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Resumo

O presente trabalho consiste na manipulacdo genética de xilanases derivadas do
gene xynA de Orpinomyces com a finalidade de aprimorar suas caracteristicas
para uso na industria de papel e celulose. A metodologia de mutagénese sitio-
dirigida foi empregada a fim de obter xilanases mutantes com maior
estabilidade, mais adequadas aos processos industriais. A partir de enzimas
mutantes previamente obtidas por error-prone PCR, estudos de modelagem e
dindmica molecular permitiram identificar regides flexiveis da estrutura e
residuos para serem deletados de forma a aumentar a rigidez e permitir a
obtencdo de enzimas mais termoestaveis. Os residuos identificados foram G10,
T30, N53, Q109 e G110. A enzima sem delecbes, SWT foi utilizada como
controle e molde para as delegbes. Os mutantes de SWT com as respectivas
delecbes, SWT T30, SWT N53 e SWT Q109/G110, foram obtidos. Oss genes
que codificam para as xilanases mutantes foram expressos em E. coli/pET24b.
Ap0s superexpressdo das enzimas, 0 extrato enzimatico intracelular foi testado
quanto a concentracdo de proteina e atividade enzimatica, utilizando como
substrato xilana Oalt Spelts 1% ressuspendida em tampéo fosfato de sédio 100
mM, pH 6,5. Enquanto a xilanase SWT apresentou atividade especifica de
5446,5 U.mg™?, SWT T30, SWT N53 e SWT Q109/G110 apresentaram atividade
especifica de 4165,4; 759,8 e 3364,2 U.mg?, respectivamente. Apds a
caracterizacdo das enzimas mutantes obtidas, espera-se a identificacdo de
enzimas mais termoestaveis que posteriormente serdo testadas sob as condicdes
de branqueamento da polpa de celulose na industria de papel.
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