan e Gupta 2017), portanto 

constituem ferramentas biotecnológicas potencias para a indústria. 

Dada a propriedade de atuar em uma ampla faixa de pH e temperatura, as 

mananases podem ser utilizadas em diferentes processos biotecnológicos (Chauhan et al. 

2012). Recentemente, mananases têm sido utilizadas para a produção de mano-

oligossacarídeos que são empregados como prébioticos aumentando o conteúdo 

probiótico fecal. Ademais, o emprego de mananases em ração de animais contribui para 

melhorar a digestibilidade dos alimentos, aumentando a absorção de nutrientes. A 

redução da viscosidade do extrato do café, o branqueamento de polpas de celulose para 

obtenção do papel e a remoção de manchas presentes em roupas devido à ligação de 

polissacarídeos a partículas sólidas são uma das várias aplicações de β-mananases (Soni 

et al. 2017) 
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O GÊNERO CLONOSTACHYS 

 

Clonostachys é um fungo pertencente à ordem Hypocreales, família 

Bionectriaceae e filo Ascomycota. Caracterizado como um organismo cosmopolita, 

Clonostachys pode estar presente naturalmente no solo, em associação com plantas ou 

parasitando outros microrganismos. Esse gênero de fungo já foi relatado em matas, 

campos, florestas, água-doce e solos litorâneos com temperatura de crescimento variando 

entre 18-30 ºC. A maioria das espécies descritas no gênero é caracterizada pela formação 

de colônias com coloração alaranjada (fase assexuada). Os conídios, produzidos por 

conidióforos penicilados arranjados em cadeia, são hialinos, unicelulares e assimétricos 

(Saraiva, M, e Borges 2014; Schroers et al. 1999) 

Anteriormente Clonostachys era classificado como anamorfo do gênero 

Bionectria (fase sexuada do fungo encontrado em casca de árvores em estado de 

decomposição com formação de peritécios laranja ou marrom). Mas com o fim da 

nomenclatura dupla para fungos, a designação anamorfo e teleomorfo entra em desuso 

(Wingfield et al. 2012). O Código internacional de nomenclatura de algas, plantas e 

fungos, propõem a utilização de Clonostachys para holomorfos (designação adotada para 

a descrição morfológica de todas as formas associadas ao ciclo de vida do fungo), visto 

que a espécie Clonostachys rosea é a mais bem definida, atualmente, e utilizada para 

diversos estudos biológicos (Moreira 2016) 

Estudos acerca das diversidades de espécies do gênero mostram que mais de 40 

cepas de Clonostachys sp. foram encontradas em diferentes ambientes dentro do Brasil. 

Dentre as espécies estudadas C. rosea é a mais conhecida devido a sua característica de 

atuar como agente de controle biológico (Moreira 2016), no qual esses microrganismos 

podem parasitar, conídios, escleródios e hifas de outros fungos. Além disso, esses fungos 

podem parasitar nematoides e também são considerados como entomopatogênicos, 

podendo parasitar insetos. O sucesso obtido pela utilização de C. rosea no controle de 

Botrytis cinerea tem estimulado a busca por novos isolados mostrando que algumas 

espécies endofíticas estão envolvidas no crescimento e desenvolvimento de algumas 

plantas. Em vista destas características, a comercialização de alguns produtos à base 

desses fungos tem crescido tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos, registrados como 

Clonosnat e Endofine, respectivamente (Saraiva, M e Borges 2014). 

Apesar da eficiência de Clonostachys como agente de controle biológico em 

vários organismos, contribuindo para uma agricultura economicamente estável e 
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ecologicamente sustentável, a produção de GHs por estes micro-organismos ainda é 

pouco relatada na literatura. Sabe-se que algumas enzimas como proteases, glicanases e 

quitinases são produzidas por este fungo no processo de interação biológica entre espécies 

para a degradação de componentes da parede celular (Chatterton e Punja 2009). O 

sequenciamento de diferentes amostras de C. rosea e os estudos de comparações 

genômicas entre as diferentes espécies do gênero Clonostachys feito por Broberg et al. 

(2020), mostraram a presença de diversas enzimas como GHs, AAs e PLs; No entanto, a 

investigação sobre o uso de materiais lignocelulósicos para a indução de enzimas 

hemicelulolíticas por C. byssicola ainda é uma abordagem promissora para futuros 

estudos de aplicações biotecnológicas. 

 

CASCA DE SOJA 

 

A soja é uma planta pertencente à classe dicotiledônea, família Fabaceae e 

gênero Glycine e atualmente está entre as plantas mais cultivadas no mundo, com uma 

produção anual de 337,289 milhões de toneladas do grão. O Brasil é o maior produtor 

mundial de soja com uma área de 38.5 milhões de hectares cultivado na safra de 

2019/2020, e totalizando uma produção de 35,9 milhões de toneladas CONAB, 2021 

(https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos/boletim-da-safra-de-graos).  

A casca de soja é um subproduto da extração do óleo de soja e constitui em torno 

de 8% de todo o grão (Johnson, White e Galloway 2008). Estima-se que por cada tonelada 

de soja processada são obtidos cerca de 2% de resíduos na forma casca de soja. A casca 

é constituída por uma fina camada que reveste o grão, denominada tegumento, apresenta 

alto valor nutricional, pois possui fornecimento energético comparável ao do milho e uma 

considerável digestibilidade de suas fibras. Por outro lado, em consequência da pequena 

porcentagem de lignina, a casca de soja é uma fonte alternativa para a produção de 

açúcares fermentescíveis (Rojas 2012). 

A avaliação da composição química da casca de soja como resíduo para 

diferentes autores (tabela 1), mostra que esses valores podem variar de forma 

significativa, pois não há um padrão na moagem das indústrias de soja (Rojas 2012). 

 

 



46 
 

 

Tabela 1. Composição química da casca do grão de soja. 

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referências 

38,4 10,2 2,8 Mielenz et al., 2009 

39,7 25,5 9,1 Cassales et al., 2011 

35,8 23,1 9,1 Rojas et al, 2014 

28,6 20,0 13,1 Qing et al., 2017 

39,0 24,0 12,0 Cortivo et al., 2018 

 

As características químicas e o padrão de fermentação ruminal da casca de soja 

classificam este resíduo como fibras facilmente digestíveis, responsáveis por manter a 

quantidade de energia e o teor de fibras da dieta (Silva et al. 2004). Em razão dessas 

propriedades a casca de soja tem ganho uma considerável atenção na alimentação de 

ruminantes e suínos, essencialmente onde a escassez de forragem limita a produtividade 

desses animais. Contudo, vários trabalhos têm mostrado o potencial da casca de soja para 

indução de enzimas hidrolíticas (Mielenz et al. 2009) 

 

OBJETIVO 

 

Caracterizar bioquimicamente as mananases presente no extrato bruto 

concentrado de Clonostachys byssicola cultivado em casca do grão de soja para revelar 

suas potencialidades biotecnológicas. 

 

MATERIAIS 

 

MICRORGANISMO 

 

C. byssicola foi obtido por meio de amostras de solo, coletadas em uma fazenda 

no entorno do Distrito Federal em área de cerrado preservada. Foi feita a identificação 

molecular pela Dra. Rosane Mansan Almeida, do Laboratório de Microbiologia sob a 

supervisão do Prof. Dr. Robert Neil Gerard Miller. Este fungo faz parte da micoteca do 

Laboratório de Enzimologia da Universidade de Brasília, UnB. A autorização de acesso 

e de remessa de amostra de componente do patrimônio genético é de nº 010237/2015-1. 
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A micoteca também foi depositada no banco de microrganismos para controle de 

patógenos e plantas daninhas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(Embrapa). A micoteca do laboratório de Enzimologia é também registrada no Centro 

Mundial de Dados para Micro-organismos (WDCM), sob o código MCPPW 1128. 

 

SUBSTRATOS 

 

Os seguintes substratos foram utilizados nos ensaios enzimáticos de mananase, 

xilanase, carboximetilcelulase (CMCase) e pectinase, respectivamente: manana 1% 

(galactomanana – locust bean), xilana 1% (oat spelt xylan), carboximetil-celulose 4% 

(CMC), pectina 1% (citrus fruit), adquiridos da Sigma – Aldrich (St. Louis, MO. USA). 

 

METODOLOGIA 

 

CULTIVO DO FUNGO 

 

C. byssicola foi cultivado em placas de Petri contendo meio ágar batata dextrose 

(BDA) com 10% de batata, 1% de dextrose e 2% de ágar e mantido em temperatura 

ambiente até a esporulação. 

 

EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO NA INDUÇÃO DE MANANASES 

 

A casca de soja da espécie Glicine Max utilizada como fonte de carbono nas 

culturas foi obtida da fazenda tropical em Cabeceiras, GO. A casca foi submetica a 

diferentes pré-tratamentos antes de utilizá-la como fonte de carbono nas culturas do 

fungo, como descrito nas condições abaixo: 

 

CONDIÇÃO 1 (PRÉ-TRATAMENTO EM AUTOCLAVE): 

 

Uma quantidade de 100 g da casca de soja foi autoclavado em erlenmeyer 

contendo 2 litros de água destilada a 121ºC por 2 h. Em seguida, a casca de soja foi lavada 

em água corrente e colocada para secar em estufa a 60 ºC por 36 h. Após esse 

procedimento, a casca de soja foi triturada em moinho de bancada, embalada em saco 
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plástico e armazenada em caixa de isopor à temperatura ambiente. A casca de soja pré-

tratada, posteriormente foi utilizada como fonte de carbono para o cultivo do fungo em 

meio mínimo suplementado. 

 

CONDIÇÃO 2 (PRÉ-TRATAMENTO COM ÁGUA QUENTE): 

 

A casca de soja moída foi incubada com água destilada, em cilindro de aço 

inoxidável vedável de volume interno de 300 mL na concentração de 1%, temperaturas 

variáveis (140, 160 e 230 ºC) e tempos de incubação de 5 a 30 min. Os cilindros vedados 

contendo a biomassa e água foram aquecidos em um banho de areia fluidizado Tecam 

SBL-2 (Cole Parmer; Vernom Hills, IL, EUA) capaz de atingir altas temperaturas. Após 

a incubação, os cilindros foram resfriados em água gelada por 5 min. A fração líquida foi 

separada do sedimento por filtração a vácuo utilizando funil Büchner e papel filtro 

(whatman nº 1). A fração líquida, chamada de licor, foi centrifugada por duas vezes por 

10 min a 5000 rpm e armazenada a -20 ºC até ser utilizada para o cultivo. Todos os pré-

tratamentos foram feitos em triplicata. Os licores obtidos após os pré-tratamentos da casca 

de soja foram utilizados como meio de cultura para o crescimento de Clonostachys 

byssicola e produção de enzimas. Os licores foram utilizados, sem modificações. 

 

CULTIVOS EM FRASCOS ERLENMEYER 

 

Para a contagem de esporos em câmara de Neubauer, os esporos foram raspados 

das placas de Petri e com o auxílio de uma lâmina microscópica foram transferidos para 

50 mL de solução salina (0,9% de NaCl e 1 mL de Tween 80 a 1%). Após a contagem, 

alíquotas da suspensão de esporos contendo 107 esporos por mL foram inoculadas no 

meio suplementar (correspondendo a 1% do volume do meio). O cultivo foi realizado em 

quadruplicata biológica a 28 ºC sob agitação (120 rpm) por sete dias em frascos 

erlenmeyer de 2 litro, contendo 500 mL de meio. Após o cultivo, o meio foi filtrado à 

vácuo em funil de Büchener com papel filtro Whatman nº 5. O material filtrado, 

denominado extrato bruto, e contendo enzimas secretadas pelo fungo, foi coletado (com 

adição de azida sódica na concentração de 0,02%) e armazenado em câmara fria (4ºC). 
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MEIO DE CULTURA 

 

A fim de avaliar a influência de diferentes meios de cultura na produção de 

mananases foram testados três meios distintos: Meio Mínimo suplementado, meio de 

Mandels & Weber e meio Elementos Traços (TLE); os componentes desses meios estão 

resumidos nas tabelas 2, 3 e 4 respectivamente. Os dados de atividades enzimáticas 

obtidos nas culturas foram analisados pelo o método de análise de variância (ANOVA) 

utilizando o programa Past3 (Palaeontological Statistics, software estatístico 

desenvolvido por Oyvind Hammer, da Universidade de Oslo, Noruega) para verificar se 

existem diferenças significativas entre as medias e se as composições dos meios exercem 

influencias na atividade registrada. 

 

Tabela 2. Composição do meio mínimo suplementado. 

 
Componente 

 
Concentração (g.L-1) 

 

K2HPO4 

 

2,0 

 

KH2PO4 

 

7,0 

 

MgSO4.7H2O 

 

0,8 

 

(NH4)2SO4 

 

1,0 

 

Extrato de Levedura 

 

0,6 

 

 

 Tabela 3. Composição do meio Mandels & Weber. 

 
Componente 

 
Concentração (g.L-1) 

 
Bacto Peptona 

 
1,0 

 
Uréia 

 
0,3 

 
KH2PO4 

 
2,0 

 
(NH4)2SO4 

 
1,4 

 
MgSO4.7H2O 

 
0,3 

 
CaCl2 

 
0,3 

 
Glicose  

 
5,0 

 
Solução de elementos-traço 

 
1 mL 
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Tabela 4. Composição do meio TLE. 

 
Componente 

 
Concentração (g.L-1) 

 
KH2PO4 

 

2,0 

 
MgSO4.7H2O 

 

0,3 

 
(NH4)2SO4 

 

1,4 

 
Extrato de Levedura 

 

0,6 

 
CaCl2.H2O 

 

0,3 

 

Elementos traços 

 
FeSO4.7H2O 

 
5,0 mg/mL 

 
MnSO4.H2O 

 
1,6 mg/mL 

 
ZnSO4.7H2O 

 
1,4 mg/mL 

 
CoCl2 

 
2,0 mg/mL 

 
Tween-80 

 
1,0 mg/mL 

 
Peptona 

 
1,0 g/L 

DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA E CONCENTRAÇÃO 

PROTEÍCA 

 

 
Solução elementos traços 

 
Ácido Cítrico 

 
5,0 

 
ZnSO4.7H2O 

 
5,0 

 
Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 

 
1,0 

 
CuSO4.5H2O 

 
0,25 

 
MnSO4.4H2O 

 
0,05 

 
H3BO3 

 
0,05 

 
NaNO3 

 
0,05 
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Os extratos brutos das culturas foram concentrados utilizando o sistema de 

ultrafiltração do tipo Amicon com membranas de retenção de 30 kDa (PM 30 Milipore 

Co. Ma. EUA), pressão de 5 kg. f/cm2 e temperatura de 4º C. Foram realizados 

microensaios em triplicata para a determinação das atividades enzimáticas de mananase, 

xilanase, CMCase e pectinase. A mistura de reação, contendo 5 µL da solução enzimática 

ou extrato e 10 µL do substrato, foi incubada por 30 min a 50 ºC (Ferreira-Filho, Puls e 

Coughlan 1993 com modificações). Após o tempo de incubação, o ensaio enzimático foi 

interrompido através da adição de 30 µL de ácido 3,5-Dinitro-Salicílico (DNS) e posterior 

incubação por 10 min a 97 ºC (Miller 1959). Em seguida, 150 µL de água destilada foram 

adicionados às amostras e realizada a leitura a 540 nm no espectrofotômetro (SpectraMax 

M2, Molecular Devices Co., EUA). Para o branco da enzima, o substrato foi substituído 

por água destilada; em contrapartida, para o branco do substrato a enzima foi substituída 

por água destilada. As atividades enzimáticas foram expressas em UI/mL de solução 

enzimática, sendo UI definido como a quantidade de açúcar redutor (µmol) liberado por 

minuto. 

Para a determinação da quantidade de açúcar redutor liberado durante os ensaios 

enzimáticos, foram construídas curvas de calibração com os monossacarídeos que 

formam as cadeias principais dos polissacarídeos utilizados. Soluções estoques (2 

mg/mL) foram utilizados para cada açúcar redutor (glicose, manose, xilose e ácido 

galacturônico) variando a concentração final do açúcar redutor (0,1 mg/mL-1,4 mg/mL) 

com um volume final de 15 µL. Após a adição do açúcar redutor, água destilada e DNS, 

a mistura de reação foi incubada a 97 ºC e, subsequentemente, 150 µL de água destilada 

foram adicionados na mistura de reação para a leitura a 540 nm no espectrofotômetro. A 

determinação da quantidade de proteína foi realizada pelo método de Bradford (Bradford 

1976), utilizando o kit Protein assay (Bio-Rad Laboratories, EUA). 

 

CARACTERIZAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE MANANASES 

 

EFEITO DA TEMPERATURA E PH NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE MANANASE 

 

O efeito da temperatura na atividade de mananase foi avaliado por incubação das 

enzimas no extrato bruto em um intervalo de temperatura de 30 a 80 ºC (Δ = 0,5º C),  por 

meio de microensaios enzimáticos. Para a determinação do efeito do pH na atividade das 

mananases, a manana 1% foi tamponada com tampão universal a 50 mM (glicina, fosfato 
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e citrato) em uma ampla faixa de pH (3,5-9,0); em seguida foram realizados microensaios 

enzimáticos. Para o preparo do tampão, cada solução é feita separadamente a 1 M. E 

posteriormente são misturadas iguais proporções na molaridade referida, ajustando o pH 

com HCl ou NaCl. 

A fim de avaliar a estabilidade térmica das mananases, as amostras foram 

incubadas em tubos de 2 mL, na ausência de substrato, em diferentes temperaturas (40, 

50 e 55 ºC). A posteriori, foram retiradas alíquotas e determinada a meia vida de 

mananase, por microensaios enzimáticos realizados em triplicatas. 

 

EFEITO DE ÍONS METÁLICOS E EDTA NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DAS MANANASES 

 

A influência dos íons metálicos e EDTA na atividade das mananases foi avaliada 

pela pré-incubação das amostras enzimáticas por 20 min (temperatura ambiente) na 

presença de diversos compostos em concentrações finais de 1 e 10 mM. Os sais utilizados 

para o ensaio foram: AgNO3, CaCl2, CoCl2, CuSo, 4FeCl3, FeSO4, KCl, MgCl2, MgSO4 

e ZnSO4. Como controle, os reagentes foram substituídos por água destilada. 

 

EFEITO DE COMPOSTOS FENÓLICOS NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE MANANASES 

 

O efeito dos compostos fenólicos foi realizado utilizando os seguintes reagentes: 

vanilina e ácido tânico (dissolvidos em água); ácido 4-hidroxibenzóico, ácido ferúlico, 

ácido p-coumárico e ácido cinâmico (dissolvidos em etanol). As amostras enzimáticas 

contendo atividade de mananase foram pré-incubadas com os compostos fenólicos na 

concentração de 1 mg/mL, em temperatura ambiente, por 20 min. Em seguida foram 

realizados microensaios enzimáticos para a determinação de atividade enzimática. Como 

controle, os reagentes foram substituídos por água ou etanol 50%. Os ensaios foram 

realizados em triplicata. 
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RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

OTIMIZAÇÃO DOS PROCESSOS FERMENTATIVOS PARA A PRODUÇÃO DE 

MANANASES 

 

O potencial de C. byssicola em produzir enzimas hemicelulolíticas em vários 

tipos de resíduos agrícolas foi demonstrado por Rocha et al. (2017), nos quais foram 

utilizadas seis fontes de carbono (casca de maracujá, casca de soja, casca de laranja, 

piolho de algodão, engaço de bananeira, e bagaço de cana de açúcar). As maiores 

atividades de mananase foram obtidas em meios contendo casca de soja e bagaço de cana 

de açúcar. Em continuidade com o estudo do perfil da secreção enzimática de C. byssicola 

em meio suplementado com casca de soja como fonte de carbono, Sciuto (2017) mostrou 

que no sétimo dia de cultivo o fungo apresentou maior atividade enzimática de mananase. 

Sabido da potencialidade do fungo em secretar uma diversidade de enzimas 

hemicelulósicas quando crescido em meio contendo casca de soja, foi decidido avaliar a 

indução de enzimas mananases por meio de duas abordagens distintas de pré-tratamento 

hidrotérmico. A primeira metodologia aplicada (condição 1, Figura 11) é considerada 

como pré-tratamento brando para diminuir a recalcitrância do substrato lignocelulósico 

pois a temperatura máxima utilizada durante a autoclavagem do material é de 120mºC.  

Neste tipo de pré-tratamento espera-se apenas uma biomassa mais susceptível a hidrólise 

enzimática, pois há um afrouxamento do material lignocelulósico. Já na segunda condição 

(Figura 12), foi utilizada um pré-tratamento denominado Liquid Hot Water (pré-

tratamento com água quente) caracterizado por solubilizar grande parte da hemicelulose 

sob altas temperaturas que variam entre 140 a 240 ºC, gerando licores ricos em 

componentes hemicelulósicos (Li et al. 2017a; Silva et al 2019). 
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Figura 11. Indução de enzimas secretadas por Clonostachys byssicola na condição 1 do pré-
tratamento.  Anova one way p=3,005e-07. Nessa abordagem a casca do grão de soja foi submetido ao 
pré-tratamento hidrotérmico durante o tempo de 2 horas sob 120 ºC em autoclave 

 

 

Figura 12. Indução de enzimas secretadas por Clonostachys byssicola na condição 2 do pré-
tratamento. Nessa abordagem A casca de soja moída foi incubada com água destilada em cilindro de 
aço inoxidável vedável de volume interno de 300 mL na concentração de 1%, temperaturas variáveis 
(140, 160 e 230 ºC) e tempos de incubação de 5 a 30 min. O Licor resultante do pré-tratamento foi 
utilizado para o crescimento do fungo. 

                        

Quando observamos os resultados obtidos por ambas as condições podemos 

perceber que o pré-tratamento com água quente (condição 2) não induz nenhuma 

atividade enzimática em nenhuma condição testada. Os valores obtidos (Figura 12) são 
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menores que 0,1 UI/mL, em contrapartida, na condição 1 e mais branda de pré-tratamento, 

atividades de mananase, CMCase, Xilanase e pectinase foram observadas (Figura 11), 

refletindo a composição da casca do grão se soja. Apesar do pré-tratamento com água 

quente ser descrito por vários pesquisadores, o estabelecimento de condições ideais para 

todos os tipos de resíduos lignocelulósicos ainda é um obstáculo a ser contornado. Em 

2019 Silva et al.,  mostraram por meio de estudos de pré-tratamento com água quente que 

o licor gerado pelo tratamento do bagaço de cana é capaz de induzir enzimas que 

degradam componentes hemicelulósicos presentes no licor nas temperaturas entre 160 ºC 

a 180 ºC e nos tempos de 15 a 30 min. No entanto, por se tratar de resíduos diferentes, 

provavelmente seriam necessários estudos mais aprofundados para que se possa 

estabelecer as condições ideais que permitam a solubilização dos componentes 

hemicelulósicos da casca do grão de soja sem produzir componentes que inativem a 

atividade enzimática. 

A partir dos resultados apresentados nas figuras 11 e 12, a condição 1 de pré-

tratamento foi escolhida para prosseguir com os estudos de caracterização das mananases 

produzidas por Clonostachys. Apesar de se tratar de um pré-tratamento que não solubiliza 

a estrutura hemicelulósica da biomassa, tem-se nesta metodologia a redução da formação 

de potenciais inibidores. Em continuidade com o processo de otimização da indução de 

mananases, três meios distintos contendo casca de soja como fonte de carbono foram 

avaliadas (Figura 13). A observação do gráfico mostra que C. byssicola produziu maiores 

níveis de mananase quando crescido em meio líquido mínimo suplementado, com p<0,05 

mostrando a diferença entre os grupos analisados. Por outro lado, níveis reduzidos de 

atividade foram observados em meio TLE e MW, não havendo diferenças significativas 

entre eles. 
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Figura 13. Produção de mananases por Clonostachys byssicola cultivado em diferentes meios de 
cultivo. legenda: M.W (meio mandels & weber); TLE (meio elementos traços); MM (meio mínimo 
suplementado) Anova one way p=1,9777e-07. 

 

Em conformidade com os resultados acima, os estudos prosseguiram com a 

utilização do MM para a produção de mananases. Seguidamente, foi feito o cultivo de C. 

byssicola durante o período de sete dias produzindo mananases com atividade de 0,43 

UI/mL. Estes resultados corroboram com pesquisas realizadas por Corrêa (2016), em que 

a hidrólise da casca de soja realizada por Aspergilus terréus induziu a produção de 

mananases. Nesse estudo a atividade de mananase alcançou o seu valor máximo no 

terceiro dia de cultivo (0,5 UI/mL). Ademais, Marco et al. (2015), demonstrou que o 

cultivo do fungo A. foetidus em meio submerso contendo casca de soja como fonte de 

carbono, apresentou maior atividade de mananase (0,94 UI/mL) em relação ao resíduos 

da colheita de soja (atividade inferior a 0,1 UI/mL). 

A conversão microbiana da casca de soja em açúcares fermentescíveis ou 

oligossacarídeos ainda é pouco explorada, contudo a investigação de novas linhagens 

fúngicas e diferentes abordagens de produção enzimática tem mostrado que a composição 

química da casca de soja é responsável por induzir um expressivo arsenal enzimático; 

propriedade que pode ser observada neste trabalho. Igualmente Mäkelä e colaboradores 

(2017), analisaram o secretoma de Podospora anserina e confirmaram a presença de um 

mix de celulases, hemicelulases (com predominância de mananases), enzimas oxidativas 

(AA9) e outras enzimas. No desfecho do seu trabalho, Mäkela pode concluir que o 
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coquetel enzimático proveniente da casca de soja mostrou capacidade superior na 

liberação de açúcares redutores em relação à casca de algodão e palha de trigo pré-tratada 

com ácido. 

Além de mananases produzidas em meio submerso, Montibeller (2015), 

otimizou as condições fermentativas para a produção dessas enzimas por meio da técnica 

de fermentação no estado semi-sólido (FESS), com detecção de 30,02 UI/mL de 

atividade. A técnica é uma mistura do cultivo em meio submerso e sólido, sendo uma 

alternativa para escalonamento de processos com o emprego de biorreatores. A produção 

de outros tipos de enzimas hidrolíticas capazes de degradar a casca de soja também pode 

ser encontrada em pesquisas realizadas por outros autores (Coffman, Li e Ju (2014), Li et 

al. (2017)), mostrando a produção de altos níveis de celulases, xilanases, pectinase, α-

galactosidases e poligalacturonases. 

 

ULTRAFILTRAÇÃO  

 

A ultrafiltração é um processo que separa, seletivamente, macromoléculas com 

peso molecular de 1 a 200 kDa de solventes e solutos dissolvidos (Mistry e Maubois 

2017), na qual devido a diferença de pressão aplicada, as moléculas com massa molecular 

inferior ao corte da membrana permeiam através dos poros definidos. Em contrapartida, 

partículas maiores como as proteínas são retidas (Rodrigues et al. 2003). Após o cultivo, 

durante o período de sete dias, o extrato bruto foi submetido à ultrafiltração com uma 

membrana de celulose regenerada com um ponto de corte de 30 kDa, devido a maioria 

das mananases de fungos descritas apresentam tamanho molecular maior que esse valor. 

A atividade enzimática foi examinada nas duas frações: concentrada e ultrafiltrada. A 

maior parte da atividade de mananase (60,8 %) foi encontrada na fração concentrada 

(Figura 14, e Tabela 5), o que corrobora a efetividade do processo. Com exceção da 

xilanase, em que grande parte da atividade é notada em ambas as frações, as demais 

atividades (Mananase, CMCase e Pectinase) ficaram retidas na fração concentrada. A 

fração concentrada foi escolhida para realização dos estudos posteriores. 
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Figura 14. Perfil de holocelulases produzidas por C. byssicola após a etapa de ultrafiltração em 
membrana com ponto de corte de 30 kDa. 

 

Tabela 5. Valores de atividade de mananases obtidos após a ultrafiltração do extrato bruto de C. 
byssicola. 

Volume 

(mL) 

Amostra Atividade 

mananase 

(UI/mL) 

Atividade 

mananase 

total 

Recuperação 

da atividade 

mananase 

(%) 

1220 Extrato bruto 0,43 481,6 U.I 100 

244 Concentrado  1,2 292,8 U.I 60,8 

976 Ultrafiltrado 0,10 97,6 U.I 20,3 

 

A ultrafiltração tem sido empregada como importante ferramenta para 

concentração de enzimas com alta recuperação de atividade (60,8 % nosso caso), como 

também pode ser utilizada na clarificação de amostras. Por isso, é utilizada, na maioria 

dos estudos, como etapa inicial de purificação e tem se mostrado uma ferramenta bem 

estabelecida em muitos processos industriais (Polleto 2015). 

 

CARACTERIZAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

EFEITO DA TEMPERATURA E PH NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DAS MANANASES 

 

A influência da temperatura e pH na atividade das enzimas é fundamental para 
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muitos processos biotecnológicos (Roy et al. 2010). Os efeitos da temperatura e o pH 

sobre a atividade de mananases do extrato bruto são demostrados nas Figuras 15 e 16, 

respectivamente. A amostra de mananase do extrato bruto concentrado apresentou maior 

atividade quando incubada a 50 ºC, com diferença significativa entre as demais 

temperaturas (p>0,05 dados não mostrados), tendo uma diminuição da sua atividade em 

temperaturas maiores que 60 ºC. Mananases microbianas são ativas em diferentes 

temperaturas que variam no intervalo de 37-70 ºC (Chauhan et al. 2012). Estudos acerca 

dos efeitos da temperatura na atividade enzimática mostram que as diferenças entre as 

formas inativa e ativa se dá no sítio ativo da enzima, uma vez que a desnaturação proteica 

precede a inativação do sítio ativo  (Roy et al. 2010). 

 

 

 
Figura 15. Efeito da temperatura na atividade das mananases do extrato bruto concentrado (EBC). 

 

Quando incubada em diferentes faixas de pH, a atividade das mananases do EBC 

não mostrarm uma diferença significativa entre os pHs 3,5-4,0 e 6,5-9,0 (p>0,05). A 

análise do test Turkey’s (dados não mostrados) evidenciou que há diferenças estatísticas 

entre o pH 5,0/5,5 e 5,0/6,0, dados que corroboram com a Figura 16, no qual a atividade 

relativa de mananase alcança o valor máximo (100%) no pH 5,0 tendo uma redução da 

sua atividade em pH básico. Os resultados encontrados para mananases do EBC são 

similares às características de outras enzimas fúngicas que degradam manana (tabela 3). 

A maior atividade de mananases tem sido relatada em pH ácido para maioria dos fungos 

filamentosos e no intervalo de 50-80ºC (Tabela 6). O perfil de atividade de mananases do 

EBC produzidas por C. byssicola, demonstra que essas enzimas apresentam grande 
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potencial de aplicação nas indústrias de rações de animais e de extração de café, visto que 

são necessárias enzimas que atuem em pH ácido para a eficiente hidrólise de 

heteromananas, como também enzimas que sejam resistentes a proteases digestivas, como 

pepsina e tripsina quando são utilizadas como aditivos na ração animal (Chauhan et al. 

2012). 

 

 
Figura 16. Efeito do pH na atividade da mananase do EBC em tampão glicina, fosfato e citrato 
(p>0,05). 
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Tabela 6. Efeito do pH e temperatura na atividade de mananases descritas para diferentes fungos 

Organismo 

 

pH ótimo Temperatura 

ótima 

Peso 

molecular 

Referência 

Clonostachys byssicola 5.0 55 ºC 40-50 kDa Este trabalho 

Aspergillus fumigatus 4.5 65 ºC 60 kDa (Purchart et al. 2004) 

Aspergillus fumigatus 4.5 65 ºC 63 kDa (Purchart et al. 2004) 

Orpinomyces sp. 6.0 50 ºC 55 kDa (Ximenes et al. 2005) 

Aspergillus sulphureus 2.5 50 ºC 41.38 kDa (Chen et al. 2007) 

Bispora sp. MEY-I 1 65 ºC 46.8 kDa (Luo et al. 2009)  

Aspergillus niger 5.5 30 ºC - (Adesina, Oluboyede e 

Onilude 2013) 

Aspergillus nidulans 5.0 80 ºC 63 kDa (Lu et al. 2014) 

Penicillium oxalicum 4.0 80 ºC 61.6 kDa (Liao et al. 2014) 

Aspergillus nidulans 4.0 50 ºC - (Shimizu et al. 2015) 

Aspergillus niger 4.5 80 ºC 45 kDa (Yu et al. 2015) 

Neosartorya fischeri 4.0 80 ºC 43 kDa (Yang et al. 2015) 

Aspergillus nidulans 5.5 80 ºC 35.2 kDa (Freiesleben et al. 2016) 

Trichoderma reesei 3.5 - 45.2 kDa (Freiesleben et al. 2016) 

Aspergillus terreus 7.0 70 ºC 49 kDa (Soni et al. 2016) 

Lichtheimia ramosa 5.0 65 ºC 40 kDa (Xie et al. 2020) 

Talaromyces 

cellulolyticus 

4.5 60 ºC 55.3 kDa (Uechi et al. 2020) 

Aspergillus niger 4.0 60 ºC 47,4 kDa (Penido et al. 2020) 

Aspergillus aculeatus 4.6 60 ºC 42.1 kDa (Ma et al. 2021) 

Aspergillus niger 5.0 45 ºC 65 kDa (Wang et al. 2021) 

Aspergillus fumigatus 6.0 60 ºC 40 kDa (Gu et al. 2021a) 

 

EFEITO DE ÍONS E EDTA NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DAS MANANASES 

 

Na natureza, as enzimas que degradam a biomassa lignocelulósica estão, 

provavelmente, em contato com diversos íons metálicos. Esses íons são responsáveis por 

afetarem a atividade de enzimas no processo de degradação da biomassa (Tejirian e Xu 
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2010), como também podem impedir a ligação não produtiva entre a enzima e a lignina 

(Vasconcellos et al. 2016). As enzimas que necessitam desses componentes químicos 

adicionais (mais precisamente denominados cofatores) são ativadas ou inativadas pela 

interação, geralmente não covalente de íons inorgânicos (Jaramillo 2014). O efeito de 

íons e EDTA na atividade das mananases do EBC são demonstrados na Figura 17. A 

atividade foi inibida parcialmente (até 70-80%) pela Ag+, Ca2+ e Cu2+ na concentração 

final de 1mM. No entanto, maiores efeitos inibitórios foram observados na concentração 

de 10 mM pelos íons Fe2+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, Ag+ e o agente quelante EDTA. Os íons Mg2+ 

quase não mostraram efeito inibitório mesmo a concentrações de 10 mM. Curiosamente, 

o efeito inibitório do Ca2+ desapareceu na concentração de 10 mM (Figura 17). Dentre 

todos os íons analisados apenas o Co2+ na concentração de 10 mM foi capaz de ativar a 

mananase (aumento de 15%), no entando as análises estatísticas mostraram que o 

aumento da atividade das mananases não foi significativivo quando comparado com o 

controle e em relação a concentração de 1 mM (p>0,05). 

Como parte da caracterização de enzimas, íons metais divalentes, (Mg2+, Ca2+, 

Mn2+, Fe2+, Co2+, Ni2+ ) trivalentes, (Fe3+) e monovalentes (Na+, K+) são frequentemente 

testados para o seu efeito na atividade enzimática (Tejirian e Xu 2010). Apesar de 

mananases de C. byssicola não necessitarem de cofatores para o aumento de sua atividade, 

alguns estudos têm evidenciado o efeito ativador do íon Co2+ na concentração de 10 mM 

para diversos tipos de mananases. A tabela 7 mostra que para outros fungos esse íon atua 

como ativador de diferentes tipos de mananases, estando raramente agindo como inibidor 

dessas enzimas. No entanto, ao analisarmos a Tabela 7 podemos perceber que o íon Cu2+, 

Ag+ e Fe2+ atuam como inibidores para a maioria das enzimas apresentadas. 
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Figura 17. Efeito de íons metálico e EDTA na atividade da mananases do EBC. 

 

Tabela 7. Efeito de íons e EDTA na atividade de mananases de diversos fungos. 

[ ] mM Ativador Inibidor Referência 

1 Co2+, Fe3+ Ca2+ (Srivastava, et al., 2017). 

5 Mn2+, Zn2+ Fe3+ (Sakai et al. 2017) 

5 Cu2+,K+ - (Jana et al. 2018) 

5 K+ Ag+, Mn2+, Zn2+ (Gu et al. 2021b) 

5 Co2+, Cu2+, Fe3+ K+, Zn2+ (Xie et al. 2020) 

5 Mg2+ Fe3+, Ca2+, Mn2+ (Liu et al. 2020c) 

1 - Cu2+, Zn2+, Ca2+, Fe3+ (Penido et al. 2020) 

1 Zn2+ K+, Co2+, Mg2+ (Chen et al. 2021) 

1 Co2+, Fe3+, Zn2+ K+, Ca2+ (Karahalil et al. 2020) 

 

EFEITO DE COMPOSTOS FENÓLICOS NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DAS MANANASES 

 

Nas plantas, grande parte dos compostos fenólicos são encontrados na estrutura 

da lignina, Contudo, algumas moléculas fenólicas são produzidas pelas plantas e podem 

inibir a atividade enzimática de patógenos em concentrações que variam de µM a mM 

(Ximenes et al. 2010). Durante o pré-tratamento, a despolimerização parcial da lignina é 

responsável por liberar compostos fenólicos simples ou oligoméricos com uma estrutura 

condensada e heterogênea que pode afetar a catálise enzimática de forma mais severa do 
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que a lignina isolada não-pretratada. A formação desses compostos depende do tipo de 

matéria prima utilizada e da severidade do pré-tratamento (Kim 2018). Os resultados da 

avaliação da influência dos compostos fenólicos na atividade das mananases do EBC, 

quando incubados em uma concentração final de 1 mg/mL é apresentado na  tabela 8. Os 

resultados mostram que em todos os casos há uma diminuição da atividade enzimática 

das mananases, nos quais o ácido-p-coumário, ácido 4-hidróxi-benzóico, e o ácido 

cinânimo inibiram mais fortemente a atividade das enzimas do EBC (com uma redução 

entre 39 e 44% da atividade de mananase). 

O efeito inibitório dos compostos fenólicos na atividade enzimática ainda é um 

desafio para a utilização dos resíduos lignocelulósicos como fonte de carbono para a 

produção de enzimas. A natureza da lignina difere dependendo do tipo de biomassa e o 

conhecimento sobre o mecanismo de inibição enzimática pelas moléculas derivadas da 

lignina não tem sido totalmente esclarecido. Sabe-se que uma das formas de inibição é 

por meio de precipitação ou agregação irreversíveis das proteinas, ou pela interação de 

moléculas fenólicas com os resíduos aromáticos encontrados na estrutura proteica de 

algumas enzimas (Qin et al. 2016; Tian, Jiang e Ou 2013). 

 

Tabela 8. Efeito de compostos fenólicos na atividade de mananase. 

EBC Atividade 

Relativa (%) 

Controle 100 ± 2,7 

Vanilina 78,15273 ± 1,1 

Ácido tânico 68,66232 ± 3,6 

Ácido p-coumárico 58,2603 ± 4,1 

Ácido cinâmico 56,55707 ± 2,3 

Ácido ferúlico 80,22051 ± 2,0 

Ácido 4-hidróxi-benzóico 61,20603 ± 1,8 

 

TERMOESTABILIDADE 

 

Aliado às propriedades de pH, temperatura e da presença de componentes 

químicos, a estabilidade enzimática é outra propriedade que pode contribuir para as 
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potencialidades de uso na diversidade de processos industriais já existentes (Sharma et al. 

2019). O estudo da termoestabilidade pode auxiliar no entendimento sobre a relação entre 

a estrutura e a função das enzimas. A estabilidade enzimática por longos períodos é uma 

importante característica para a seleção de mananases (Gummadi e Panda 2003). A fim 

de avaliar a meia vida das mananases contidas no EBC, foram realizados ensaios de 

termoestabilidade cujos resultados são mostrados na Figura 18. A meia vida de uma 

enzima pode ser definida como o tempo necessário para que a atividade enzimática 

decresça à metade da sua atividade original (Griffin, et al., 1984 apud  Sciuto 2015). As 

mananases presente no extrato bruto concentrado foram incubadas em três temperaturas 

distintas: 40, 50, e 55ºC. Como esperado, a estabilidade das mananases do EBC reduziu 

com o aumento da temperatura, no qual a 40 ºC a atividade de mananases permaneceu 

estável após 96 horas de incubação, chegando próximo a metade da atividade máxima 

≈60%, no tempo de 192 horas (8 dias). Quando incubada à 50 ºC, a meia vida da enzima 

foi de apenas 3 horas. Contudo, valores menores de meia vida foram alcançados no 

momento em que o EBC foi incubado a 55ºC, exibindo apenas 20 minutos de 

termoestabilidade. 
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Figura 18. Determinação da termoestabilidade das mananases do EBC a 40, 50 e 55 ºC. 
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Um aspecto importante a ser destacado ao longo da caracterização enzimática é 

o efeito diferencial entre o valor da temperatura ótima e a temperatura com maior 

termoestabilidade. Os resultados obtidos mostram que as condições de temperatura onde 

as mananases do EBC são mais ativas não são ideais para a maior termoestabilidade como 

já foi indicado em estudos enzimáticos (Gummadi and Panda 2003). A respeito da baixa 

estabilidade enzimática Lu et al. (2013), descreveram uma relação direita entre os tempos 

menores de termoestabilidade e a ausência do substrato, o qual pode estar sugerindo um 

papel estabilizante do substrato sobre a enzima no complexo catalítico. 

Experimentos realizados por Srivastava e Kapoor (2017) mostraram que o 

aumento da termoestabilidade das enzimas pode ser explicado pela ligação de íons no 

sítio catalítico e pela presença de módulos de ligação ao carboidrato (CBMs). Visto que 

o íon cobalto é capaz de ativar as mananases de diferentes fungos, análises de 

termoestabilidade, utilizando este íon na concentração final de 10 Mm foram realizados. 

Na Figura 19, podemos observar que a inclusão do íon Co2+ no ensaio de 

termoestabilidade não modifica o padrão de diminuição da atividade no tempo, mas sim 

reduziu a meia vida pela metade, de 4h para 2h.  

 

 

Figura 19. Avaliação da termoestabilidade do EBC na presença do íon cobalto quando incubado na 
temperatura de 50 ºC. 
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CONCLUSÕES E PERPECTIVAS 

 

As características encontradas para as mananases produzidas por C. byssicola, 

são de grande importância para a realização de experimentos adicionais que visam a 

identificação e a compreensão de como essas enzimas atuam no processo de hidrólise de 

diferentes substratos. A produção de diferentes tipos de glicosil hidrolases pelo fungo, 

evidenciou a capacidade que C. byssicola tem de se adaptar em fontes de carbonos mais 

complexas, como a casca do grão de soja para a secreção de holocelulases, constituídas 

principalmente por enzimas que degradam componentes hemicelulósicos da parede 

celular vegetal. A necessidade de se explorar espécies que ainda não são bem descritas 

pela literatura é uma forma de agregar maiores interesses em fungos provenientes do 

cerrado brasileiro. Além do mais, a utilização dessas enzimas como ferramentas para 

diversos tipos de aplicações industriais é uma forma de revelar o potencial de C. byssicola 

como microrganismo promissor em processos de biorrefinaria. 

A partir dos resultados do capítulo apresentado anteriormente, podemos concluir 

que: 

1.- O cultivo de Clonostachys byssicola em meio contendo a casca de soja como 

fonte de carbono induziu a produção de diferentes enzimas holocelulolíticas, dentro das 

quais estão as mananases. 

2.- As mananases presentes no extrato bruto concentrado de C. byssicola 

possuem temperatura ótima de 55 °C e uma estabilidade térmica a 40°C que garante 60% 

da atividade inicial por mais de 96 h de incubação. Esta característica molecular as torna 

promissoras para aplicações de biorremediação industrial. 

3.- As mananases do extrato bruto concentrado de C. byssicola tem uma faixa de 

pH ótimo entre 5 e 6,5 ligeiramente superior ao resto das mananases microbianas 

descritas. 

4.- As mananases do extrato bruto concentrado de C. byssicola não requerem 

cofatores iônicos para sua atividade, como esperado, diferentes compostos fenólicos tem 

efeitos inibitórios. 

O próximo capítulo tem por objetivo estudar o potencial das enzimas do EBC na 

sacarificação de substratos lignocelulósicos e substratos comercias. Sabido das condições 

ideais de temperatura e pH para a manutenção da atividade de mananases produzidas por 

Clonostachys byssicola, abordagens contemplando as características evidenciadas neste 

capítulo serão consideradas, a fim de alcançar rendimentos máximos de hidrólise. 
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INTRODUÇÃO 

 

A parede celular vegetal tem sido definida por alguns pesquisadores como 

estrutura codificada, pois existe um conjunto de mecanismos responsáveis por estabelecer 

a arquitetura e função biológica da parede celular, resultando em uma complexidade de 

arranjos de polímeros (Buckeridge 2018). O código glicômico proposto por Buckeridge 

(2018), faz referência ao conjunto de hemiceluloses mostrando que a resistência da 

degradação desses componentes, pode estar relacionada com a interação de diferentes 

polímeros e pelo padrão de ramificações dos polissacarídeos. A recalcitrância da parede 

celular vegetal é uma barreira para a produção de tecnologias que envolvem a utilização 

de oligossacarídeos. A fim de interromper a natureza recalcitrante da parece celular da 

biomassa vegetal diversas técnicas têm sido abordadas, dentre elas podem ser citados os 

processos químicos, físicos e biológicos. A utilização de enzimas como moléculas 

biológicas para a degradação de resíduos lignocelulósicos, também denominada 

sacarificação, vem ganhando grande atenção, principalmente no emprego de enzimas 

combinadas para a formação de coquetéis enzimáticos. 

A sacarificação enzimática é uma etapa essencial para que haja a conversão dos 

polissacarídeos presentes na parede celular vegetal em oligossacarídeos fermentescíveis. 

Embora os pesquisadores tenham trabalhado por décadas para melhorar a eficiência da 

hidrólise enzimática, a utilização de enzimas produzidas por um único microrganismo 

para uma eficiente despolimerização da biomassa vegetal ainda é um desafio para a 

ciência (Sheng et al. 2021). No entanto, as vantagens de se utilizar as enzimas nesse 

processo são: a redução ou eliminação de compostos químicos, o emprego de condições 

de pré-tratamento moderados, a baixa geração de inibidores e o menor impacto ambiental 

(Zhang et al. 2019). Nesse sentido, uma das estratégias que vem desenvolvendo-se a fim 

de reduzir os custos da produção de enzimas é a utilização de resíduos agroindustriais 

como fonte de carbono, indutores de um pool de enzimas secretadas pelos 

microrganismos. Estas enzimas podem ser posteriormente utilizadas em processos de 

sacarificação enzimática com a finalidade de gerarem produtos a serem utilizados em 

diferentes processos industrias. 

Os tipos de resíduos agroindustriais utilizados, de um modo geral, refletem a 

atividade agrícola abundante em cada região. Assim como a soja, a cana de açúcar, e o 

café estão entre as maiores culturas da economia brasileira (CONAB, 2021), grande parte 

de seus resíduos gerados pelo processamento industrial são descartados ao meio ambiente 
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inadequadamente constituindo um problema ambiental de grande magnitude. A 

comprovação da rica composição em nutrientes desses materiais para o crescimento de 

microrganismos tem sugerido que umas das estratégias mais promissoras para o 

gerenciamento desses resíduos agroindustriais é sua utilização na produção de enzimas 

microbianas. A sacarificação enzimática é considerada uma via segura e ecológica, capaz 

de desencadear importantes produtos industriais como os oligossacarídeos (Barcelos et 

al. 2020).  

Os oligossarídeos hemicelulósicos abarcam uma classe de oligossacarídeos não 

digeríveis e têm sido utilizados como moléculas prebióticas. O emprego desses 

carboidratos como prebióticos, além de melhorarem o crescimento de microrganismos 

benéficos para o intestino, podem estar relacionados com a qualidade de alguns alimentos 

(Sharma et al. 2021). Visando a compreensão dos produtos de hidrólise resultantes 

durante a sacarificação dos resíduos lignocelulósicos, o extrato bruto produzido por C. 

byssicola foi utilizado com o propósito de avaliar o potencial das enzimas que degradam 

os componentes hemicelulósicos para a produção de mano-oligossacarídeos e outros 

oligossacarídeos presentes na parede celular vegetal da casca do grão da soja, bagaço de 

cana, goma de alfarroba e goma de guar. 

 

OBJETIVO 

Avaliar o potencial do extrato bruto concentrado de Clonostachys byssicola na 

sacarificação da casca do grão da soja, do bagaço de cana, da goma de alfarroba e da 

goma de guar. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar a composição química da casca do grão da soja 

 Avaliar o perfil de açúcares redutores totais produzidos em resposta às diferentes 

fontes de carbono 

 Detectar os oligossacarídeos e monossacarídeos produzidos pelos diferentes 

ensaios de sacarificação enzimática por meio da cromatografia de troca aniônica 

de alta eficiência com detecção por pulso amperométrico (do inglês High-

Performance Anion-Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric 

Detection (HPAEC-PAD).  
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METODOLOGIA 

 

ANÁLISE BROMATOLÓGICA 

 

A casca do grão da soja obtida após o pré-tratamento (condição 1) foi submetida 

à análise bromatológica de acordo com o método estabelecido pelo Laboratório Nacional 

de Energia Renovável (do inglês National Renewable Energy Laboratory, NREL). Uma 

massa de 1,5 g de material foi inserida numa trouxa de papel de filtro e transferido para 

um extrator Soxhlet. A amostra foi lavada primeiramente em água e depois com etanol 

95% durante um período de 24 h. Após a extração, a biomassa foi submetida a secagem 

em estufa 60 ºC e posteriormente foi pesada (a diferença das massas é correspondente aos 

compostos extraíveis, sendo expresso em porcentagem) (Sluiter et al. 2008a). A 

composição da biomassa também foi analisada de acordo com a metodologia 

recomendada pela NREL (Sluiter et al. 2008b), no qual a biomassa foi primeiramente 

hidrolisada com ácido sulfúrico 72 % (m/m) a 30 ºC durante 1 hora, seguido por uma 

segunda hidrólise em que o ácido foi diluído para uma concentração final de 4 % (m/m) 

e autoclavado por um período de 2 horas a 121 ºC. Posteriormente, o material foi filtrado 

obtendo-se duas frações: a parte sólida (utilizada para a quantificação de lignina ácido-

insolúvel e o teor de cinzas); a parte líquida foi utilizada para quantificação de 

carboidratos. 

 

ENSAIOS ENZIMÁTICOS COM SUBSTRATOS SINTÉTICOS 

 

As atividades de β-glicosidase, β-manosidase, β-xilosidase e β-galactosidase 

foram determinadas utilizando os substratos sintéticos 4-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo 

(pNPG), 4-nitrofenil-β-D-manopiranosídeo (pNPM), 4-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo 

(pNPX), 4-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo (pNPGal), respectivamente. Os ensaios 

foram realizados utilizando 5 µl do extrato bruto concentrado (EBC), 25 µl de substrato 

e 45 µl de tampão acetato pH 5 100mM. Os tubos foram incubados a 50 ºC por um período 

de 30 min e posteriormente a reação foi interrompida pela adição de 75 µl de carbonato 

de sódio 1M. A absorbância das amostras foi analisada a 430 nm e os valores de atividade 

enzimática calculados de acordo com a curva de calibração de 4-nitrofenol (pNP). A 

atividade enzimática foi expressa em UI/mL (sendo UI a quantidade de enzima necessária 
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para liberar 1µ mol de produto por minuto nas condições do ensaio). 

 

ENSAIOS DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA NAS BIOMASSAS 

 

Com o intuito de avaliar a melhor metodologia para a produção de açúcares 

redutores duas condições de hidrólise foram testadas: 

Condição 1: 

Uma quantidade de 2 mg de enzima por g de diferentes substratos (casca de soja, 

bagaço de cana, goma de alfarroba e goma de guar) foi incubada em tubos de 1,5 mL em 

tampão 50 mM de acetato de sódio pH 5, com um volume final de 1 mL, utilizando 

vortemp (Labnet) sob agitação de 720 rpm, a 40 ºC, durante 5 dias. 

Condição 2: 

O EBC foi incubado com os diferentes substratos (casca do grão de soja, bagaço 

de cana, gorra de alfarroba, goma de guar) na concentração final de 1% em tubos de 1,5 

mL por cindo dias (na proporção de 1:2 de amostra/tampão acetato de sódio pH 5). Os 

ensaios de hidrólise foram realizados em vortemp (Labnet) com um volume final de 1 

mL, sob agitação de 720 rpm a 40 ºC. 

Para os ensaios de hidrólise, os tubos foram retirados durante o período de 8, 24, 

48, 72 e 96 horas de incubação. Em seguida, as amostras foram fervidas e quantificadas 

por meio do método DNS. Também, alíquotas de amostras foram armazenadas a -20 ºC, 

para posteriores análises por HPLC (Cromatografia líquida de alta performance). Para os 

controles enzimáticos, as amostras foram incubadas em tampão 50 mM de acetato de 

sódio pH 5,0 na ausência de substrato, do mesmo modo o substrato foi incubado com o 

mesmo tampão na ausência da enzima. Todos os ensaios foram realizados em triplicada. 

 

ANÁLISE POR HPLC DAS AMOSTRAS DO ENSAIO DE HIDRÓLISE 

 

ANÁLISE DE OLIGOSSACARÍDEOS 

 

Alíquotas provenientes dos ensaios de hidrólise foram utilizadas para a análise 

em cromatografia líquida de alta eficiência de troca aniônica, acoplada a um detector de 

amperometria pulsada (HPAE-PAD), com o intuito de quantificar e identificar os 

oligossacarídeos liberados. Durante o ensaio de hidrólise, as amostras foram analisadas 

em sistema Dionex ICS 3000 DC Ion Chromatography com utilização de pré-coluna 



84 
 

 

CarboPac Guard e coluna CarboPac PA-100 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, 

EUA). Foram injetados 500 μL de amostra com o auto sampler AS40 (Dionex), com o 

fluxo de 2,5 mL/min. As amostras foram eluídas em solução de 0,1 M de hidróxido de 

sódio e solução de 0,5 M de acetato de sódio. Os dados obtidos foram analisados pelo 

software Chromeleon 6.8 SR8 (Dionex). Para a análise dos monossacarídeos foi utilizada 

a coluna CarboPac PA-10 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA). Foram injetados 

500 μL de amostra com o auto sampler AS40 (Dionex), com o fluxo de 2,0 mL/min. As 

amostras foram eluídas em solução de hidróxido de sódio (0,2 M) e solução de acetato de 

sódio (0,5 M). Os dados obtidos foram analisados pelo software Chromeleon 6.8 SR8 

(Dionex). Foram preparadas curvas de calibração para a quantificação de 

monossacarídeos e oligossacarídeos. A priori, foram feitas várias soluções contendo 

monossacarídeos e oligossacarídos na concentração final de 1 mg/mL. Posteriormente, 

foi feito um mix contendo todos os monossacarídeos e oligossacarídeos e distintas 

(variando de 0,0025-0,005 mg/mL). 

 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

 

As imagens de MEV foram obtidas no microscópio quanta 200- FEG/FEI com 

canhão de emissão por efeito de campo, utilizando voltagem de 15 kV (Centro de 

Microscopia da Laboratório de Microscopia da UnB). Com o propósito de observar as 

diferenças estruturais na superfície da biomassa, as amostras obtidas após 96 horas de 

hidrólise nos diferentes substratos foram submetidas à secagem em estufa a 40 ºC e 

posteriormente metalizadas em equipamento Sputter Coater SCD 050. 

Para todos os experimentos realizados foram calculados o erro padrão, sendo este inferior 

a 10%. 
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RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

SACARIFICAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

A Figura 20, mostra a liberação de açúcares redutores totais pela sacarificação 

da goma de guar, casca de soja, bagaço de cana e goma de alfarroba, por enzimas do EBC 

em duas condições diferentes.  
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Figura 20. Quantificação de açúcares redutores totais por DNS obtidos pela hidrólise da goma 
de guar, casca de soja, bagaço de cana e goma de alfarroba pelas enzimas do EBC de 
Clonostachys byssicola nos tempos de 8, 24, 48, 72 e 96h. A: condição 1: sacarificação realizada 
utilizando 2 mg de proteínas por g de substrato; B condição 2: sacarificação utilizando um 
volume de enzima por dois volumes de tampão em 1% de substrato. Ambas as hidrólise foram 
realizadas em tampão acetato de sódio pH 5,0 (50 mM) à 40 ºC. 
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Pela análise dos gráficos, a goma de alfarroba mostrou-se o substrato mais hidrolisável 

em ambas as condições (Figura 20 A e B), obtendo um aumento contínuo de açúcares 

redutores ao longo do tempo na condição 1 com as maiores quantidades de açúcares 

redutores produzidos no tempo de 72 horas (Figura 20-A). O aumento de açúcares 

redutores também pode ser observado durante a hidrólise da goma de guar e da casca de 

soja, os quais alcançam a máxima produção em diferentes períodos de tempo de acordo 

com os tratamentos. Em contrapartida, uma baixa liberação de açúcares redutores e de 

forma quase linear foi observada para o bagaço de cana, sem mudanças significativas ao 

longo do tempo (p>0,05) em ambas condições experimentais. 

Quando comparamos ambas as condições de hidrólise, o perfil de liberação de 

açúcares redutores na figura 20-B, mostrou-se diferente para a goma de alfarroba, no qual 

a concentração total de açúcares alcança seu pico máximo em apenas 8 horas de 

incubação, seguido por um decréscimo de liberação até o tempo de 72h e permanecendo 

estável no tempo seguinte. Esta diferença pode ser explicada pela concentração de 

enzimas presente na condição 2 da hidrólise. Nesta metodologia, um volume maior de 

enzima foi adicionado para sacarificar 1% de substrato, resultando em uma concentração 

de enzima 12 vezes maior em relação aos resultados da Figura 20A. Por isso, a conversão 

do substrato em açúcares redutores aumenta com o aumento da concentração de enzimas 

mostrando um máximo as 8h Figura 20-B. A diminuição dos açúcares redutores 

produzidos a partir goma de alfarroba entre as 8h e 72 h (Figura 20-B) podem ser devido 

a diferentes fatores, incluindo modificação, inibição por produto das enzimas, inativação 

enzimática, reversibilidade da reação de hidrólise entre outros. Com relação aos demais 

substratos, a maior dosagem de enzima, mostrou-se significativa apenas para hidrólise da 

casca de soja, não havendo diferenças significativas para a goma de guar e bagaço de cana 

(p>0,05). 

As diferenças estruturais dos substratos utilizados para a sacarificação 

enzimática estão diretamente associadas as quantidades de açúcares redutores liberadas 

ao longo da hidrólise. Estudos da composição e estrutura da cana de açúcar evidenciaram 

que os principais componentes hemicelulósicos encontrados na parede celular são os 

arabinoxilanos, xiloglicanos, com relativamente poucas quantidades de mananas. Além 

do mais, quantidades menores de pectina foram detectadas (de Souza et al. 2013). As 

quantidades de lignina no bagaço de cana e a casca do grão da soja diferem para 21,27 % 

(Silva et al. 2018) e 6,59 % (Tabela 9), respectivamente. Por isso, é possível que a alta 

porcentagem de lignina no bagaço de cana tenha impedido a exposição das fibras de 
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hemicelulose, dificultando a ação hidrolítica das enzimas, o que explica as diferenças 

encontradas nos resultados de ambos substratos. Nesse sentido, é de se esperar que 

hemicelulases liberem maiores quantidades de oligômeros com vários graus de 

polimerização durante a degradação da casca de soja, em virtude de menores 

porcentagens de lignina presente nesse substrato. 

 

Tabela 9. Comparação da composição bromatológica dos diferentes componentes presentes na parede 
celular da casca do grão de soja. 

Substratos Celulose Hemicelulose lignina referências 

Casca de soja 42,03 % 19 % 6,59% Este trabalho 

Casca de soja 37% 27 % 8% (Karp et al. 2021) 

Casca de soja 40,62% 33,78% 7,75% (Robles Barros et al. 2020) 

 

Os dados mostrados na tabela acima, corroboram com outros estudos da composição 

química da casca do grão de soja com 37-42% de celulose, 19-34% de hemicelulose e 6-

8% de lignina (Tabela 9). Liu et al. 2016, mostraram que a composição química da casca 

do grão de soja  é caracterizada principalmente pela presença de carboidratos e proteínas, 

e dentre os tipos de hemiceluloses encontradas na sua parede celular a arabinose foi o 

açúcar predominante com 35,6-46,9% dos açúcares totais, seguido pela galactose (25-

26,8%) e manose (15,8-30,4%). 

Comparando a liberação de açúcares redutores entre os substratos compostos de 

galactomananas (goma de alfarroba e goma de guar) pode-se estabelecer uma correlação 

entre a quantidade de açúcares liberados e a estrutura dos substratos. Enquanto a goma de 

alfarroba é composta por uma proporção de manose e galactose de 4:1, a taxa desses 

componentes para a goma de guar é de 2:1. Como consequência, a proporção de 

manose/galactose é um fator chave na influência da rigidez da cadeia e viscosidade, 

fatores que podem afetar a hidrólise enzimática (Liu et al. 2020a). É provável que as 

maiores quantidades de substituintes laterais de galactose na goma de guar podem ter 

causado um impedimento estereoquímico, impossibilitando o acesso das enzimas do 

extrato bruto concentrado aos componentes de manana, resultando em uma liberação de 

açúcares redutores mais lentos, em ambas as condições de hidrólise. Por outro lado, a 

menor proporção de substituintes laterais na goma de alfarroba proporcionou maior 

rendimento da sacarificação. 

Quando analisamos a hidrólise enzimática utilizando o EBC com a enzima 
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comercial (cellic Ctec2 novozymes) (Figura 21), podemos notar que a presença de 

celulases na mistura enzimática comercial, foi capaz de intensificar a liberação de 

açúcares redutores predominantemente nos substratos mais complexos, como a casca do 

grão da soja e o bagaço de cana. Essa melhora pode ser explicada em decorrência da ação 

combinada de diferentes enzimas, visto que as preparações de misturas enzimáticas de 

dois ou mais componentes atuam sinergicamente e proporcionam um resultado melhor 

em comparação ao componente individual (Visser et al. 2013).  
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Figura 21. Quantificação de açúcares redutores totais por DNS obtidos pela hidrólise da goma 
de guar, casca de soja, bagaço de cana e goma de alfarroba utilizando a enzima comercial 

(Cellic CTec2-novozymes), nos tempos de 8, 24, 48, 72 e 96 horas. A: condição 1: sacarificação 
realizada utilizando 2 mg de proteínas por g de substrato 1; B condição 2: sacarificação 
utilizando um volume de enzima por dois volumes de tampão em 1% de substrato. Ambas as 
hidrólise foram realizadas em tampão acetato de sódio pH 5,0 (50 mM) à 40 ºC. 
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Ao avaliarmos o perfil de liberação de açúcares pela enzima comercial, o tempo 

de 72 horas foi o suficiente para atingir o ponto máximo de açúcares redutores na 

degradação da casca do grão de soja e bagaço de cana na condição 1 da sacarificação 

(Figura 21-A), porém, em tempos menores (entre 24-48 horas) foram atingidos o máximo 

de açúcares redutores na degradação da casca do grão de soja e goma de alfarroba na 

condição 2 da sacarificação (maior concentração de enzima) (Figura 21-B). Nessa 

condição 2, a hidrólise de bagaço de cana não mostrou grandes incrementos na produção 

de açúcares redutores (Figura 21-B). A redução da liberação de açúcares redutores para 

o bagaço de cana nessa condição foi um resultado inesperado, provavelmente o aumento 

da concentração de enzimas resultou em uma acelerada degradação dos componentes 

hemicelulósicos, e esses oligossacarídeos causaram um efeito inibitório das celulases 

presentes na mistura comercial. Alguns estudos têm relatado que a presença de xilo-

oligossacarídeos, assim como mano-oligossacarídeos podem inibir a atividade de 

celulases. A inibição pode ocorrer pela ligação dos oligossacarídeos no sitio ativo da 

enzima ou por impedimento estérico de acesso ao substrato (Xin et al. 2015). Um padrão 

diferente de hidrólise é notado para a goma de alfarroba e goma de guar, no qual há uma 

liberação constante de açúcares redutores (Figura 21-A). Com relação à condição 2 da 

sacarificação (Figura 21-B) pode-se constatar uma redução do tempo de hidrólise da 

goma de alfarroba com uma taxa de 5,68 mg de açúcares redutores no tempo de 48 horas, 

assim como um aumento de açúcares redutores liberados para a goma de guar atingido o 

pico máximo em 72 horas. 

Um fato interessante que pode ser observado é quando confrontamos os 

resultados das enzimas do EBC e da enzima comercial em relação à sacarificação dos 

substratos compostos por galactomanana. O EBC produzido por C. byssicola contém em 

sua composição enzimas que facilitam a hidrólise de componentes hemicelulósicos 

(Figura 11 cap. 2). Algumas dessas enzimas são as mananases, enzimas do tipo endo, 

responsáveis por catalisarem a hidrólise de regiões internas das estruturas que contém 

mananas em sua composição e as galactosidases que removem os substituintes laterais de 

galactose. A detecção de grandes quantidades de β-glicosidases e galactosidades 

observada na Figura 22, em detrimento de β-xilosidades e β-manosidades, mostra que 

apesar do EBC não conter quantidades relevantes de β-manosidases, C. byssicola 

mostrou-se um fungo promissor para a degradação da goma de alfarroba e goma de guar. 

Mesmo não contento nenhum tipo de suplementação enzimática, o EBC apresentou-se 

mais eficiente do que a enzima comercial para a degradação dos substratos compostos 
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por galactomananas. Em ambas as condições, a liberação de açúcares redutores atingiu 

seu ponto máximo em tempos menores, característica chave do ponto de vista industrial 

para que haja redução custos, bem como a compreensão do sinergismo das enzimas 

(Malgas et al. 2017). 

 

 

Figura 22. Perfil enzimático de β- manosidase, β-glicosidade, β- xilosidade e β-galactosidade, 
utilizando os substratos sintéricos 4-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (pNPG), 4-nitrofenil-β-D-
xilopiranosídeo (pNPX), 4-nitrofenil-β-D-manopiranosídeo (pNPM) e 4-nitrofenil-β-D-
galactopiranosídeo (pNPGal), respectivamente. 

 

Outra forma de avaliar o efeito da sacarificação enzimática pelas enzimas do 

EBC é observando as mudanças ao nível de estrutura após o tempo máximo de incubação 

(96 horas). A Figura 23 mostra a imagem de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

dos diferentes substratos antes e após a hidrólise. A camada superficial dos resíduos 

lignocelulósicos pode compreender os componentes da parede celular. Após a hidrólise 

pelo EBC pode-se perceber que a camada externa compactada do bagaço de cana (Figura 

23-B), quase não houve alteração, corroborando com os resultados da sacarificação, no 

qual pouca quantidade de açúcares foi detectada. Em contrapartida, os componentes da 

parede celular da casca do grão de soja foram parcialmente removidos, podendo ser 

observada a remoção de parte da camada superficial da parede celular (Figura 23-D). 

Todavia, com relação à hidrólise da goma de alfarroba e goma de guar (Figura 24) a 

imagem de MEV mostra uma superfície com pouca rugosidade para ambos os substratos 

na condição sem enzima. Uma vez incubadas com as enzimas do EBC, os substratos 

intensificaram a rugosidade, evidenciando que para os substratos compostos de manana, 
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a modificação do substrato se dá de uma forma peculiar, não demostrando a remoção da 

estrutura do substrato, mas sim alterando o aspecto da galactomanana. 

 

 

Figura 23. Microscopia eletrônica de varredura evidenciando as modificações da estrutura 
superficial da parece celular, pelas enzimas do extrato bruto concentrado. Legenda: a) bagaço de cana 
de açúcar sem a atuação de enzimas; b) bagaço de cana de açúcar após a sacarificação enzimática; c) 
Casca do grão de soja sem a atuação de enzimas; d) casca do grão de soja após a sacarificação 
enzimática. As setas amarelas indicam a provável camada superficial da casca do grão de soja. 
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Figura 24. Microscopia eletrônica de varredura evidenciando as modificações da estrutura das 
galactomananas, pelas enzimas do extrato bruto concentrado. Legenda: a) goma de alfaroba sem a 
atuação de enzimas; b) goma de alfarroba após a sacarificação enzimática; c) goma de guar sem a 
atuação das enzimas; d) goma de guar após a sacarificação enzimática. As setas amarelas indicam o 
aspecto rugoso das galactomananas. 
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ANÁLISE DOS OLIGOSSACARÍDEOS E MONOSSACARÍDEOS POR HPLC-

DIONEX 

 

Na detecção dos oligossacarídeos (Figura 25) apenas a condição 1 da hidrólise 

foi analisada, a padronização da sacarificação enzimática por carga de proteínas, além de 

reduzir a quantidade de enzimas utilizadas é uma forma de reduzir os custos quando 

pensamos em escalas maiores de hidrólise. Os principais produtos de degradação 

identificados nas amostras coletadas durante a hidrólise dos diferentes substratos foram 

manotriose, xilotriose, e quantidades reduzidas de celo-oligossacarídeos (encontrados 

apenas na goma de alfarroba e goma de guar). A ausência de celo-oligossacarídeos nos 

resíduos agroindustriais torna incontestável que as enzimas do EBC tiveram acesso 

apenas aos componentes hemicelulósicos dos resíduos agroindustriais. A celulose está 

envolta não só por hemiceluloses, mas também pectinas e ligninas, e a complexidade de 

todo esse conjunto de componentes ainda é um desafio para que enzimas produzidas por 

um único microrganismo consigam penetrar por todos esses componentes e ainda atingir 

um polissacarídeo altamente recalcitrante que é a celulose. 

De acordo com Figura a 25-B, os produtos liberados durante a hidrólise da casca 

de soja foram: manobiose, manotriose e manohexaose. Oligossacarídeos como 

manotetraose e manopentose não foram identificados. Contudo, na degradação do bagaço 

de cana pode-se identificar apenas manotriose e manohexaose (Figura 25-A). De forma 

esperada, maiores quantidades de mano-oligossacarídeos puderam ser observadas na 

hidrólise de galactomananas, podendo ser identificados todos mano-oligossacarídeos na 

degradação da goma de alfarroba, e com exceção das manopentoses, os demais 

oligossacarídeos foram observados na sacarificação da goma de guar. 

Com relação aos demais oligossacarídeos, a presença de celo-oligossacarídeos 

(Figura 26) foi detectada apenas na hidrólise da goma de alfarroba e goma de guar. Na 

sacarificação da goma de alfarroba (Figura 26-A) o aumento da concentração de celobiose 

ao longo do tempo, alcança teores máximos no período de 96 horas, seguido por uma 

redução de celotriose nos tempos inicias de incubação (entre 8 e 24 horas). No que se 

refere aos produtos identificados nas amostras da goma de guar, a identificação de 

oligossacarídeos com tamanhos maiores (celopentoses) pode ser observada durante os 

períodos iniciais da sacarificação até o tempo de 48 horas. A degradação das celopentoses 

possivelmente resultou no aumento dos teores de celotetraoses e celotrioses, observados 

nos tempos de 48 e 72 horas e 8, 72 e 96 horas respectivamente. 
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Figura 25. Identificação de mano-oligossacarídeos produzidos durante a hidrólise do bagaço de cana (A), casca de soja (B); 
goma de alfarroba (C); goma de guar (D); por enzimas presentes no EBC. Os oligossacarídeos identificados como M2, M3, M4, 
M5 e M6 são referentes a: manobiose, manotriose, manotetraose, manopentose e manohexaose. 

Figura 26. Identificação de celo-oligossacarídeos produzidos durante a hidrólise da goma de alfarrova (A) e goma 
de guar (B) por enzimas presentes no EBC. Os oligosscaídeos identificados como C2, C3, C4, C5 e C6 são referentes 
a: celobiose, celotriose, celotetraose, celopentoses e celohexaose. 
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Além dos mano-oligossacarídeos, teores de xilo-oligossacarídeos puderam ser 

detectados em todos os substratos utilizados para a sacarificação enzimática (Figura 27). 

Com exceção da goma de guar, no qual foram observados diferentes tipos de xilo-

oligossacarídeos (xilotriose, xilopentose e xilohexaose), foi identificado somente 

xilotriose nas demais amostras. A identificação de xilo-oligossacarídeos torna 

incontestável a presença de endo-xilanases compondo o EBC. Contudo, a ausência de 

xilobiose nas amostras analisadas supostamente pode ter relação com a coeluição dos 

açúcares xilobiose e xilotriose e provavelmente não com a inexistência de xilosidases, 

uma vez que foi demostrado anteriormente a presença de xilosidases compondo o EBC 

(Figura 22). A hipótese que ambos os xilo-oligômeros tenham coeluído ao longo das 

análises feitas no HPLC, pode ser consolidada quando avaliamos o tempo de retenção de 

ambos os xilo-oligômeros (dados não mostrados), enquanto o padrão de xilobiose foi 

eluido no tempo de retenção de 4,76 minutos, o padrão de xilotriose foi detectado em 

tempos de retenção muito próximos (4,75 minutos).Dessa forma, seriam necessários 

estudos que possam de fato separar ambos os oligossacarídeos a fim de confirmar a 

ausência ou não da xilobiose. 
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Figura 27. Identificação de xilo-oligossacarídeos produzidos durante a hidrólise do bagaço de cana (A), casca do 
grão de soja (B); goma de alfarroba (C); goma de guar (D); por enzimas presentes no EBC. Os oligossacarídeos X3, 
X4 e X6 são referentes a: xilotriose, xilotetraose e xilohexaose, respectivamente. 
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Ainda que grande parte da galactomananas seja composta por altas porcentagens 

de manose e galactose (≈80% segundo (Dionísio and Grenha 2012), pequenas quantidade 

de outros oligossacarídeos como a  xilose e glicose podem ser identificados (Pinto 2019). 

Os teores de xilo-oligossacarídeos em ambos os substratos de galactomananas foram 

superiores as quantidades de celo-oligossacarídeos, especialmente quando consideramos 

a sacarificação da goma de guar que atingiu concentrações maiores que 200 µg no tempo 

de 72 horas de incubação. No entanto, ainda que proporções consideráveis de xilo-

oligossacarídeos foram observadas como produtos finais da hidrólise, a alta taxa de mano-

oligossacarídeos em ambos os substratos mostra que as enzimas do ECB são fontes 

promissoras de mananases. 

No que se refere à análise dos monossacarídeos, a Figura 28 mostra os diferentes 

monossacarídeos observados nas amostras coletadas durante o período de 96 horas de 

sacarificação. 

. 

 

A detecção de baixas quantidades de monossacarídeos observados para a casca do grão 

de soja e bagaço de cana correspondem com os resultados das altas quantidades de 

oligossarídeos identificados durante os diferentes tempos de hidrólise. Como já 
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com xilose. Os produtos de hidrólise analisados por HPLC são referentes apenas ao tempo de 
incubação de 96 H. 
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mencionado anteriormente a complexidade da parede celular dos resíduos agroindustriais 

ainda é um desafio para a pesquisa. No entanto, o estudo da sacarificação enzimática 

contribui não só para a identificação dos componentes da parece celular vegetal, como 

também na predição das enzimas necessárias para a hidrólise enzimática. Os 

monossacarídeos notados para ambos os substratos lignocelulósicos foram a manose, 

arabinose e galactose. A sobreposição da glicose e xilose ao longo da corrida no HPLC 

impediu que esses açúcares pudessem ser identificados de forma separada, podendo então 

P3 ser tanto o monossacarídeo de glicose, quanto o monossacarídeo de xilose, ou até 

mesmo ambos os açúcares no mesmo pico. 

De forma inesperada a taxa de manose para ambos os substratos de 

galactomananas, demostra que mesmo com níveis insignificantes de β-mannosidases no 

EBC (Figura 22) quantidades consideráveis de manose foram liberadas durante a 

degradação dos substratos, sendo detectado um pouco mais de 200 µg de manose na 

sacarificação da goma de alfarroba e 97 µg desse açúcar na hidrólise da goma de guar. A 

alta concentração de galactose, evidencia a eficiência das β-galactosidases na remoção 

dos substituintes laterais de galactose e consequentemente em uma melhora no 

rendimento da hidrólise. 

 

CONCLUÇÕES E PERPECTIVAS 

 

A identificação de mano-oligossacarídeos como os principais produtos avaliados 

em todos os tipos de resíduos, mostra que as enzimas predominantes no EBC produzidas 

por Clonostchys byssicola são as endo-mananases. Os mano-oligossacarídeos são 

potenciais produtos que podem ser utilizados como prébióticos. A maioria dos produtos 

utilizados como prébióticos atualmente são oriundos da parede celular de fungos, 

principalmente de Sacharomices sp., que é constituída por baixas porcentagens de 

manose (Tanimoto et al. 2002). Todavia, pesquisas mostram que os mano-

oligossacarídeos são mais eficientes porque em quantidades ínfimas (0,1-0,4 %) são 

capazes de melhorar o desempenho do crescimento de alguns animais, como aves e 

suínos. Tais compostos podem melhorar o sistema de defesa pré-intestinal, pois previnem 

colonização de organismos patógenos e regula o sistema imune (Liu et al. 2020b).  

Dada a importância das enzimas que degradam os componentes hemicelulósicos 

secretadas por Clonostachys byssicola, o capítulo IV visa identificar as mananases 

secretadas pelo fungo, a fim de compreender as diferenças entre as mananases de C. 
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byssicola, em relação a mananases fúngicas descritas na literatura. 
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CAPÍTULO IV 

Estratégias utilizadas 
visando o isolamento e 

identificação de 
mananases de 

Clonostachys byssicola 
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INTRODUÇÃO 

 

A identificação de espécies de Clonostachys por Schroers em 2001 impulsionou 

diversos grupos a intensificarem estudos pela busca de novas linhagens a fim de se 

conhecer o potencial destes microrganismos como agente de controle biológico. Apenas 

no Brasil foram caracterizadas mais de 50 isolados, no qual a separação exata a nível de 

espécie só pode ser realizada quando utilizada análises biomoleculares conhecida como 

multilocus (Moreira et al. 2016). Dentre os isolados analisados, mais de 9 espécies de C. 

byssicola puderam ser descritas, sendo representados por isolados obtidos a partir de 

amostras de solo, associados a plantas ou como micoparasitas. 

A capacidade de C. byssicola em atuar como agente de controle biológico é uma 

das principais características destacadas na literatura. Contudo, a avaliação de diferentes 

secretomas produzidos por C. byssicola quando crescido em fontes de carbono compostas 

por resíduos lignocelulósicos mostrou que a espécie é responsável por produzir glicosil 

hidrolases de diferentes famílias (Gomes et al. 2020). 

A demanda por enzimas microbianas para aplicações industriais intensificou a 

busca por microrganismos que fossem capazes de secretar diversos tipos de enzimas. A 

utilização de mananases em indústrias de rações, alimentos, detergentes, produtos 

farmacêuticos e na bioconversão de resíduos lignocelulósicos tem crescido anualmente 

(Nadaroglu e Dikbas 2018). A produção de mananases pelos microrganismos é um 

processo natural como parte do seu metabolismo. Contudo, baixos níveis de expressão 

são alcançados pela produção in natura pela maioria dos microrganismos. Uma estratégia 

utilizada para aumentar o rendimento na produção de enzimas é a expressão heteróloga. 

A expressão heteróloga além de aumentar a produção de enzimas é responsável por 

diminuir a quantidade de proteases secretadas pelos microrganismos, evitando perdas no 

rendimento final da produção de enzimas (Wang et al. 2005) 

O sequenciamento do genoma de C. rosea por Karlsson et al. (2015) revelou a 

presença de um conjunto de genes relacionados com a degradação dos polissacarídeos 

presente na parede celular vegetal. Em consequência da inexistência de estudos sobre o 

sequenciamento genômico de C. byssicola, o banco de dados elaborado por Karlsson e 

colabores (2015) foi utilizado para a identificação de mananases com sequências 

similares as sequências identificadas por espectrometria de massas. 
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OBJETIVO 

 

Isolar e identificar as diferentes mananases expressas por Clonostachys byssicola 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Purificar parcialmente ananases presentes no extrato bruto concentrado; 

 Identificar as sequências de mananases por espectrometria de massas e por 

sequenciamento do cDNA; 

 Expressar mananases identificados em Komagataella pastoris. 

 

MÉTODOS 

 

PURIFICAÇÃO PARCIAL DE MANANASES 

 

As tentativas de purificar as mananases presentes no extrato bruto concentrado 

foram realizadas seguindo duas estratégias gerais. Na primeira estratégia, foi utilizada a 

combinação de dois estágios sucessivos de cromatografia de troca aniônica em pH 7 

(Figura 29-A). Enquanto na segunda estratégia, combinações de cromatografias 

catiônicas e aniônicas foram usadas conforme representado na Figura 29-B. 

 

ESTRATÉGIA DE PURIFICAÇÃO #1: 

 

As amostras concentradas por ultrafiltração foram submetidas à cromatografia 

de troca aniônica do tipo Q Sepharose Fast Flow (2,6 x 6 cm) (Amersham Biosciences 

AB, Uppsala, Suécia) (Figura 29-A). A coluna foi previamente lavada com água destilada 

e equilibrada com tampão 50 mM de fosfato de sódio pH 7,0 contendo 0,01% de azida 

sódica. Foram aplicados 30 mL de amostra na coluna, coletando frações de 5 mL, e 

eluídas com um fluxo de 0,33 mL/min. A eluição foi realizada em tampão 50 mM de 

fosfato de sódio pH 7,0 e por meio de um gradiente de NaCl de 0 a 50mM. As frações 

cromatográficas foram analisadas por microensaios enzimáticos para a detecção das 

atividades de mananase, CMCase, xilanase e pectinase.  
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As frações contendo atividade de mananases foram coletadas (fração QFF 

PICO3) e aplicadas em coluna de troca aniônica do tipo HiTrap Q Sephorose high 

Performance (Q HP 1 mL) acoplada ao sistema de purificação Äkta (GE Helthcare). A 

priori, a coluna foi lavada com água mili-Q, e seguidamente equilibrada com tampão 50 

mM de fosfato de sódio pH 7. Foi aplicado 1 mL de amostra enzimática na coluna e 

frações de 1 mL foram coletadas com um fluxo de 1 mL/min. A eluição foi realizada em 

tampão 50 mM de fosfato de sódio pH 7,0 por meio de um gradiente de NaCl de 0 a 50 

mM. A fração contendo atividade de mananase (QHP12) foi utilizada para posterior 

caracterização. O perfil de proteína total foi determinado pela leitura das frações no 

comprimento de onda de 280 nm em Spectramax M2 (Molecular Devices). As frações de 

proteínas obtidas por esta estratégia foram utilizadas em análises de identificação, 

espectrometria de massas e biologia molecular. 

 

 

 

 
 

(A) 

ESTRATEGIA #1

Extrato bruto 

concentrado

Cromatografía
HiTrap Q 

Sephorose high
Performance

(pH7)

Cromatografía

Q Sepharose

Fast Flow

(pH7)

 
(B) 

 

ESTRATEGIA #2

Extrato bruto 

concentrado

Cromatografía

DEAESepharose

Fast Flow

(pH5)

Cromatografía

DEAESepharose

Fast Flow

(pH7)

Pico I Pico II

Cromatografía

QXL Fast Flow

(pH5)

Cromatografía

SP Fast Flow

(pH5)

Cromatografía

QXL Fast Flow

(pH5)

Cromatografía

SP Fast Flow

(pH5)

Figura 29. Estratégias cromatográficas utilizadas na purificação parcial das mananases de Clonostachy 
byssicola. Na primeira estratégia (A) foram utilizadas duas etapas de cromatografia de troca aniônica 
forte de tipo Q Sheparose com diferentes tipos de matriz a pH 7. Na estratégia #2, o extrato bruto foi 
cromatografado em troca aniônica do tipo DEAE utilizando os pH 5 e 7. As duas frações de proteínas 
com atividade de mananase eluidas em pH 5, foram subsequentemente cromatografadas em trocas 
aniônica (QXL) e catiônica (SP) no mesmo pH. As frações de proteínas eluidas foram analisadas por 
atividades enzimáticas, SDS-PAGE e espalhamento dinâmico da luz (DLS). 



114 
 

 

ESTRATÉGIA DE PURIFICAÇÃO #2: 

 

As frações do extrato bruto concentrado por ultrafiltração foram ajustadas aos 

pHs 7,0 e 5,0 com tampões a 50 mM de fosfato de sódio e 20 mM de acetato de sódio, 

respectivamente. Uma quantidade de 35 mL do EBC foi preparado e diluído afim de 

diminuir a condutância e manter a mesma concentração de proteínas quando submetidas 

à cromatografia de troca aniônica do tipo DEAE Sepharose Fast Flow (2,6 x 6 cm) 

(Amersham Biosciences AB, Uppsala, Suécia) (Figura 29-B). As eluições das proteínas 

foram realizadas em gradiente linear de NaCl de 20 mM até 400 mM, em um fluxo de 3 

mL/min, coletando frações de 5 mL utilizando os correspondentes tampões. As duas 

frações de proteínas com atividade mananase (Pico I e Pico II) foram aplicadas em 

colunas de trocas aniônica (QXL fast flow, GE Healthcare, EUA) e catiônica (SP fast 

flow, GE Healthcare, EUA) no tampão acetado de sódio pH 5,0 (Figura 29-B). Todas as 

etapas cromatográficas foram realizadas no sistema ÄKTA prime (GE Healthcare, EUA) 

a um fluxo de 2 mL/min, fações de proteínas coletadas de 3 mL, e os valores de 

absorbância a 280 nm, pH e condutividade foram monitorados. A composição proteica 

das amostras foi avaliada por gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE 15%) e as 

atividades enzimáticas foram avaliadas. As frações de proteínas eluidas das 

cromatografias de QXL e SP foram adicionalmente analisadas por espalhamento de luz 

dinâmico (DLS, do inglês Dynamic Light Scattering). 

 

ELETROFORESE E ZIMOGRAFIA 

 

O grau de pureza das amostras enzimáticas foi analisado por eletroforese em gel 

de poliacrilamida sob condições desnaturantes, conforme descrito por Laemmli (1970). 

As proteínas foram previamente submetidas a precipitação em solução de ácido 

tricloroacético (TCA) 10% e incubadas a 4ºC por 1 h. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 14000 rpm por 15 min a 4ºC; o sobrenadante foi removido e as amostras 

foram lavadas 3 vezes com 1 mL de acetona refrigerada e centrifugadas nas mesmas 

condições anteriores. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram 

submetidas a secagem na temperatura ambiente. 

As amostras enzimáticas precipitadas foram ressuspensas em tampão de amostra 

1x (Tris-HCL 125 mM pH 6,8; SDS 2,0%; azul de bromofenol 0,05%; glicerol 20% e β-

mercaptoetanol 5,0%) e aquecidas por 3 min a 100 ºC, em seguida foram submetidas à 
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eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. 

A visualização de proteínas foi realizada por coloração com nitrato de prata. O 

gel foi incubado em uma solução fixadora (v/v de metanol 40 % e ácido acético 12 %) 

durante o período de 1 h, posteriormente o gel foi lavado três vezes com etanol 50% (v/v) 

e incubado por 1 min em solução de tiossulfato de sódio 0,02% (m/v). A solução de 

tiossulfato foi removida por lavagens sucessivas em água destilada. O gel foi incubado 

por 15 min em solução de 0,2% (m/v) de nitrato de prata contendo 0,074% (v/v) de 

formaldeído (lavado três vezes com água destilada) e mantido em solução reveladora 6% 

(m/v) de carbonato de sódio, 0,0004 (v/v) de tiossulfato e 0,05% (v/v) de formaldeído). 

A reação foi interrompida pela adição de solução fixadora (Blum, Beier e Gross 1987). 

Para realização do zimograma, o gel foi copolimerizado com o substrato 

(manana 1%) em uma concentração final de 0,1% do substrato. As amostras foram 

precipitadas com TCA e ressuspensas em tampão de amostra, como descrito 

anteriormente. Após a corrida, o gel foi incubado 2 vezes em solução Triton 100x 2,5% 

por 30 min para a renaturação das proteínas, a posteriori o gel foi incubado em solução 

de acetato de sódio (50 mM) pH 5,5 por duas vezes durante 30 min e mantido no mesmo 

tampão por 1h e 30 min a 50 ºC. A reação foi interrompida por incubação do gel em 

câmara fria por 30 min, por fim o gel foi revelado em solução de vermelho congo 1% e 

descorado em solução 1M de NaCl e ácido acético 0,5%. 

 

IDENTIFICAÇÃO DE MANANASES 

 

DIGESTÃO EM GEL 

 

A fração com atividade de mananase, eluída durante o gradiente (QFFP), foi 

aplicada em gel SDS-PAGE e corado com comassie blue, uma vez identificada a banda 

correspondente à mananase esta for excisada do gel com o auxílio de um bisturi e 

submetida a um processo de digestão com tripsina e identificada por LC-MS/MS. 

Primeiramente as bandas do gel foram transferidas para um tubo de 1,5 mL e ao 

tubo foi adicionado 100 µL de bicarbonato trietilamônio (TEAB, pH 8) 

0,02M/acetonitrila (ACN) 100% (1:1 v/v). O tubo foi incubado por 20 min, com agitação 

ocasional, em agitador do tipo vortex, ao longo desse período, posteriormente foram 

adicionados 500 µL de ACN 100% e após a banca do gel adquirir uma coloração 

esbranquiçada, os tubos foram centrifugados em microcentrífuga do tipo spin. O 
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sobrenadante foi descartado e 50 µL de DTT (0,1 M em TEAB 0,02M) foram transferidos 

para o tubo. O tubo foi incubado por 30 minutos a 56ºC, sendo imediatamente resfriados, 

após a incubação, e adicionados 500 µL de acetonitrila (ACN) 100%. Novamente, os 

tubos foram incubados por 10 minutos e posteriormente centrifugados. O sobrenadante 

foi descartado e o pellet de gel foi submetido a centrifugação no speedvac para a 

evaporação do líquido contido no gel. Após a secagem foram adicionados 50 µL de TEAB 

0,02 M com tripsina na concentração de 15ng/µg e o gel foi macerado e incubado por 18 

horas à 37ºC. Após a incubação os tubos foram centrifugados e o sobrenadante foi 

transferido para um tubo novo do tipo Low-binding. O restante do gel foi submetido a 

extração de peptídeos com 200 μL ACN 50%, em seguida as amostras foram incubadas 

por 5 minutos em sonicador e por mais 25 minutos em agitador. Os tubos foram 

centrifugados e o sobrenadante foi reunido com o sobrenadante coletado após a incubação 

com tripsina, por fim os sobrenadantes foram submetidos a secagem, sendo ressuspensos 

com ácido trifluoracético (TFA) 20%. O material foi submetido a dessalinização e 

identificação de peptídeos por LC-MS/MS. 

 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA À ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS) – 

ABORDAGEM BUTTON-UP 

 

Uma amostra de peptídeos trípticos equivalente a 1 μg foi injetada em coluna 

empacotada com resina Reprosil-Pur 120 C18-AQ (tamanho de partícula de 5 μm, 5 cm 

de comprimento, diâmetros interno e externo de 100 μm e 360 μm, respectivamente). A 

coluna foi empacotada utilizando um Nano LC Ultimate 3000 (Dionex, Amsterdã, 

Holanda). Após lavagem com solvente A (acetonitrila (ACN) 5% (v/v), ácido fórmico 

(AF) 0,1% (v/v)), os peptídeos foram eluídos durante o gradiente em uma coluna 

empacotada com a mesma resina (tamanho de partícula 3 μm, 15 cm de comprimento, 

diâmetros interno e externo de 75 μm e 360 μm, respectivamente), em um fluxo de 250 

nL/min. O gradiente consistiu de uma etapa de 5-20% do solvente B (ACN 95% (v/v), 

AF 0,1% (v/v)) durante 30 minutos; 20-50% do solvente B durante 15 minutos; 50-98% 

do solvente B durante 5 minutos; e 98% do solvente B durante 10 minutos. Os peptídeos 

foram dinamicamente eluídos em um espectrômetro de massas do tipo LTQ-Orbitrap 

Elite (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha), através de uma sonda do tipo 

nanospray (Thermo Scientific, Alemanha), com uma voltagem de spray de 3,02 kV, e 

temperatura de transferência capilar programada para 275ºC. O espectrômetro foi operado 
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no modo de Aquisição Dependente de Dados usando o programa Xcalibur versão 2.2 

(Thermo Scientific). O ciclo de aquisição consistiu de um escaneamento na faixa de 350-

1500 m/z a uma resolução de 120000 (largura completa na metade do máximo) em m/z 

de 400. Foi utilizado um microscan de 5x105 cargas no Orbitrap. Uma fragmentação por 

dissociação induzida por colisão (CID) sob energia normalizada de colisão de 35% foi 

utilizada na fragmentação dos 15 precursores de carga múltipla mais intensos. O limite 

de seleção de íons para MS/MS foi programado para 1500 contagens usando uma janela 

de isolamento de precursor de 2 amu. A ativação do 135 parâmetro "q” e o tempo de 

ativação foram programados para 0,25 e 0,10 ms, respectivamente. Os precursores 

previamente fragmentados foram dinamicamente excluídos durante o ciclo por mais 30 

segundos. As análises de bioinformática foram realizadas pelo Prof. Dr Agenor Junior e 

pelo aluno Ms. Reynaldo Melo do departamento de Bioquímica da Universidade de 

Brasília. Os arquivos foram analisados contra o genoma de C. rosea (Karlsson et al., 

2015), utilizando o programa Peaks, versão 7 (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, 

Ontário, Canadá). As proteínas foram identificadas considerando a detecção de, pelo 

menos, dois peptídeos únicos, e uma taxa de descoberta de falsos-positivos (FDR) de 1%. 

Foram empregados filtros de tolerância de 0,5 Da para espectros parentais e 10 ppm para 

espectros sequenciais (tandem). Foram geradas listas de identificação independentes para 

cada condição. 

 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA À ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS) – 

ABORDAGEM TOP-DOWN 

 

O preparo das amostras foi feito por precipitação com metanol/clorofórmio/água 

(Wessel and Flügge 1984). Brevemente, metanol/clorofórmio/água (4:1:3) foram 

adicionados à amostra com vortex entre as adições. A solução foi então submetida a 

centrifugação sob 21.000 x g. A fase polar foi descartada com cuidado deixando a fase 

apolar e as proteínas precipitadas logo acima dessa. Então foram adicionados 3 volumes 

de metanol e a solução foi novamente centrifugada a 21.000 x g por 10 min para lavagem, 

processo esse que foi repetido 3 vezes. Após a precipitação, as amostras foram 

ressuspendidas em tampão de injeção (ácido fórmico 0,1%, acetonitrila 5%) e 

armazenadas em -80ºC para injeção em LC-MS/MS. As análises de LC-MS/MS foram 

realizadas em Nano-UHPLC (Ultra high performance liquid chromatography) Dionex 

Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific™) acoplado a um espectrômetro de massas 
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LTQ-Orbitrap Elite (espectrômetro de massa iontrap-orbitrap híbrido, ThermoFisher 

Scientific™). 

A cromatografia líquida de alta performance (HPLC) foi feita com resina PLRP-

S 1000 A, 5 µM (Agilent) empacotada em colunas de 30 cm para coluna analítica e 4 cm 

para coluna de carregamento (trap). A fase móvel utilizada foi acetonitrila (B) e água (A) 

em corridas de 90 min com fluxo constante de 0,3 µL/min. O gradiente utilizado foi o 

seguinte: 5% B por 10 min, 20% B por 45 min, 55% B por 5 min, 85% B por 20 min e 

por último 5% B por 10 min. A aquisição foi feita ao longo de 90 min de eluição da coluna 

analítica utilizando ESI (electrospray ionisation) em modo positivo. Foi utilizado SID 

(source-induced dissociation) = 15 V e 35 V, primeiro e segundo íon mais intensos 

respectivamente. A aquisição de MS2 ou MS/MS foi feita de modo dependente de dados 

(data dependente aquisition, DDA), fragmentando os dois íons mais intensos por HCD 

(high collision dissociation), sendo excluídos dessa seleção íons com sinal < 500, dentro 

de janela de isolamento de 25 m/z ou com carga < 4. MS1 e MS2 foram realizados com 

resoluções de 240.000 FWHM e 120.000 FWHM, respectivamente. Os dados *.raws 

adquiridos foram convertidos para *.mzML usando o ProteoWizard toolkit (Chambers et 

al. 2012) e os dados resultantes foram submetidos ao TopPIC suíte para deconvolução de 

espectros, identificação e caracterização de proteoformas (Kou et al. 2016). A 

identificação foi feita usando banco de dados de Clonostachys rosea. Foram permitidas 

duas variações de massas entre -500 Da e 500 Da, formas com N-terminal clivado ou não 

e com ou sem acetilações no N-terminal. Todas identificações foram filtradas baseado em 

FDR (False Discovery Rate) de 0,01 no nível de PrSMs (Proteoform spectrum matches). 

 

ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO  

 

As mensurações de espalhamento de luz dinâmico ou DLS do inglês Dynamic 

Light Scattering foram feitas em um Zetasizer Nano Series Nano-ZS (Malvern 

Instruments, Reino Unido) para determinação do tamanho de partícula/moléculas a 20 

°C. Um laser He-Ne com λ = 633 ηm foi utilizado para medições, em ângulo de 173°, 

com detecção de retrodispersão, usando a cubeta de plástico. Os experimentos foram 

realizados com as frações de proteínas eluidas nas cromatografias e nos correspondentes 

tampões. As amostras semi-purificadas foram centrifugadas a 10 000 x g durante 15 min 

a 4 °C antes das medições. O DLS foi utilizado para avaliar as populações de proteínas 
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em solução, verificando a polidispersividade, a massa molecular e diâmetros 

hidrodinâmicos. 

 

EXTRAÇÃO DE RNA 

 

Para obtenção do micélio, o isolado C. byssicola foi crescido em cultivo 

estacionário nas mesmas condições descrita para o cultivo do fungo (capítulo 2). Após o 

cultivo, o micélio foi removido com o auxílio de uma pinça estéreo e imediatamente 

macerado em nitrogênio líquido. O RNA total foi extraído utilizando o reagente trizol 

(Invitrogem) conforme o método recomendado pelo fabricante, em que para cada 100 mg 

de micélio foram adicionados 1 mL do reagente trizol. Em seguida, as amostras foram 

incubadas por 5 min em temperatura ambiente para permitir a dissociação completa do 

complexo de nucleoproteínas. Após incubação, foram adicionados 200 μL de 

clorofórmio, as amostras foram homogeneizadas por inversão do tubo e incubadas por 5 

min a temperatura ambiente. Para a separação dos componentes celulares, realizou-se a 

centrifugação dos tubos por 15 min a 12.000 x g em baixas temperaturas (4 ºC). Três fases 

puderam ser observadas após a centrifugação: a fase orgânica, em que são encontradas 

proteínas e lipídos; a interfase, no qual estão contidos o DNA e a fase aquosa, região em 

que se encontra o RNA. A Fase aquosa foi capturada e transferida para um tubo novo 

para o isolamento do RNA. Uma quantidade de 500 μL de isopropanol foi adicionado nas 

amostras, sendo essas incubadas por 10 min a temperatura ambiente e posteriormente 

submetidas a centrifugação (12.000 x g) por 10 min a 4 ºC. Os sobrenadantes foram 

descartados e os pellets contento os RNAs precipitados foram ressuspensos com 1 mL de 

etanol 75 %. As amostras foram submetidas a agitação em vortex e centrifugadas (7500 

x g) por 5 min a 4 ºC. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram incubados 

para secagem em temperatura ambiente. Uma vez seca, as amostras foram ressuspensas 

em 50 μL de água mili-Q RNAse free e congeladas a -80 °C. 

 

GEL DE AGAROSE 

 

A qualidade e integridade das amostras de RNA e cDNA foram avaliadas a partir 

do gel polimerizado de 1% de agarose, dissolvido em tampão 1x de Tris/borato/EDTA e 

com 0,5 μg/mL de brometo de etídeo. As bandas foram visualizadas em transiluminador 
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com luz ultravioleta. 

 

REAÇÃO TRANSCRIPTASE REVERSA 

 

A síntese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit de 

transcrição reversa GoScript (Promega/ REF A500). O procedimento foi realizado 

segundo as instruções sugeridas pelo fabricante utilizando primers Oligo (DT)15. Os 

detalhes da reação estão descritos na tabela 8. 

 

Tabela 8. Reação transcriptase reversa 

 Concentração 

inicial 

Concentração 

final 

Volume 

RNA 35 ng/μL 3 µg 9,6 µL 

Primer Oligo(DT)15 50 µg 0,5 µg 1 µL 

Tampão GoScript 5x 1x 4 µL 

MgCl2 25 mM 2,5 mM 1,5 µL 

PCR nucleotídeos  0,5 mM 1 µL 

RNasim   1 µL 

H2O RNase free   1,4 µL  

GoScript 40 U 20U 0,5 µL 

Volume final   20 µL 

 

 

DESENHO DOS PRIMERS 

 

Foram desenhados oligonucleotídeos para amplificação dos cDNAs 

correspondentes às sequências de mananase identificadas por espectrometria de massas. 

O programa SnapGene foi utilizado para o desenho dos primers e posteriormente seus 

parâmetros (Temperatura de anelamento, formação de haipin, formação de self-dimer, 

formação de hetero-dimer) foram avaliados utilizando a plataforma Oligo Analyzer 

(https://www.idtdna.com). Nos oligonucleotídeos foram adicionados sítios de ancoragem 

reconhecidos pelas enzimas de restrição PstI e XbaI, respectivamente.  

 

REAÇÃO EM CADEIA POLIMERASE (PCR) 

 

Inicialmente a reação de PCR foi realizada em duas condições de temperatura, 

com intuito de avaliar a melhor condição de amplificação para os primers (tabela 9). A 
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enzima utilizada foi adquira junto a Promega (Go Taq HotStart Polymerase). As reações 

foram colocadas em um termociclador com a seguinte reação: 

 95ºC por 1 minuto 

 95ºC por 30 segundos 

 59,4ºC/56,5ºC por 30 segundos 

 72ºC por 3 minutos 

 72ºC por 5 minutos 

 4ºC por tempo indeterminado 

A reação foi programada para 30 ciclos, posteriormente a qualidade e integridade dos 

produtos de reação foram avaliados por meio de eletroforese em gel de agarose. 

 

Tabela 9. Reação em cadeia polimerase 

 Concetração 

inicial 

Concentração 

final 

Volume 

cDNA   2 µL 

Primer F 10 mM 0,5 mM 1 µL 

Primer R 10 mM 0,5 mM 1 µL 

MgCl2 25 mM 2,0 mM 1,6 µL 

Nucleotídeos 10 mM 0,2 mM 0,4 µL 

Tampão grennGotaq 5X 1X 4 µL 

H2O RNase free   9,75 µpL  

Go taq Hot Start 5 U 1,25 U 0,25 µL 

Volume final   20 µL 

 

 

PURIFICAÇÃO DOS CDNAS PROVENIENTES DA PCR 

 

Uma vez confirmada a amplificação do cDNA, 10 μL da reação foram aplicados 

em gel de agarose. Após a corrida, a banda do gel, referente ao produto de PCR, foi 

removida e submetida à purificação utilizando o Kit GeneJet Gel extration (Thermo 

Scientific). 

 

DIGESTÃO DO VETOR DE EXPRESSÃO E DO CDNA PURIFICADO 
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Os produtos de PCR e o vetor de expressão pGAPZαB (Figura 30) foram 

digeridos com as enzimas de restrição PstI e XbaI (fast digest, Thermo Scientific). Cada 

reação foi realizada com 0,5 µL de cada enzima, tampão universal (Thermo Scientifiic) 

na concentração final de 1x e 2 μg dos respectivos materiais a serem digeridos (vetor e 

cDNA), totalizando um volume final de 20 µL. As reações foram incubadas por 20 min 

à 37ºC, posteriormente a qualidade da digestão foi avaliada por meio de eletroforese em 

gel de agarose. 

 

 

Figura 30. Esquema do plasmídeo pGAPZαB. 

 

PURIFICAÇÃO E PRECIPITAÇÃO DO RNA 

 

O DNA contaminante foi removido da amostra do RNA por meio do tratamento 

com uma DNAse (Promega), em que para cada 1 μg de RNA foi considerado uma unidade 

da enzima DNAs. O protocolo foi realizado seguindo o manual da Promega no qual um 

volume final de 10 μL foi considerado. Após a incubação da amostra em 37 ºC, durante 

o perído de 15 min, o RNA foi precipitado utilizando 5,5 μL de acetato de sódio (3M) e 

150 μL de etanol. Posteriormente a amostra foi incubada a -20 °C overnight. 

Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 12000 x g por 5 min a 2 ºC, o sobrenadante 

foi descartado e o pellet foi submetido a secagem em tempera ambiente. Por fim, a 
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amostra foi ressuspensa em àgua mili-Q RNAse free. 

 

ELETROELUIÇÃO 

 

As amostras excisadas do zimograma foram cortadas em pedaços pequenos com 

o auxílio de uma pinça e posteriormente submetidas a uma câmara de eletroeluição com 

250 μL de tampão de corrida 1x (tris, glicina e SDS). Foi aplicado uma amperagem 

constante de 10 mA durante o período de 15 min. As amostras eletroeluidas foram 

congeladas a -20 °C e, posteriormente, analisadas em espectrômetro de massas. 
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RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

PURIFICAÇÃO PARCIAL DAS MANANASES DE CLONOSTACHYS BYSSICOLA 

 

ESTRATÉGIA DE PURIFICAÇÃO #1: 

 

Na estratégia #1 de purificação (Figura 29-A), a purificação parcial foi realizada 

à temperatura ambiente, em que a amostra do extrato bruto concentrado por ultrafiltração 

com membrana de retenção de 30 kDa, foi aplicada em coluna de troca aniônica do tipo 

Q Sepharose Fast Flow. Na figura 31 verifica-se que na eluição foram separados três 

picos de atividade de mananase. O primeiro pico foi eluído nas primeiras frações não 

ligadas a coluna do cromatograma denominado fração mananase QFF-PICO 1. Os outros 

dois picos eluíram durante o gradiente de NaCl e foram denominados fração mananase 

QFF-PICO 2 e fração mananase QFF-PICO 3. Junto com a atividade de mananase foram 

detectadas atividades de CMCase, xilanase e pectinase nas frações correspondendo aos 

picos QFF-PICO 1 e QFF-PICO 3, contudo na fração QFF-PICO 2 duas atividades 

residuais de xilanases e pectinases coeluíram juntamente com a atividade de mananase.  

Dessa forma devido ao grau de pureza da fração QFF-PICO 2, esta foi utilizada para 

análise em espectrometria de massas (abordagem button-up), mas em razão da baixa 

atividade e concentração desta amostra, não foi possível dar sequência a futuras etapas de 

purificação. Diante disso, a fração QFF-PICO 3 foi utilizada para as demais etapas de 

purificação, com o intuíto de obter uma fração com menores teores de contaminação 

proteicas. 
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Figura 31. Perfil cromatográfico do EBC em cromatografia de troca aniônica Q sepharose fast flow. 
A cromatografia foi realizada com um fluxo de 0,33 mL/min, coletando frações de 5 mL. Em  pH 7,5 
utilizando tampão fostato de sódio. 

 

A pureza das frações e o número aproximado de enzimas analisada por SDS-

PAGE e zimografía pode ser visualizado na figura 32. A multiplicidade de proteínas que 

eluíram no cromatograma é exibida no gel SDS-PAGE. Como observado, a quantidade 

de proteínas ao longo das etapas de purificação diminuíram de forma expressiva na fração 

QFF-PICO 2. Com base na degradação do substrato copolimerizado com galactomana 

1%, o zimograma apresentou várias proteínas com atividade mananase. A identificação 

de proteoformas de mananases é uma caracteristica pouco descrita na literatura, podendo 

ser encontrada multiplicidades de mananases descritas apenas no trabalho de  Hilge et al. 

(1996), onde foram identificadas três mananases produzidas por Thermomonospora 

fusca, embora as enzimas apresentassem pontos isoelétricos equivalentes, a mesma 

temperatura, pH e modo de ação, os tamanhos moleculares das enzimas eram diferentes, 

alternando entre 38 e 47 kDa. De acordo com Hilge et al. (1996), possivelmente essas 

diferenças de tamanho poderiam ser explicadas pelo grau de glicosilação, como também 

por outro tipo de processamento, como por exemplo a clivagem proteolítica dessas 

enzimas, uma vez que análises genômicas indicaram que as enzimas eram derivadas do 

mesmo gene. De acordo com Lermyte e Sobott (2015), proteoformas podem ser 

resultantes do splicing alternativo do RNA, pela ocorrência de mutações específicas, e 

por modificações pós-traducionais. 
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Seguindo a etapa de purificação, a fração QFF-PICO 3 foi aplicada em coluna 

de troca aniônica do tipo Q Sephorose high Performance (QSHP) (Figura 33), nesse caso 

observou-se a presença de dois picos com atividade de mananase que eluíram antes e 

durante o gradiente de NaCl, respectivamente. As atividades de mananases que eluíram 

durante o gradiente, Q sepharose high performance fração 11 (QHP11) e Q sepharose 

high performance fração 12 (QHP12), mostraram atividades residuais de xilanases e 

pectinases e um baixo perfil de proteínas.  

 

Figura 32. SDS-PAGE e zimograma (em rosa) do EBC e das frações cromatográficas de QFF fast flow. 

Abreviações: MM, marcador molecular; EBC, extrato bruto concentrado; QFFP1, fração mananase QFF 

pico 1; QFFP2, fração mananase QFF pico 2; QFFP3, fração mananase QFF pico 3. 
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Figura 33. Perfil cromatográfico da fração QFF-PICO3 em cromatografia de troca aniônica Q 
sepharose high performance. A cromatografia foi realizada com um fluxo de 1 ml/min, coletando 
frações de 1mL. 

 

O perfil de proteínas da fração cromatográfica pode ser observado nos resultados 

de SDS-PAGE na Figura 34. Nota-se que parte das proteínas foram eluidas no primeiro 

pico da cromatografia (QHPPICO1) com tamanhos variados, em contrapartida, poucas 

proteínas foram observadas nas frações com atividade de mananase eluídas no gradiente 

(QHP11-12) (Figura 34). Devido ao maior grau de pureza das amostras provenientes da 

cromatografia de troca aniônica Q Sepharose high performase, a fração QHP12 foi 

utilizada para identificação em espectrometria de massas utilizando a abordagem top-

down. 
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.  
Figura 34. SDS-PAGE da fração cromatográfica QFFG2 em cromatografia de troca aniônica Q 
sepharose high performance. Abreviações: MM, marcador molecular; QHPP1, fração pico 1; QHP11, 
fração  11; QHP12, fração 12. 

 

IDENTIFICAÇÃO DE MANANASES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

Para a identificação das mananases (provenientes das frações cromatográficas 

da primeira estratégia de purificação) por espectrometria de massas foram utilizadas duas 

abordagens diferentes. A fração do pico 2 da cromatografia de troca aniônica QFF foi 

aplicada em LC-MS/MS utilizando a proteômica buttom-up e a fração resultante da 

cromatografia de troca aniônica (QHP12) por apresentar maior grau de pureza foi 

submetida à análise em LC-MS/MS com abordagem top-down. Nas análises de 

bioinformática de busca no genoma de C. rosea sequenciado por Karlsson et al. (2015), 

foi possível encontrar uma endo-(1,4)-β-manosidase predita (BN869_T00006860). A 

endo-β-mananase (BN869_T00006860) identificada foi classificada dentro da família 

GH5, pelo banco de dados dbCAN (ttp://bcb.unl.edu/dbCAN2/index.php). Dentro do 

família GH5 podem ser reconhecidos diversos grupos de enzimas, entre as enzimas 

avaliadas são descritas compondo esta família endo-β-mananases (EC 3.2.1.78) e as exo-

β-mananases (EC 3.2.1.25). 

Em relação aos peptídeos analisados por top-down da fração QHP12 foi  

identificado uma proteína com uma massa molecular de 46 kDa e algumas prováveis 

modificações pós-traducionais (PTMs) com tamanhos que variam entre 266,16-268,2 Da. 

Por meio da busca no banco de dados de proteínas identificou uma provável 

celobiohidrolase (BN869_T00012520_1) e a identificação de domínios conservados de 
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enzimas ativas por carboidratos na plataforma dbCAN (), que possibilitou a classificação 

na família de GH7 não pertencente à família das mananases. 

A busca por PTMs no banco de dados Protein Information Resouse identificou 

proteoformas com adição de ácidos graxos (identificado como um agrupamento estearoil 

em resíduos de cisteína), fosfato e glicoproteínas. As PTMs são essenciais para a 

regulação de numerosos processos em eucariotos. A identificação dessas modificações 

por meio de espectrometria de massas tem evidenciado uma vasta gama de PTMs que 

ainda são alvos de estudos (Cain, Solis, e Cordwell 2014). 

As análise físico-químicas in-silico com a ferramenta ProtParam ExPasy 

(https://web.expasy.org/protparam/) possibilitou calcular a massa molecular e o ponto 

isoelétrico teórico para a proteína  endo-β-mananase (BN869_T00006860) de 106 kDa e 

5,69, respectivamente. Além disso, a plataforma é capaz de avaliar a estabilidade e a 

termoestabilidade teórica da proteína. Esta avaliação é realizada pela composição dos 

resíduos de aminoácidos. O índice de estabilidade predito para essa proteína foi de 31,91 

o que a classifica como estável. Este índice é baseado em uma escala de estabilidade em 

que valores inferiores a 40 a proteína pode ser considerada estável, enquanto valores 

superiores a 40 preveem uma proteína instável (Guruprasad et al. 1990). Com relação à 

temoestabilidade, a plataforma evidencia um parâmetro denominado índice alifático, no 

qual avalia o volume relativo de uma proteína ocupado pelas cadeias laterais alifáticas 

(alanina, valina, isoleucina e leucina), quando maior índice, maior a termoestabilidade de 

proteínas. A sequência de proteína predita para a mananase apresentou índice alifático de 

80,33, indicando ampla termoestabilidade. 

A análise por sigmalP 5.0  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para 

organismos eucariotos detectou a presença de um peptídeo sinal secretório do tipo padrão 

Sec/SPI (Figura 35) entre os resíduo 1 a 22 da endo-(1,4)-β-manosidase predita 

(BN869_T00006860). Devido à identificação de mananases secretadas quando C. 

byssicola utilizou a casca de soja como fonte de carbono, a presença de peptídeo sinal na 

sequência de proteica de mananase já era uma característica esperada. 
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A sequência correspondente ao transcrito obtido a partir do genoma de C. rosea 

é apresentada a seguir (Figura 36), servindo como parâmetro para o desenho dos primers 

na estratégia de identificação por biologia molecular. Como observado anteriormente, o 

peptídeo sinal foi destacado nos oligonucleotídeos iniciais da sequência 

(oligonucleotídeos em amarelo). No desenho dos primers as sequências destacadas em 

vermelho correspondem aos sítios de ancoragem das enzimas de restrição, e os 

oligonucleotídeos em negrito correspondem aos sítios de corte para as enzimas. Os 

primers utilizados na reação de PCR delimitaram uma sequência de 2800 pares de base.  

Após a identificação do transcrito predito e o desenho de primers, foi realizado 

a extração de RNA, como descrito na metodologia, resultando em produtos íntegros, no 

qual pode ser observado na Figura 37 produtos correspondentes as frações de RNA 

ribossômico 28s e 18s, indicando que os RNAs não estão degradados. Sabido das 

condições de integridade do RNA, o mesmo foi utilizado a síntese de cDNA como 

descrito na metodologia. 

 

 

 

Figura 35. Predição do peptídeo sinal para endo-β-mananase (BN869_T00006860) realizada por meio 
da plataforma SignalP 5.0. A linha contínua na cor vermelha (SP/SPI) indica a presença e o tipo de 
peptídeo sinal identificado; a linha tracejada (CS) na cor verde a sugestão para o sítio de clivagem entre o 
aminoácido ATA-AV; a linha salmão (OTHER) indica a probabilidade de que a sequência não tenha 
peptídeo sinal. 
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Figura 37. Análise da qualidade do RNA total por eletroforese em gel de agarose 1%. As duas bandas 
presentes em destaque referem-se as bandas de RNAs ribossomais (RNAr) 28S e 18S. 

 

O resultado da reação de síntese de cDNA foi avaliado por PCR (Figura 38). Nas 

duas condições experimentais da PCR foi amplificado uma única banda com o tamanho 

estimado de aproximadamente 3000 pb, não mostrando diferença entre ambas as 

condições de temperaturas analisadas. Ao que tudo indica, os primers foram capazes de 

amplificar especificamente o transcrito de mananase de C. byssicola predito. 

 

 

18 S 

28 S 

Figura 36. Transcrito predito para endo-β-mananase (BN869_T00006860) identificada a partir da fração 
semi-purificada por cromatografia (QFF-PICO2). A sequência em vermelho, preto e azul corresponde a 
sequência do primer desenhada, em que a enzima de restrição PstI (fast digest, termo Scientific) reconhece 
a região em negrito (identificada pela seta) no sentido 5’ e a enzima XbaI reconhece a região em negrito (no 
sentido 3’); a sequencia destacada em laranja corresponde ao peptídeo sinal. 
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Figura 38. Figura 38. Gel de agarose 1% mostrando os produtos de amplificação dos cDNAS 
responsáveis por codificarem mananases obtidas por C. byssicola. As setas indicam os diferentes 
tamanhos do marcador molecular representados em pares de base (pb). A amostra 1 indica o produto 
de PCR obtido quando utilizada uma temperatura de 59,4 ºC na fase de alongamento da PCR. A 
amostra 2 indica o produto de PCR obtido quando utilizada uma temperatura de 56,5 ºC na fase de 
alongamento da PCR. 

  

Após a confirmação da amplificação do transcrito predito, os produtos de PCR 

foram purificados do gel. Contudo, quando as amostras foram submetidas à digestão com 

as enzimas de restrição XbaI e PstI, pode-se notar que houve clivagem dentro do gene 

que codifica a produção de mananase uma vez que várias bandas com tamanhos entre 

1500-3000 bp foram observadas (Figura 39, amostra 1). Esse resultado instigou a 

profundas análises no banco de dados gerado por Karlsson et al. (2015), constatando que 

algumas sequências depositadas não foram totalmente sequenciadas, tornando 

questionável se a sequência de mananase encontrada por meio desse banco de dados 

estaria de fato correta. A análise feita para a escolha das enzimas de restrição constatou 

que dentro da sequência nucleotídica predita de mananase não havia sítio de clivagen para 

as enzimas selecionadas. Mas, não se pode descartar outras causas como a presença de 

isoformas enzimáticas com tamanhos semelhantes que possam apresentar esses sítios de 

restrição e a aparição dos sítios internos de restrição no cDNA amplificado como 

resultado dos processos de splicing do RNA mensageiro entre outros. No entanto, a 

clivagem dentro da sequência de cDNA indica bandas com tamanhos aproximados de 

1500 pb a 4500 pb, revelando que provavelmente no meio da sequência de cDNA existam 

códons não processados. 
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Figura 39. Gel de agarose 1% mostrando a purificação e digestão do produto do cDNA amplificado. 
As setas indicam os diferentes tamanhos do marcador molecular representados em pares de base 
(pb) de mananase. A amostra 1 indica a digestão do transcrito predito; a amostra 2 indica a digestão 
do vetor de expressão pGAPZαB. 

 

A repetição de todo o experimento envolvendo a parte de biologia molecular 

(extração de RNA, produção de cDNA e teste dos primers), foi realizada a fim de 

confirmar os resultados obtidos na Figura 39. De forma não esperada, o tratamento do 

RNA com DNAses, seguida da produção de cDNA por PCR, revelou que os primers 

desenhados para a sequência predita de mananase não foram capazes de reconhecer e 

amplificar a amostra de cDNA. Apenas foi reconhecido e amplificado o cDNA decorrente 

do RNA não tratado. A explicação provável para tal resultado poderia estar relacionada 

com o fato de os primers estarem reconhecendo o DNA genômico contaminante e não a 

sequência de cDNA (dados não mostrados). 

O reconhecimento de gaps encontrados no sequenciamento realizado por 

Karlsson e colaboradores (2015) também pode ser evidenciada por Broberg et al. (2018). 

Desta forma, foram delineadas as seguintes questões: a) se a sequência obtida por meio 

dos transcritos preditos utilizando o banco de dados de C. rosea estivesse errada, seria 

possível identificar a sequência por meio do sequenciamento? b) a obtenção de mananases 

por meio de outra metodologia facilitaria a identificação utilizando um banco de dados 

diferente ao utilizado? c) seria possível sequenciar todas as mananases produzidas por C. 

byssicola? 

A partir dessas questões foram delineadas novas metodologias a fim de identificar as 

mananases secretadas por C. byssicola. 
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SEQUENCIAMENTO DO TRANSCRITO PREDITO 

 

O sequenciamento do cDNA que codifica a mananase predita por C. byssicola 

realizado pela empresa macrogen (metodologia sanger) evidenciou por meio do 

alinhamento múltiplo que ambas as sequências contêm regiões que não se sobrepõe 

(Figura 40). A análise do sequenciamento demostra que os nucleotídeos iniciais e finais 

não puderam ser detectados, em contrapartida o alinhamento das amostras constatou que 

a mananase predita de C. byssicola (BN869_T00006860) identificada utilizando o banco 

de dados obtido por Karlsson e colaboradores (2015) não contém algumas regiões 

encontradas na amostra sequenciada.  

 

 

 
                                                                                                                                  

 

continua.... 
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continuação... 

 

 
Figura 40. Alinhamento múltiplo utilizando a plataforma CLUSTAW (https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw).  A sequência identificada como sequenciamento foi fornecida pela macrogen. A 
sequência BN869_T00006860_1 faz referência a mananase predita por C. byssicola. 
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A identificação de sítios de restrição para as enzimas selecionadas dentro do gene 

sequenciado (dados nos mostrados), reafirma que ambas as amostras apresentam 

diferenças expressivas. Pode-se constatar um sítio de restrição para a enzima XbaI aos 

1302 pb, o que explica a clivagem da sequência durante a digestão da amostra. Desta 

forma a continuidade do experimento tornou-se inviável. 

 

ELETROELUIÇÃO 

 

Sabido da potencialidade de C. byssicola em secretar proteoformas de 

mananases, a obtenção de mananases por meio da eletroeluição de amostras oriundas do 

zimograma foi uma das metodologias possíveis para a tentativa de identificação dessas 

proteínas por meio de espectrometria de massas. A eletroeluição é uma alternativa que 

tem sido amplamente utilizada para o estudo de proteínas. Nesta técnica, as zonas de 

proteínas são localizas no gel, após a coloração, removidas e posteriormente são 

adicionadas em uma “câmara de eletroeluição” (Dunn 2004). No zimograma (Figura 41-

A) podem ser detectadas cinco regiões em que o substrato manana 1% copolimerizado 

em gel foi degradado por enzimas que catalisam a hidrólise de componentes 

hemicelulósicos, ambas as cinco regiões foram excisadas e eletroeluidas (Figura 41-B). 

 

A) B) 

Figura 41. Eletroeluição das amostras excisadas do zimograma. A): Gel SDS-PAGE 15 % 
evidenciando as amostras do extrato bruto concentrado (EBC) e o zimograma destacando 
as amostras que foram removidas para a eletroeluição. B) Gel SDS-PAGE 15 % demostrando 
as amostras eletroeluidas. 
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Com exceção da amostra cinco, todas as demais amostras puderam ser 

detectadas no gel SDS-PAGE (Figura 41-B). Apesar da identificação de mais de uma 

banda proteica para amostra 1, 2 e 4, é notório que a metodologia foi capaz não só de 

recuperar, mas de evidenciar o provável tamanho de todas as mananases eletroeluidas. 

Após a eletroeluição das proteínas, as amostras foram aplicadas em espectrômetro de 

massa (abordagem buttom-up) e posteriormente analisadas. 

A Tabela 10 resume a identificação de proteínas na base de dados Uniprot a partir das 

quatro amostras analisadas. Apenas as amostras que apresentaram maiores porcentagens 

de cobertura foram consideradas, sendo identificadas prováveis glucanases (também 

conhecidas como celulases). Como é observado na Tabela 10, as proteínas eletroeluidas 

das três primeiras bandas da Figura 41-B correspondem a mesma glucanase 

(A0A0B7KAJ6), mas como é de esperar com diferente grau de cobertura. Essa diferença 

de cobertura pode ser devida as diferenças de massa molecular das bandas observadas na 

SDS-PAGE/zimograma o que pode sugerir que são fragmentos da proteólise de uma 

mesma enzima. A banda 4 identificou similarmente outra glucanase (A0A0B7JSV4) na 

base de dados de Uniprot (Tabela 10). 

Quando comparamos os resultados da proteômica com as proteínas preditas do genoma 

de C. rosea, nota-se que as três primeiras amostras também corresponderam a prováveis 

exo-glucanases, em contrapartida a amostra quatro identificou uma possível endo-

xilanase (Tabela 11). Sendo que as bandas 2 e 3 eletroeluidas identificam a mesma exo-

glucanase (BN869_T00010581_1), a banda 1 identifica outra exo-glucanase 

(BN869_T00007862_1) e a banda 4 à endo-xilanase (BN869_T00005784_1). 

 

Tabela 10. Identificação de mananases preditas utilizando o banco de dados do uniprot. 

    Amostra Acesso Cobertura 

(%) 

Massa Descrição 

1 A0A0B7KAJ6|A0A0B7KAJ6_BIOOC 54 48239 Glucanase 

2 A0A0B7KAJ6|A0A0B7KAJ6_BIOOC 81 48239 Glucanase 

3 A0A0B7KAJ6|A0A0B7KAJ6_BIOOC 56 48239 Glucanase 

4 A0A0B7JSV4|A0A0B7JSV4_BIOOC 26 45632 Glucanase 
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Tabela 11. Identificação de mananases preditas utilizando o banco de dados de C rosea. 

    Amostra Acesso Cobertura 

(%) 

Massa Descrição 

1 BN869_T00007862_1 39 54404 Exo-glucanase 

2 BN869_T00010581_1 82 48239 Exo-glucanase 

3 BN869_T00010581_1 57 48239 Exo-glucanase 

4 BN869_T00005784_1 22 36587 Endo-xilanase 

 

A não identificação de nenhum tipo de mananase entre as amostras analisadas é 

um resultado incompreensível. A análise feita por Gomes et al. (2020) em relação a 

identificação de GHs no secretoma de C. byssicola quando cultivado em casca de soja, 

mostrou uma quantidade considerável de GHs pertencentes a família 2, 5 ,26 e 43. Apesar 

de todas essas famílias representarem as famílias compostas por mananases, de modo 

semelhante podem ser encontradas celulases e xilanases nas famílias 2, 5 e 26. Desta 

forma, provavelmente a semelhança entre os domínios conservados para as enzimas 

citadas podem de alguma forma influenciar nos resultados obtidos. 

A busca por informações mais específicas sobre as glucanases identificadas, 

utilizando a plataforma dbCAN, evidenciou que todas as três primeiras glucanases 

identificadas na Tabela 10 foram agrupadas na família 7 das GHs. Em contrapartida, a 

amostra 4, identificada como glucanase, mostrou-se agrupada dentro da família de CE  

15, não correspondendo com a descrição obtida pelo banco de dados. Com relação a 

Tabela 11, todas as exo-glucanases também foram descritas como GH 7 e a endo-xilanase 

como CE. 

Partindo do pressuposto que as 4 amostras identificadas fossem proteínas 

diferentes seria possível que todas elas fossem de fato glucanases? Na tentativa de 

responder a essa pergunta foi realizado um zimograma para confirmar se a atividade de 

mananase seria diferente da atividade da celulase e xilanase, ou se estaríamos tratando de 

proteínas com atividades inespecíficas. A Figura 42 evidencia o zimograma do EBC para 

as enzimas que degradam manana, CMC, xilana e pectina. A análise do gel deixa claro 

que a degradação do gel copolimerizado com substratos específicos para cada enzima 

produz faixas de degradação com tamanhos diferentes e certa coincidência em alguma 
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banda de mananase e CMCase. A análise da migração relativa para o cálculo dos 

prováveis tamanhos moleculares mostrou que podem ser detectadas celulases com 

tamanhos de 50, 40 e 35 kDa, uma única xilanases com 15 kDa, pectinases com tamanhos 

de 39 e 45 kDa e mananases com tamanhos de 60, 48, 40 e 35 kDa. 

 

 

 

Figura 42. Gel SDS-PAGE evidenciando as amostras do extrato bruto concentrado (EBC) e o 
zimograma destacando a degradação do substrato manana 1% (copolimerizado pela manana 1%, 
carboximetilcelulose 1%, xilana oat spelt 1% e pectina1%) pelas mananases, CMCases, xilanases e 
pectinases, respectivamente. 

 

Apesar da maioria das enzimas apresentarem tamanhos próximos, a 

sobreposição de uma única região de degradação da celulose com a mananase torna 

esclarecido que a não identificação de mananases pode estar relacionada com a 

semelhança entre os domínios conservados para as diferentes enzimas e não com a 

inexistência de mananases no EBC. Contudo, a falta de um banco de dados de referência 

para C. byssicola tem dificultado a confirmação da presença ou não de enzimas que 

degradam manana. 
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SEQUÊNCIAMENTO DO RNA TOTAL DE C. BYSSICOLA PARA A 

IDENTIFICAÇÃO DE MANANASES 

 

A busca por sequencias de mananases produzidas por C. byssicola resultou no 

sequenciamento do RNA total pela empresa macrogen (Illumina HiSeq 2000). Após 

processamento dos dados realizado pelo Dr. Leonardo Silva do laboratório de virologia 

da Universidade de Brasília, foi feita a análise dos contigs. A busca por GHs foi realizada 

utilizando o banco de dados dbCAN e, posteriormente, foi feita a anotação da provável 

enzima de acordo com o banco de dados NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As 

análises das GHs que integram as mananases, galactosidases, celulases, xilanases, 

pectinases e arabinofuranosidases, foram executadas considerando apenas as famílias 

dessas enzimas descritas pelo CAZy (Tabela 12). Com relação à anotação de mananases, 

foi possível identificar mananases que abarcam as famílias 2, 5, 113 e 164. Sendo 

identificada três mananases para a família GH 2, duas mananases que integram a família 

GHs 5 e uma mananase que compõe as famílias GHs 113 e 164, respectivamente. As 

mananases identificadas pelo dcCAN compondo as famílias 147 e 158, na verdade podem 

não serem de fato essas enzimas, uma vez que para essas famílias são descritas apenas β-

galactosidades e β-glucosidades, respectivamente. A observação dos contigs que 

correspondem as mananases detectadas, revela que apesar de serem encontradas 7 

possíveis mananases nas famílias citadas acima, apenas três contigs são apontados 

(>5_1_contig_19008 (acesso KPM37442.1) e >5_1_contig_5487 (acesso KPM45420.1) 

e (>5_1_contig_3352 (acesso KFH47185.1). A identificação de apenas três contigs 

relacionados com a atividade de mananase evidencia que as múltiplas mananases 

observadas no zimograma, provavelmente são codificadas por três genes. Desta forma os 

vários tamanhos de mananases identificadas no zimograma podem estar relacionados ao 

processamento do RNA mensageiro ou por meio de modificações pós-traducionais 

(Badhan et al. 2007). 
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Tabela 12. Anotação das prováveis enzimas identificadas em cada família de GHs. A identificação das 
GHs a priorifoi realizada utilizando a plataforma dbCAN e posteriormente as GHs foram comparadas 
com outras proteínas no bando de dados do NCBI para a anatoção da proteína predita. 

 

GH 

 

CONTIG 

 

DESCRIÇÃO 

 

ACESSO 

1 >5_1_contig_872  beta-glucosidase [Fusarium 

austroafricanum] 

KAF4444277.1 

1 >5_1_contig_216

7 

endo-1,4-beta-xilanase [Fusarium 

albosuccineum] 

KAF4461279.1 

1 >5_1_contig_152

49 

beta-glucosidase [Acremonium chrysogenum 

ATCC 11550] 

KFH48949.1 

1 >5_1_contig_169

43 

endo-1,4-beta-xilanase [Trichoderma 

lentiforme] 

KAF3070142.1 

1 >5_1_contig_193

94 

beta-glucosidase [Trichoderma harzianum] ART28553.1 

1 >5_1_contig_198

64 

beta-glucosidase [Fusarium tjaetaba] XP_037202737.

1 

1 >5_1_contig_308

01 

beta-glucosidase [Saitozyma sp. JCM 24511] GFZ48987.1 

1 >5_1_contig_339

60 

beta-glucosidase [Fusarium denticulatum]  KAF5679124.1 

2 >5_1_contig_258 beta-galactosidase [Neonectria ditissima] KPM41021.1 

2 >5_1_contig_979 beta-galactosidase [Acremonium 

chrysogenum ATCC 11550]  

KFH40945.1 

2 >5_1_contig_219

8 

beta-galactosidase  [Neonectria ditissima] KPM45282.1 

2 >5_1_contig_3352 beta-manosidase [Acremonium chrysogenum 

ATCC 11550] 

KFH47185.1 

2 >5_1_contig_533

2 

beta-galactosidase  [Neonectria ditissima] KPM45282.1 

2 >5_1_contig_5487 endo-1,4-beta-manosidase [Neonectria ditissima]  KPM45420.1 

2 >5_1_contig_752

9 

beta-galactosidase  [Neonectria ditissima] KPM45282.1 

2 >5_1_contig_103

22 

beta-galactosidase [Colletotrichum 

spinosum] 

TDZ40433.1 

2 >5_1_contig_19008 endo-1,4-beta-manosidase [Neonectria ditissima]  KPM37442.1 

2 >5_1_contig_300

72 

beta-galactosidase [Neonectria ditissima] KPM45282.1 

3 >5_1_contig_101

87 

beta-glucosidase [Trichoderma parareesei] OTA01498.1 

3 >5_1_contig_242

88 

beta-glucosidase  [Acremonium chrysogenum 

ATCC 11550] 

KFH43136.1 

3 >5_1_contig_308

02 

beta-glucosidase [Fusarium agapanthi] KAF4494686.1 

5 >5_1_contig_359

7 

beta-glucosidase [Acremonium chrysogenum 

ATCC 11550] 

KFH47190.1 

5 >5_1_contig_5487  endo-1,4-beta-manosidase  [Neonectria 

ditissima]  

KPM45420.1 

5 >5_1_contig_623

0 

alpha-L-arabinofuranosidase  [Trichoderma 

harzianum] 

KKP05778.1 
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5 >5_1_contig_665

2 

endoglucanase  [Acremonium chrysogenum 

ATCC 11550] 

KFH44162.1 

5 >5_1_contig_694

7 

 endo-1,6-beta-glucosidase [Neonectria 

ditissima] 

KPM46009.1 

5 >5_1_contig_101

90 

alpha-L-arabinofuranosidase  [Trichoderma 

harzianum] 

KKP05778.1 

5 >5_1_contig_152

49 

beta-glucosidase  [Acremonium chrysogenum 

ATCC 11550] 

KFH48949.1 

5 >5_1_contig_169

43 

endo-1,4-beta-xilanase  [Trichoderma 

lentiforme] 

KAF3070142.1 

5 >5_1_contig_190

08 

endo-1,4-beta-mannosidase [Neonectria 

ditissima] 

KPM37442.1 

5 >5_1_contig_318

33 

 endo-1,6-beta-glucosidase  [Fusarium sp. 

AF-4] 

RSM06318.1 

5 >5_1_contig_339

60 

beta-glucosidase [Fusarium denticulatum] KAF5679124.1 

6 >5_1_contig_138

99 

 celobiose  [Fusarium phyllophilum] KAF5570801.1 

6 >5_1_contig_216

16 

endo-glucanase  [Fusarium langsethiae] KPA37439.1 

7 >5_1_contig_142

99 

endo-glucanase [Fusarium floridanum] RSL86907.1 

7 >5_1_contig_269

65 

exo-glucanase  [Fusarium proliferatum] XP_011316255.

1 

10 >5_1_contig_216

7 

endo-1,4-beta-xilanase [Fusarium 

heterosporum] 

KAF5663707.1 

10 >5_1_contig_659

1 

 alpha-L-arabinofuranosidase  [Neonectria 

ditissima] 

KPM34560.1 

11 >5_1_contig_813

6 

endo-1,4-beta-xilanase [Fusarium 

heterosporum] 

KAF5662544.1 

11 >5_1_contig_273

88 

endo-1 4-beta-xylanase [Fusarium sp. NRRL 

52700] 

KAF5625988.1 

12 >5_1_contig_178

2 

endo-glucanase [Clonostachys rosea] AAM77707.1 

12 >5_1_contig_275

70 

endo-glucanase [Clonostachys rosea] AAM77709.1 

16 >5_1_contig_460

9 

beta-glucanase  [Acremonium chrysogenum 

ATCC 11550] 

KFH48231.1 

16 >5_1_contig_222 1,3-beta-glucosidase [Purpureocillium 

lilacinum] 

Purpureocillium 

lilacinum 

16 >5_1_contig_678 endo-1,3-beta-glucosidase [Trichoderma 

lentiforme] 

KAF3071532.1 

16 >5_1_contig_262

0 

endo-1,3-beta-glucanase [Fusarium 

bulbicola] 

KAF5965113.1 

16 >5_1_contig_290

3 

endo-1,3(4)-beta-glucanase [Fusarium 

albosuccineum] 

KAF4466318.1 

16 >5_1_contig_118

17 

endo-13(4)-beta-glucanase [Fusarium 

albosuccineum] 

KAF4472053.1 

16 >5_1_contig_151

53 

 endo-1,3-beta-glucosidase [Tolypocladium 

paradoxum] 

POR33270.1 
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16 >5_1_contig_267

82 

xilanase  [Fusarium langsethiae] KPA43745.1 

16 >5_1_contig_278

03 

 endo-1,3(4)-beta-glucanase [Tolypocladium 

ophioglossoides CBS 100239] 

KND89754.1 

16 >5_1_contig_289

16 

endo-1,3(4)-beta-glucanase [Fusarium 

heterosporum] 

KAF5661530.1 

17 >5_1_contig_359

7 

glucan endo-1,3-beta-glucosidase-like 

protein [Acremonium chrysogenum ATCC 

11550] 

KFH47190.1 

17 >5_1_contig_540

3 

putative beta-glucosidase btgE [Fusarium 

culmorum]  

PTD12287.1 

17 >5_1_contig_772

5 

endo-beta-1,3-glucanase [Purpureocillium 

lilacinum]  

XP_018173927.

1 

17 >5_1_contig_100

82 

 1,3-beta-glucosidase [Acremonium 

chrysogenum ATCC 11550]  

KFH46577.1 

30 >5_1_contig_120

64 

 endo-beta-1,4-xilanase [Trichoderma 

guizhouense] 

OPB43779.1 

30 >5_1_contig_276

20 

 endo-beta-1,4-xilanase [Trichoderma 

guizhouense] 

OPB43779.1 

35 >5_1_contig_998

3 

beta-galactosidase [Beauveria bassiana] PMB64150.1 

35 >5_1_contig_280

01 

beta-galactosidase [Geosmithia morbida] XP_035323457.

1 

39 >5_1_contig_659

1 

alpha-N-arabinofuranosidase  [Fusarium 

albosuccineum] 

KAF4462744.1 

39 >5_1_contig_276

20 

endo-beta-1,4-xilanase [Trichoderma 

guizhouense] 

OPB43779.1 

42 >5_1_contig_533

2 

beta-galactosidase  [Neonectria ditissima] KPM45282.1 

42 >5_1_contig_169

43 

endo-1,4-beta-xilanase  [Trichoderma 

lentiforme] 

KAF3070142.1 

42 >5_1_contig_190

08 

cellulose  [Colletotrichum orchidophilum] XP_022468434.

1 

45 >5_1_contig_289

52 

Endoglucanase  [Purpureocillium lilacinum] XP_018173442.

1 

54 >5_1_contig_623

0 

arabinosidase  [Pholiota molesta] KAF8200081.1 

54 >5_1_contig_930

6 

alpha-L-arabinofuranosidase  [Trichoderma 

harzianum] 

KKP05778.1 

54 >5_1_contig_101

90 

alpha-L-arabinofuranosidase [Trichoderma 

virens] 

AHC03897.1 

55 >5_1_contig_132

08 

beta-1,3 exoglucanase [Fusarium bulbicola] KAF5983755.1 

55 >5_1_contig_142

05 

beta-1,3-glucanase [Acremonium sp. OXF 

C13] 

AAW47927.1 

81 >5_1_contig_198

26 

endo-1,3-beta-glucanase  [Purpureocillium 

lilacinum] 

Escovopsis 

weberi 

113 >5_1_contig_19008 endo-1,4-beta-manosidase [Verticillium alfalfae 

VaMs.102] 

XP_003005982.1  

128 >5_1_contig_359

7 

 endo-1,3-beta-glucosidase  [Acremonium 

chrysogenum ATCC 11550]  

KFH47190.1 



144 
 

 

130 >5_1_contig_192

69 

endo-1,4-beta-xilanase [Pochonia 

chlamydosporia 170] 

XP_022285477.

1 

137 >5_1_contig_264

21 

 arabinofuranosidase [Metarhizium 

anisopliae] 

KAF5133083.1 

147 >5_1_contig_19008  endo-1,4-beta-manosidase [Neonectria ditissima]  KPM37442.1 

148 >5_1_contig_262

8 

cellulase [Fusarium heterosporum] OBS22702.1 

157 >5_1_contig_540

3 

beta-glucosidase  [Fusarium albosuccineum] KAF4458212.1 

158 >5_1_contig_3352 beta-mannosidase [Neonectria ditissima]  KPM45849.1 

158 >5_1_contig_445

6 

exo-beta-D-glucosaminidase [Acremonium 

chrysogenum ATCC 11550]  

KFH44367.1 

158 >5_1_contig_540

3 

beta-glucosidase  [Fusarium albosuccineum] KAF4458212.1 

158 >5_1_contig_100

82 

1,3-beta-glucosidase [Acremonium 

chrysogenum ATCC 11550]  

KFH46577.1 

158 >5_1_contig_190

08 

 1,3-beta-glucosidase-like protein 

[Acremonium chrysogenum ATCC 11550] 

KFH46577.1 

164 >5_1_contig_5487  endo-1,4-beta-manosidase [Neonectria ditissima]  KPM45420.1 

 

A abundância de celulases (27 celulases anotadas) em relação as demais 

enzimas, pode ser explicada pela quantidade de famílias já descritas para essas enzimas. 

Apenas para as endo-glucanases são descritas 24 famílias no banco de dados CAZy. Além 

do mais, quando avaliamos o principal componente dos resíduos lignocelulósicos a 

celulose é sem dúvidas o componente encontrado com maiores porcentagens. Algumas 

enzimas relacionadas à degradação de xilanas também foram identificadas em uma 

quantidade considerável, totalizando 12 xilanases anotadas entre as GHs. Com relação as 

galactosidases podem ser anotadas 10 enzimas, estando a maioria presente na família de 

GH 2. Por fim, nenhuma pectinase foi detectada; no entanto, as enzimas que removem os 

substituintes laterais da xilana e pectina (as arabinases ou arabinosidases) foram 

encontradas. 

 

ESTRATÉGIA DE PURIFICAÇÃO #2: 

 

Devido aos resultados inconclusivos durante os estudos e análises de 

identificação de mananases por espectrometria de massas, biologia molecular e 

sequenciamento do cDNA, decidiu-se adotar uma estratégia cromatográfica mais 

abrangente e combinada para tentar isolar algumas das mananases presentes no extrato 
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bruto. Para isso, volumes maiores de cultivo foram realizados seguindo a metodologia do 

capítulo 2. 

O extrato bruto concentrado por ultrafiltração, em membrana de retenção de 30 kDa, foi 

submetido à cromatografia em coluna de DEAE Sepharose Fast Flow em duas condições 

de pH (pH 5 e pH 7), com o objetivo de identificar o melhor pH para ligação das proteínas 

à matriz. A Figura 43 mostra o resultado de ambas as purificações. Pode-se observar que 

em ambas as purificações dois picos de proteína eluem dentro do gradiente, e o resultado 

em pH 5 foi mais eficaz e eficiente na ligação das proteínas à matriz. Por este motivo, a 

condição experimental em pH 5 foi selecionada para realizar a primeira etapa de captura 

de proteína no processo cromatográfico. 

A análise das atividades enzimáticas em todas as frações de eluição é mostrada na Figura 

44. Em ambos os perfis cromatográficos, observa-se que as atividades enzimáticas estão 

concentradas nas frações de ambos os picos de eluição das proteínas (pico I e pico II). 

Dois picos de atividade de mananase são observados e correspondem aos dois picos de 

eluição de proteínas, sendo que esses estão mais bem delimitados na condição de pH 5 

(Figura 44-B). Além disso, nesta condição, a atividade de mananase no pico 2 contém 

menos contaminantes (sendo observada apenas atividade de xilanase) em relação ao pico 

1 (Figura 44-B). A análise da composição de proteínas por SDS-PAGE indica a presença 

de bandas em três regiões de massas moleculares. A pH 7, as proteínas em ambos picos 

se concentram entre 25-39 kDa e 41-100 kDa (SDS-PAGE Figura 45-B poços 1 F22 e 

F28). No entanto, as frações obtidas em pH 5 apresentam distribuições em três regiões 

menores de 26 kDa, 25-39 kDa e 41-100 kDa (SDS-PAGE Figura 45-B poços 2 F22 e 

F28). Ademais, foi constatado a presença de uma banda abundante de proteína de 

aproximadamente 30 kDa no pico 2 de eluição. 
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(A)  

(B)  
Figura 43. Cromatografias de troca aniônica em DEAE Shepharose Fast Flow, em tampão fosfato 
de sódio pH 7 (A) e tampão acetato desódio pH 5 (B). A composição de proteínas por SDS-PAGE 
e as atividades enzimáticas das frações eluidas foram analisadas e apresentadas na Figura 44. 
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As frações proteicas do pico 1 (DEAE_P1) e 2 (DEAE_P2) da DEAE Sepharose 

Fast Flow a pH 5 foram submetidas a sucessivas cromatografias de trocas aniônicas e 

catiônicas em pH 5 com o objetivo de isolar as frações de mananases de ambos picos.  O 
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 2
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n

m

Frações

 mananase

 celulase

 xilanase

 pectinase

 OD280nm

  

  

 
                                 1           2 

B) 

A) 

Figura 44. Atividades enzimáticas das frações cromatográficas da troca aniônica em DEAE Sheparose Fast 
Flow em tampão fosfato de sódio pH 7 (A) e tampão acetado de sódio pH 5 (B). A composição de proteínas 
por SDS-PAGE 15% das frações de maior absorbância dos picos I (F22) e II (F28) nas condições pH 7(1) e 
pH 5 (2) são apresentadas à direita da Figura B. 
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pico DEAE_P1 foi separado em dois volumes iguais e aplicados em diferentes colunas 

de trocas aniônica QXLFF e catiônica SPFF, respectivamente. Os resultados são 

mostrados na Figura 45 onde pode-se observar que não há eluição da proteína no gradiente 

da coluna de SPFF (Figura 45-B), em contrapartida, um grande pico de proteínas foi 

eluído durante o gradiente na QXLFF (Figura 45-A). Estes resultados indicam, como 

esperado, que em pH 5 praticamente todas as proteínas do pico DEAE_P1 possuem cargas 

negativas e, portanto, são novamente recapturadas em um trocador de ânions. Não 

obstante, não aconteceu separação de novos picos de eluição no gradiente aniônico 

(Figura 45-A) e não houve capturas de proteínas na matriz catiônica (Figura 45-B). 

Quando analisadas as atividades enzimáticas das frações eluídas em cada cromatografia, 

pode-se observar que praticamente não há atividade nas frações da SPFF (Figura 46-A). 

Apenas pequenos picos de atividade de mananases são observados na fração não fixada, 

como também atividade de pectinase no primeiro dos três picos de proteínas eluídas. A 

análise da composição das proteínas por SDS-PAGE 15 % das frações não fixadas à 

coluna (F2-9), incluída a F3 com atividade mananase, mostraram composição similar de 

proteínas com bandas a 25, 35, 40, 50, 60, 70 e 100 kDa aproximadamente (SDS-PAGE 

Figura 46-B poços SPFF F2, F3, F9). Entretanto, a composição proteica dos três picos de 

eluição do gradiente diferem entre si, com tamanhos de 25, 35 e 50 kDa para o pico 

SPFF_1; de 35 e 40 kDa para o pico SPFF_2 e de 30, 35, e 40 kDa para o pico SPFF_3. 

A análise da fração SPFF_1 por espalhamento dinâmico de luz (DLS) mostrou a presença 

de moléculas com diâmetros hidrodinámicos de 4 e 6,5 nm correspondentes a massas 

moleculares de 19 e 53 kDa, respectivamente de acordo com as triplicatas analisadas 

(Figura 47-A e Tabela). Essas massas moleculares estimadas por DLS coincidem com as 

estimadas por SDS-PAGE para essa fração de proteínas eluidas. As análises das frações 

SPFF_2 e SPFF_3 pelo DLS sugeriu a presença de grandes moléculas ou agregados com 

diâmetros de 122 e 91 nm correspondentes a massas de 51 000 e 26 000 kDa, 

respectivamente (Figura 47-B e Tabela). 

 

 

  



149 
 

 

                (A)  

   

                  (B)  

Figura 45. Cromatografias de troca aniônica (A) e catiônica (B) em QXL  e SP Sheparose Fast Flow da 
fração DEAE_P1, respectivamente. Em tampão acetato de sódio pH 5. A composição de proteínas por 
SDS-PAGE e as atividades enzimáticas das frações eluidas foram analisadas e apresentadas na Figura 
46. 
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(A)  

(B)  
Figura 46. Atividades enzimáticas das frações cromatográficas de troca catiônica (A) e aniônica (B) em 
SP e QXL Sheparose Fast Flow, da fração DEAE_P1 respectivamente. As composições das proteínas por 
SDS-PAGE 15 % das frações de maior absorbância são apresentadas à direita da Figura B. 
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(A)  

 

(B)  

 
Figura 47. Analise por DLS das frações eluídas da cromatografia de troca catiônica SPFF da fração DEAE_P1. (A) 
Distribuição de intensidade, volume, e número de moléculas nas triplicatas da fração SPFF_1. (B) Distribuição de 
intensidade, volume, e número de moléculas nas frações SPFF_2 e SPFF_3. Nas Tabelas anexas são resumidos os 
diâmetros hidrodinâmicos e as massas moleculares estimadas das partículas. 
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PI v1 4.19 ± 0.32 19.0 ± 6.2 monodisperse 100

PI v2 6.50 ± 1.07 53.1 ± 17.5 monodisperse 99

PI v3 6.50 ± 0.78 53.1 ± 15.9 monodisperse 99
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Em contrapartida, no grande pico de eluição de proteínas da QXLFF, pelo menos três 

atividades enzimáticas principais são observadas: mananase, celulase e pectinase (Figura 

46-B). A análise do perfil de proteína por SDS-PAGE 15 % indicou a ausência de proteína 

na fração não fixada e presença de um grande número de proteínas no pico de eluição 

QXLFF com massas moleculares distribuídas em um amplo espectro de massa de 25 kDa 

a 100 kDa (Figura 46-B). Apesar da abundância de proteínas com diferentes pesos 

moleculares, quando essa fração foi analisada por DLS, apenas a presença de uma 

população de partículas com diâmetro hidrodinamico de 7 nm e massa molecular de 75 

kDa foi identificada (Figura 48). Provavelmente as outras proteínas identificadas por 

SDS-PAGE formam agregados em partículas maiores as quais são eliminadas durante a 

centrifugação das amostras antes da leitura ou escapem do limite máximo de detecção do 

equipamento DLS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As frações de proteínas do pico 2 (DEAE_P2) da DEAE Sepharose Fast Flow a 

pH 5 foram separadas em dois volumes iguais e aplicadas em diferentes colunas de troca 

aniônica QXLFF e catiônica SPFF no mesmo pH, respectivamente. Os resultados são 

mostrados na Figura 49 e demonstram, resultados similares aos Pico DEAE_P1, em que 

não há eluição da proteína no gradiente da coluna de SPFF (Figura 49-A), mas há eluição 

de um grande pico de proteínas no de QXLFF (Figura 49-B). Portanto e como esperado, 
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Figura 48. Analise por DLS das frações eluídas na cromatografia de troca aniônica QXLFF da fração 
DEAE_P1. Distribuição de intensidade, volume, e número de moléculas na fração QXLFF. Na Tabela 
anexa são resumidos os diâmetros hidrodinâmicos e as massas moleculares estimadas das partículas. 
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a pH 5, praticamente todas as proteínas do pico DEAE_P2 também possuem cargas 

negativas e não são capturadas em um trocador catiônico como o SPFF (Figura 49-A). 

Não ocorrendo separação de novos picos no gradiente aniônico (Figura 49-B). 

Quando analisadas as atividades enzimáticas das frações eluídas em cada cromatografia, 

pode-se observar que praticamente não há atividade nas frações da SPFF (Figura 50-A) e 

a composição de proteína por SDS-PAGE de algumas frações não fixadas (F4, 9, 20) 

mostrou composição similar de proteínas com bandas a 25, 30, 40, 45, 50, 60, 66 e 100 

kDa aproximadamente (SDS-PAGE Figura 50-B poços SPFF F4, F9, F20). No caso das 

frações maiores que a F33, nenhuma banda de proteína foi observada no gel. Porém 

quando as frações F29-33 do pequeno pico de eluição em SPFF foram analisadas por 

DLS, observou-se a presença de um conjunto de moléculas pequenas com diâmetros 

hidroninámicos de 3 nm correspondente a massa molecular de 9,5 kDa (Figura 51-A e 

Tabela). Esse resultado poderia explicar a ausência de bandas na SDS-PAGE para a fração 

F33 as quais poderiam ser menores do limite de separação do gel. 

No grande pico de eluição das proteínas em QXLFF, pelo menos três atividades 

enzimáticas principais são observadas: mananase, celulase e xilanase (Figura 50-B). 

Quando comparamos os resultados das atividades no pico de eluição em QXL da fração 

DEAE_1, observamos que as atividades de mananase e celulase sempre estão presentes, 

porém diferem com relação as atividades de pectinase e xilanase. Isso está em 

correspondência com as atividades observadas nos picos de DEAE (Figura 46-B), onde 

no pico DEAE_1 há atividade de pectinase e no DEAE_2 de xilanase. 

Contraditoriamente, no pico DEAE_2 não há presença de atividade significativa de 

celulase (Figura 50-B). Entretanto, no pico de eluição QXLFF observamos co-atividade 

de celulase além de mananase e xilanase (Figura 50-B). Esse resultado pode estar 

relacionado ao fato de os substratos utilizados nos experimentos enzimáticos serem de 

composição complexa e de baixa pureza, razão pela qual provavelmente coexistem 

diferentes polímeros de carboidratos suscetíveis à hidrólise por diferentes tipos de 

enzimas. 

A análise da composição da proteína por SDS-PAGE 15 % novamente indicou um grande 

número de proteínas no pico de eluição QXLFF com massas moleculares distribuídas em 

um amplo espectro de massa de 25 kDa a 100 kDa (Figura 50-B). Apesar dessa 
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abundância de proteínas com diferentes pesos moleculares, quando essa fração foi 

analisada por DLS, foi detectado apenas a presença de dois conjuntos de partículas com 

diâmetro hidrodinamico de 4 e 6,5 nm e massas moleculares de 19 e 53 kDa, 

respectivamente (Figura 51-B e Tabela). 

(A)  

(B)  
Figura 49. Cromatografia de troca catiônica (A) e aniônica (B) em SP e QXL Sepharose Fast Flow 
da fração DEAE_P2, respectivamente, em tampão acetato de sódio pH 5. A composição de 
proteínas por SDS-PAGE e as atividades enzimáticas das frações eluídas foram analisadas e 
apresentadas na Figura 50. 
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(A)  

(B)  
Figura 50. Atividades enzimáticas das frações cromatográficas de troca catiônica (A) e aniônica (B) em 
SP e QXL Sepharose Fast Flow, da fração DEAE_P2 respectivamente. A composição de proteínas por SDS-
PAGE 15 % das frações de maior absorbância é apresentada à direita da Figura B. Um volume de 15 uL  
das frações foram utilizadas para a preparação das amostras e a coloração do gel por prata. 
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Figura 51. Analise por DLS das frações eluídas da cromatografia de troca catiônica e aniônica. Distribuição de intensidade, 
volume, e número de moléculas da fração F29-33 da SPFF (A) e F34-38 da QXLFF (B). Nas Tabelas anexas são resumidos 
os diâmetros hidrodinâmicos e as massas moleculares estimadas das partículas. 
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Curiosamente, este resultado é semelhante ao observado na análise do pico de eluição de 

SPFF_1 utilizando a fração DEAE_1 (Figura 47-A e Tabela). Novamente, provavelmente 

as proteínas identificadas no SDS-PAGE para a fração de eluição QXLFF de DEAE_2 

formem agregados em partículas maiores as quais são eliminadas durante a centrifugação 

das amostras antes da leitura ou escapem do limite máximo de detecção do equipamento 

DLS. 

Devido ao fato de não ter sido possível obter uma fração pura das enzimas 

mananase, diferentes estratégias cromatográficas foram realizadas, como a 

recromatografia das frações não fixadas de cada corrida na coluna de troca iônica 

antagonista para capturar alguma mananase, mas infelizmente nenhuma das tentativas 

resultou em resultados diferentes aos já obtidos anteriormente (resultados não 

apresentados). 

Além disso, processos cromatográficos de DEAE fast flow aos pH 3 e 4 também foram 

realizados. Os resultados mostraram que em pH 3 e pH 4 três picos de eluição foram 

obtidos dentro dos gradientes (picos I, II, III Figura 52-A) e (picos II, III, IV Figura 52-

B), no entanto, em pH 4, um pico adicional foi observado na lavagem da coluna (pico I, 

Figura 52-B). As atividades enzimáticas nas frações foram muito baixas provavelmente 

devido aos valores extremos de pH. Porém, podem ser observadas destaques no caso da 

atividade da xilanase no pico III em pH 3 (Figura 53-A), e no final do pico II e início do 

pico III em pH 4 (Figura 53-B). A análise da composição proteica por SDS-PAGE das 

frações mostra uma composição baixa e heterogênea de proteína em pH 3 (Figura 54-A), 

porém, em pH 4 o teor de proteína é claramente mais abundante e heterogêneo (Figura 

54-B). Em geral, as bandas de proteínas estão distribuídas de forma semelhante aos 

resultados obtidos em DEAE Sepharose fast flowb a pH 5 e 7, com massas moleculares 

entre 25 e 100 kDa. Um destaque especial é que nas frações de pico III de pH 4 com 

atividade de xilanase, existe uma banda intensa e semipura com aproximadamente 40 

kDa, o que poderia sugerir a purificação parcial de uma enzima. Estudos adicionais de 

pureza e identificação devem corroborar essa hipótese. 

Novas etapas de purificação que incluíam princípios de exclusão molecular de filtração 

em gel e interações hidrofóbicas não puderam ser realizadas devido às limitações de 

trabalho impostas pela pandemia de COVID-19. 
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Figura 52. Cromatografias de troca aniônica em DEAE Sheparose Fast Flow. Em tampão citrato de 
sódio pH 3 (A) e citrato de sódio pH 4 (B). A composição de proteínas por SDS-PAGE e as atividades 
enzimáticas das frações eluidas foram analisadas e apresentadas na Figura 54 e 53, 
respectivamente.. 
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(A)  

(B)  
Figura 53. Atividades enzimáticas das frações cromatográficas de troca aniônica DEAE Sepharose Fast 
Flow. Em tampão citrato de sódio pH 3 (A) e tampão citrato de sódio pH 4 (B). 
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste trabalho, o extrato bruto isolado C. byssicola quando crescido em casca de 

soja mostrou-se eficaz na produção de enzimas responsáveis pela degradação da fração 

hemicelulósica presente na casca de soja. Entre as enzimas produzidas, a mananase exibiu 

atividade superior a CMCase e xilanase. A caracterização de mananases evidenciou o 

potencial dessas enzimas em aplicações farmacêuticas, devido a produção de 

oligossacarídeos, e industrias de ração, em razão de suas propriedades em atuar em pHs 

ácidos. 

A identificação de proteoformas de mananases, demostrada no zimograma, 

ressalta a capacidade do fungo em utilizar componentes contendo manana como fonte de 

nutriente. Além disso, essas proteínas podem apresentar propriedades químicas que 

beneficiem a hidrólise enzimática de substratos lignocelulósicos. 

Este trabalho relata, pela primeira vez, algumas propriedades físico-químicas de 

mananases provenientes de C. byssicola. Trabalhos realizados utilizando o gênero 

(A)  

(B)  

                                  

Figura 54. Composição de proteínas por SDS-PAGE 15 % das frações de maior absorbância das 
cromatográficas de troca aniônica DEAE Sheparose Fast Flow em tampão citrato de sódio no pH 3 
(A) e pH 4 (B). Antes da preparação das amostras e coloração com o gem, uma quantidade de 500 
uL das frações foram precipitadas com 500 uL da mixtura acetona:metanol (1:1) a -20° C por 1h. 
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Clonostachys mostram-se poucos informativos quanto a produção de glicosil hidrolases. 

A identificação de um conjunto de holocelulases compondo o genoma de C. byssicola 

evidencia o potencial deste fungo em degradar os componentes da parede celular vegetal.  

Estudos a respeito de enzimas produzidas por fungos filamentosos podem 

contribuir para a identificação de propriedades que aumentem a eficiência da 

sacarificação de resíduos lignocelulósicos. Além do mais, são componentes chaves para 

a produção de coquetéis enzimáticos mais específicos com quantidades de enzimas 

reduzidas (Florencio, Colli, e Farinas 2017).  A busca por propriedades que melhorem a 

eficiência da hidrólise de resíduos lignocelulósicos impulsiona o isolamento e a 

identificação de sequências de enzimas. A identificação de mananases por meio do 

sequênciamento do RNA total contribuiu para o reconhecimento da sequência alvo da 

mananase. Os estudos para a expressão heteróloga prosseguirão a fim de obter-se a 

proteína expressa por K. pastoris RFFRe a avaliação do potencial de aplicação dessas 

enzimas, ademais serão realizadas análises das informações proteômicas obtidas por meio 

da abordagem top-down na tentativa de identificar todas as modificações pós-traducionais 

encontradas no espectrograma, uma vez que essas modificações podem afetar as 

características de mananases.  

A partir das tentativas de purificar as mananases presentes no extrato bruto 

usando técnicas cromatográficas de troca iônica podemos concluir: 

1.- A primeira etapa cromatográfica de troca aniônica em DEAE Sephrose fast 

flow a pH 5 resulta em uma captura efetiva das mananases utilizando grandes volumes de 

extrato bruto concentrado de C. byssicola. Além disso, é possível durante o gradiente 

linear de eluição separar duas populações ou picos de proteínas com atividades de 

mananases.  

2.- Os resultados da purificação das mananases com trocadores de íons a pH 5, 

como a SP Sepharose fast flow indicam que as cromatografias catiônicas não são eficazes 

porque não são capazes de capturar as proteínas. Além do mais, as proteínas das frações 

da DEAE  nesse pH possuem cargas neta negativas. 

3.- O uso de cromatografia de troca aniônica, como QXL Sepharose fast flow, 

garante uma captura eficiente das mananases e das outras enzimas presentes nas frações 

de DEAE. No entanto, nenhuma separação ou purificação dessas populações de proteínas 
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foi obtida durante gradientes de eluição linear. A otimização desta cromatografia em 

termos de pH e condições de eluição poderia garantir esta separação. A combinação de 

outros princípios cromatográficos, como a exclusão molecular e as interações 

hidrofóbicas, em futuros trabalhos poderia levar ao sucesso na purificação das mananases 

do extrato de C. byssicola. 
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