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Resumo



A celulose € uma importante fragdo da biomassa vegetal e seu acesso é prejudicado
pela lignina. Atualmente os métodos empregados para remover a lignina incluem pré-
tratamentos fisico-quimicos severos, que aumentam o custo de producdo dos
compostos relacionados a lignina e causam impacto ambiental. A substituicdo destes
métodos por coquetéis enzimaticos € uma alternativa para a remocao da lignina sem
prejudicar o meio ambiente. Os fungos filamentosos sédo excelentes produtores de
enzimas lignoceluloliticas. Embora Neurospora crassa ndo seja considerada
industrialmente um bom organismo produtor de enzimas, estudos demonstram que
este fungo degrada biomassa vegetal de maneira bastante eficiente, fato que pode
ser explicado em parte, pela presenca de pelo menos vinte genes codificando
proteinas com atividade lignolitica em seu genoma. Este trabalho teve objetivo decifrar
o secretoma de N. crassa na presenca de lignina, bagaco de cana-de-acucar e
serragem, para identificar/descobrir proteinas com atividades lignoliticas que possam
ser incorporadas em coquetéis enzimaticos com diferentes finalidades comerciais.
Inicialmente, foi analisado o crescimento radial de N. crassa WT em meio VM sdélido,
contendo 10% de cana ou serragem (pré-tratados ou ndo com calor e/ou acido) ou
lignina (0,5 a 10%) como fontes de carbono alternativas, utilizando como controle 2%
sacarose. Os micelios obtidos em lignina desenvolveram mais lentamente foram bem
menores que para as outras fontes de carbono, mostrando que a lignina sozinha é
prejudicial para o crescimento do fungo. A concentracéo inibitéria minima de lignina
para o crescimento do fungo foi determinada em race tubes e estabelecida em 0,5%.
N. crassa WT foi entdo cultivada em meio VM liquido na presenca das diferentes
fontes de carbono e as proteinas secretadas foram analisadas por SDS-PAGE.
Bandas proteicas de diferentes MM foram detectadas em todos os tempos e
condicles avaliadas para todas as amostras, estando presentes em maior nimero na
cana. A atividade lacase foi determinada pela oxidacdo da siringaldazina nos
secretomas de cana e serragem. Para as amostras de cana, a maior atividade
enzimatica foi detectada apds 96h de cultivo. Para as amostras de serragem, a maior
atividade enzimatica foi detectada apos 7 dias de cultivo apenas na amostra tratada
com calor/acido. Para a lignina, nao foi possivel ensaiar atividade enzimatica pela
limitacdo do método colorimétrico. Os secretomas do fungo foram determinados por
nanoLC-MS/MS, em amostras proteicas coletadas apés 20h e 96h de cultivo na
presenca de 0,5% de lignina ou apds 96h de cultivo em 10% de bagaco tratado com
calor/acido. Para as amostras de lignina de 20h e 96h foram identificadas,
respectivamente, 77 e 113 ORFs, destacando-se varias ORFs anotadas como
hipotéticas e enzimas envolvidas na degradacao de hemicelulose, sugerindo que para
modificar a lignina, os fungos precisam inicialmente perceber a biomassa vegetal.
Para a cana, foram identificadas 412 ORFs, estando varias delas ainda anotadas
como hipotéticas, ou codificando proteinas com atividades celuloliticas,
hemiceluloliticas e oxidases. A amostra de serragem cultivada por 7 dias tratada com
calor/acido esta tripsinizada e devera ser submetida a nanoLC-MS/MS. Os resultados
dos secretomas serédo validados por gPCR e as ORFs hipotéticas ou consideradas
potenciais alvos biotecnoldgicos deverdo constituir novos objetos de estudos.

Palavras-chave: N. crassa, lignina, bagaco de cana-de-agucar, serragem
Financiamento: O presente trabalho foi realizado com os apoios da CAPES - Codigo

de Financiamento 001 (bolsa concedida) e CNPqg (chamada MCTI/CNPQ/Universal
14/2014, processo 448542/2014-5)



Abstract



Cellulose is an important fraction of plant biomass and its access is impaired by lignin.
Current methods employed to remove lignin include severe physicochemical
pretreatments, which increase the costs of lignin-related products and cause
environmental impacts. To switch these processes with enzymic cocktails is a good
alternative to remove lignin with no hazardous substances uses. Filamentous fungi are
known as excellent producers of lignocellulolytic enzymes. Despite of Neurospora
crassa is not considered a good enzyme-producing organism to industry, there are
studies showing that it efficiently degrades plant cell wall, probably due the presence
of at least twenty genes encoding proteins with lignolytic activity in its genome. The
aim of this work was to decipher the N. crassa secretome in the presence of lignin,
sugarcane bagasse and hardwood, in order to identify/discover proteins with lignolytic
activities, that can be further incorporated into enzymatic cocktails for commercial
purposes. For this, we first determine the N. crassa WT strain radial growth on solid
VM medium containing 10% sugarcane or hardwood (pretreated or not with heat
and/or acid) or lignin (0.5 up to 10%) as solely-carbon sources, using 2% sucrose as
control. For the chosen carbon sources, mycelia from lignin cultures showed the
slowest development and the smallest sizes, suggesting that lignin alone is harmful for
the fungal growth. The minimum inhibitory concentration of lignin for the fungal growth
was determined by race tubes analysis and set as 0.5%. The patterns of the N. crassa
proteins secreted in the presence of the alternative carbon sources were analyzed by
SDS-PAGE. Protein bands showing different MM were detected at all the times and
conditions evaluated for all samples, being in a higher number for sugarcane. The
presence of laccase activity in sugarcane and hardwood secretome was determined
by syringaldazine oxidation. For sugarcane samples, the highest enzymatic activity
was detected after 96h of growth. For hardwood samples, the highest enzymatic
activity was detected after 7 days of growth and only for heat/acid-treated sample.
Laccase activity cannot be assayed for lignin samples, due the colorimetric method
limit. The 20h and 96h-secretome of the 0.5% lignin-samples and 96h-secretome of
10% heat/acid-treated sugarcane-sample were determined by nanoLC-MS/MS. For
the 20h and 96h-lignin samples, 77 and 113 ORFs were identified, respectively,
highlighting some genes still annotated as hypothetical ORFs and those encoding
enzymes involved in hemicellulose degradation, suggesting that to modify lignin, the
fungi must first sense the plant biomass. For sugarcane, 412 genes were identified,
some of them also annotated as hypothetical ORFs, and the remaining encoding
proteins with cellulolytic, hemicellulolytic and oxidase activities. The 7-day heat/acid-
treated hardwood sample is trypsinized and will be subjected to nanoLC-MS/MS. The
secretome results will be validated by gPCR and the ORFs encoding hypothetical
proteins or proteins that were considered potential biotechnology targets will be further
well-characterized.

Keywords: N. crassa, lignin, sugarcane bagasse, hardwood
Financial support: This study was financed by CAPES - Finance Code 001

(Fellowship) and CNPqg (grants, MCTI/CNPQ/Universal 14/2014, project n°.
448542/2014-5)
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1 INTRODUCAO

1.1 Composigédo da Biomassa Vegetal

As paredes celulares das plantas possuem papéis bioldgicos essenciais
durante o crescimento e desenvolvimento, incluindo regulacéo da forma e expanséo
celular, controle da coeséo tecidual, troca ibnica e defesa contra microrganismos
patégenos. A maior parte do carbono fixado nas plantas € incorporada nos polimeros
da parede celular, tornando a parede celular a fonte mais abundante de biomassa
terrestre e energia renovavel. (SOMERVILLE et al. 2014; BURTON et al., 2010).

Uma célula vegetal apresenta dois tipos principais de paredes, a primaria e a
secundaria, e as células encontram-se anexadas umas as outras através da lamela
meédia (COSGROVE, 2005) (Figura 1). Quimicamente, a parede celular vegetal é
composta por polissacarideos de alta massa molecular, tais como a celulose, as
hemiceluloses (xilanas, glucuronoxilanas, xiloglucanas, arabinoxilanas, glucanas de
ligac&o mista ou glucomananas) e pectina. E composta e também por um polimero
polifendlico, a lignina, além de pequenas quantidades de proteinas estruturais
(BURTON et al., 2010)

As moléculas de celulose formam o componente fibroso das paredes celulares
e sao o biopolimero mais abundante na Terra. Suas fibras estdo integradas a
conjuntos de polissacarideos soluveis complexos denominados hemiceluloses e
pectinas (SLABAUGH et al., 2014). Ja a lignina apresenta natureza nao carboidrato e
€ essencial para a integridade estrutural da parede celular (ZHAO; DIXON, 2011).
Todos estes polimeros complexos e flexiveis que comp&em a parede celular tém sido
utilizados em diversas atividades humanas, tais como a industria de alimentos, fibras
téxteis, papel, madeira, enzimologia industrial e producdo de biocombustiveis
(BURTON; FINCHER, 2014)

As arquiteturas complexas e heterogéneas das paredes celulares sao
especificas de cada espécie e do tipo de célula, e estdo fortemente associadas as
suas funcdes celulares. As paredes secundarias especialmente sdo compostas em
média de celulose (40% a 80%), hemiceluloses (10% a 40%), ligninas (5% a 25%) e

proteinas (KNOX, 2008).
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Figura 1 — llustracdo esquematica das estruturas e dos principais biopolimeros da parede
celular vegetal
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Trends in Plant Science

Estruturas da parede celular mostrando o meio lamela, a parede priméaria e a parede
secundaria e a organizacao das microfibrilas de celulose. A lamela média é uma camada rica
em pectina que une as paredes primarias das células adjacentes. Na parede primaria, as
microfibrilas de celulose sao reticuladas em uma rede complexa por moléculas de
hemicelulose, que sdo ligadas a superficie das microfibrilas por ligagdes de hidrogénio. As
pectinas sdo polissacarideos altamente hidrofilicos envolvidos na rede celulose-hemicelulose.
A celulose é o principal componente das paredes celulares das plantas e é composta por
mondmeros repetidos de glicose, ligados de ponta a ponta, em microfibrilas. A estrutura da
lignina representa mondmeros caracteristicos, que sdo definidos como unidades de p-
hidroxifenil, unidades de seringil e unidades de guaiacil. A hemicelulose é representada pela
xilana, a principal macromolécula da hemicelulose. Os componentes tipicos da parede celular
vegetal secundaria séo celulose, hemicelulose e lignina.

FONTE: Adaptado de ZHAO et al, 2019
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1.1.1 Celulose

A celulose, um polissacarideo de cadeia linear, insoluvel e altamente resistente
a hidrolise, € o componente mais abundante na célula vegetal. A molécula de celulose
€ constituida por milhares de unidades de glicose unidas através de ligacdes
glicosidicas do tipo B-1->4, orientadas através de uma repeticdo alternada, a uma
distancia de 180° uma unidade da outra (PRASAD et al., 2019), podendo variar em
tamanho de centenas até mais 10.000 unidades de glicose por cadeia (HORN et al.,
2012). A estrutura do polimero de celulose apresenta regifes cristalinas altamente
compactas e regides amorfas (HORN et al., 2012), sendo que a parte cristalina € mais
resistente a quebra devido a dificuldade de acesso que oferece as enzimas
celuloliticas e pequenas moléculas, uma consequéncia de sua configuracdo compacta
(ARANTES & SADDLER, 2010). Em contrapartida, a regido amorfa da celulose pode
ser mais facilmente hidrolisada, sendo convertida em mondémeros de glicose pela acao
de enzimas celulases (LEE et al., 1983; HALL et al., 2010; KUMAR et al., 2008). A
celulose pode ainda ser convertida em etanol, butanol, acido latico ou acido succinico
através da sua quebra até mondmeros de glicose pela acdo de acidos fortes, altas
temperaturas (acima de 300°C) ou por hidrolise enzimatica, seguida de fermentacéo
(ADSUL et al., 2011).

As principais enzimas produzidas por fungos envolvidas na degradacdo da
celulose sdo: 1) endo-1,4-B-glucanases, pertencentes a familia das glicosil hidrolases,
responsaveis por clivar ligacdes internas nas cadeias de celulose; 2) exo-1,4-B-
glucanases ou celobio-hidrolases, responsaveis por clivar as extremidades redutoras
ou nao das cadeias de celulose; 3) 3. B-glucosidases que hidrolisam a celobiose em
duas moléculas de glicose e 4) polissacarideo monooxigenases, pertencentes a uma
nova classe de enzimas dependentes de cobre responsaveis por catalisar a clivagem
oxidativa da celulose na presenca de um doador externo de elétrons (CANTAREL et
al., 2009; VAN DEN BRIK; VRIES, 2011; BEESON et al, 2012).

Em condi¢cdes indutoras de celulases, Trichoderma reesei tem 80% das
proteinas totais secretadas representadas por duas celobio-hidrolases (Cel7A/CBH1
e Cel6A/CBH2). E em N. crassa, quatro celulases (CBH-1, GH6-2, GH5-1, e GH3-4)
compdem 65% do secretoma, também em condi¢des indutoras (NUMMI et al., 1983;
PHILLIPS et al., 1991)
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1.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo polimeros de natureza carboidrato que estao presentes na
parede celular primdria e secundaria das plantas (EBRINGEROV et al., 2005;
SORIEUL et al., 2016). A composicao quimica das hemiceluloses varia de acordo com
as diferentes espécies de plantas. Na sua maioria, estes polissacarideos séo
heteropolimeros apresentando cadeias ramificadas, constituidas principalmente por
acucares simples dos tipos pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose, glicose
e galactose), e por acucares complexos (acido glucurénico, galacturbnico e
metilgalacturénico) (SAHA, 2003; ADSUL et al., 2011).

Diferente da celulose, sua quebra ndo gera apenas glicose e sim uma mistura
de acucares (em sua maioria pentoses) que a levedura comercial Saccharomyces
cerevisiae ndo é capaz de fermentar (BANERJEE et al., 2010; HORN et al., 2012).
Devido a variedade de acUcares e diferentes tipos de ligagbes quimicas presentes em
uma mesma cadeia, sdo necessarios diferentes tipos de enzimas para sua completa
hidrolise (ALVAREZ et al., 2016). No entanto, sua hidrélise ainda € mais facil que a
degradacéao da celulose (AGGER et al., 2010).

As principais enzimas responsaveis pela degradacéo das hemiceluloses séo: 1)
endo-B-1,4 xilanases; 2) a-L-arabinofuranosidases; 3) B-xilosidases; 4) acetilxilana
estereases; e 5) estereases do acido ferulico (GLASS et al., 2013).

Em A. niger e T. reesei, genes de hemicelulase e enzimas envolvidas na
utilizac&o da xilose sdo induzidos na presenca de xilose (ANDERSEN et al., 2008; DE
VRIES et al., 1999; MACH-AIGNER et al., 2010). Também em T. reesei, xilanases
podem ser induzidas na presenca de L-arabitol, um metabdlito presente na cascata
de degradacédo da L-arabinose (MACH-AIGNER et al., 2011). Ao contrario de A. niger
e T. reesei, em N. crassa a presenca de xilose ndo induz a maioria dos genes que
codificam hemicelulases, e sim na presenca de xilana, induzindo aproximadamente
350 genes, incluindo muitas enzimas hemicelulase descritas acima, bem como genes
codificando proteinas de funcdo bioquimica desconhecida (isto €, proteinas
hipotéticas) (SUN et al., 2012).
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1.1.3 Lignina

Diferente da celulose e hemiceluloses que sé@o polimeros carboidratos, a lignina
€ um heteropolimero aromatico de alto peso molecular formado pela polimerizacédo
dos Alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico, os quais correspondem,
respectivamente, ao monomeros de p-hidrofenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) nalignina
polimérica. (FAIX, 1991; WONG, 2009). A lignina natural € incolor ou amarelo palido,
mas no tratamento com acido ou alcalino, sua cor muda para marrom ou marrom
escuro (AGRAWAL; KAUSHIK; BISWAS, 2014).

Dentre os componentes da biomassa vegetal, a lignina corresponde a
aproximadamente 15-30% do seu peso seco e responde pelo esqueleto das plantas,
unindo as fibras de celulose para endurecer, conferir rigidez, impermeabilidade e
reforcar a parede primaria e secundaria das células vegetais. Aléem da sua funcéo
estrutural, a lignina também desempenha fungéo protetora, formando uma espécie de
barreira contra a acdo de enzimas microbianas na degradacdo da parede vegetal.
Este polimero pode ser encontrado em todas as plantas vascularizadas e tanto a
porcentagem da propria lignina quanto dos monémeros presente em sua estrutura
guimica, podem variar entre as espécies (BOERJAN et al., 2003; LEONOWICZ et al.,
1999). Nas folhas, por exemplo, a porcentagem de lignina € zero, ja em madeiras de
eucalipto e bagaco de cana-de-acucar a concentracao € de 20 e 21% respectivamente
(tabela 1) (PRASAD, 2019).

A lignina pode ser obtida a partir de diversas fontes renovaveis como o bagaco
de cana-de-acucar, palha de milho, casca de nozes, dentre diversos tipos de madeira,
sendo classificada em trés grupos principais, dependendo da sua origem: 1) a lignina
de madeira macia, também conhecida como guaiacil lignina e é formada pelo alcool
coniferilico e pequenas quantidades de unidades derivadas dos alcoois sinapilico e p-
cumarilico; 2) lignina de madeira dura, também conhecidas como guaiacil-siringil
lignina, contendo praticamente partes iguais de alcool coniferilico e alcool sinapilico
(metade de cada) ; e 3) a lignina de graminea, que possui maior quantidade de alcool

p-cumarilico em relacéo as outras classificacdes (tabela 1A) (UPTON; KASKO, 2015).
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Tabela 1 — Composi¢éo da lignina e de materiais lignocelulésicos

A Alcool coniferilico ~ Alcool sinapilico  Alcool p-cumarilico
Lignina de madeira macia 95% 1% 4%
Lignina de madeira dura ) 50% 50% 2%
Lignina de graminea 70% 25% 30%
B Material Lignocelulésico Lignina (%) Celulose (%) Hemicelulose (%) Referéncias
Madeira macia (gimnospermas) folhas 0 15-20 80 - 85 HOWARD et al., 2003
Madeira dura (angiospermas) alamos 16 52 27 ISIKGOR; BECER, 2015
eucalipto 21 54 18 ISIKGOR; BECER, 2015
carvalho 24 40 36 ISIKGOR; BECER, 2015
Gramineas (angiospermas) grama 10-30 25-40 25-50 MALHERBE; CLOETE, 2002
Residuos Lignocelulésicos bagago de cana 20 42 25 KIM; DAY, 2011
sorgo doce 21 45 27 KIM; DAY, 2011
espiga de milho 15 45 35 HOWARD et al., 2003
palha de arroz 18 321 24 HOWARD et al., 2003
jornal 18-30 40 - 55 25-40 HOWARD et al., 2003
cascas de nozes 30-40 25-30 25-30 PRASAD et al., 2007
casca de cevada 16 34 36 ISIKGOR; BECER, 2015
palha de trigo 15-20 33-40 20-25 PRASAD et al., 2007
palha de milho 7-18 35-40 17 -35 BYADGI; KALBURGI, 2016

(A) Porcentagem dos monémeros presentes em média nas diferentes ligninas. ) A maioria das ligninas de madeira é composta de quantidades
aproximadamente iguais de &lcool coniferilico e sinapilico, mas s@o conhecidas algumas excec¢des. (B) Porcentagem de Lignina e dos outros
principais polimeros presentes em diferentes biomassas vegetais.

FONTE: (A) Adaptado de PRASAD et al., 2019; (B) Adaptado de BRUNOW, 2010
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1.2  Enzimas lignoliticas

A natureza complexa da lignina exige que sua desconstrucéo ocorra pela acao
conjunta de vérias oxidases microbianas (Figura 2). As oxidases fungicas sédo as
principais enzimas responsaveis por essa desconstrucéo e podem ser divididas em
dois grupos, as heme-peroxidases e as fenol oxidases dependentes de cobre. O grupo
das heme-peroxidases é representado pelas lignina peroxidases (LiP; EC 1.11.1.14),
manganés-peroxidases (MnP; EC 1.11.1.13) e peroxidases versateis (VP; EC
1.11.1.16), enquanto que as fenol oxidases sédo representadas pelas lacases (EC
1.10.3.2) (LEONOWICZ et al., 2001; GUERRIERO et al., 2016). As dioxigenases,
como a protocatechuate 3,4-dioxigenase (P34D; EC1.13.11.3), 1,2,4-
trinidroxibenzeno 1,2-dioxigenase (TBH12D) e catecol 1,2- dioxigénese (C12D; EC
1.13.11.1) também estdo diretamente envolvidas nessa desconstru¢do. Essas
enzimas ja citadas estdo envolvidas em ataque direto da madeira (LEONOWICZ,
1999).

Um segundo grupo de enzimas inclui superoxido dismutase (SOD; EC1.15.1.1)
e glioxal oxidase (GLO; EC 1.2.3.5). Essas enzimas cooperam com as enzimas do
primeiro grupo, mas nunca atacam a madeira por conta prépria. O terceiro grupo
consiste em glicose 1-oxidase (GOD EC 1.1.3.4), alcool arilico oxidases (AAO; EC
1.1.3.7), &lcool veratrico oxidase (VAO), piranose 2-oxidase (P20; EC 1.1.3.10),
celobiose oxidoredutase (CBQ; EC 1.1.5.1), celobiose desidrogenase (CDH; EC
1.1.99.18) e a celobiose/quinona oxiredutase (EC 1.1.5.1) que auxiliam na degradacéao
da lignina por reduzir os radicais metoxi gerados pela LiP, MnP e lacase e gerar o
peroxido de hidrogénio necessario para as atividades peroxidases, como no caso da
glioxal oxidase, da glicose oxidase e da aril-alcool oxidase (ANDER; MARZULLO,
1997). Estas sdao as chamadas enzimas do tipo feedback, porque desempenham um
papel fundamental na combinacédo de cadeias metabdlicas durante a degradacdo da
madeira. Todas essas enzimas podem funcionar separadamente ou em cooperacao
entre si e 0 amadurecimento extracelular dessas proteinas pode ser alcan¢cado pela
participacdo de enzimas proteoliticas secretadas simultaneamente (STASZCZAK et
al., 1996).

Uma nova familia de peroxidases descorantes (DyP; dye peroxidase

decolourising) foi identificada tanto em fungos quanto em bactérias (SUGANO, 2009)
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e encontra-se relacionada com a degradacéo de corantes artificiais e compostos
ligninicos B-O-4 néo fendlicos (LIERS et al., 2010).

1.3 Uso das enzimas lignoliticas

Grande quantidade da biomassa de lignocelulose é gerada como subproduto
em diversas industrias, sendo convencionalmente usada para geracao de energia, na
alimentacdo animal, ou como mulching (técnica de cobertura do solo utilizada para
proteger e evitar crescimento de ervas daninhas) em areas de plantacdo. Parte da
biomassa lignocelulésica remanescente € queimada ou deixada para se decompor
naturalmente, o que levara anos. No entanto, a maior parte da biomassa
lignoceluldsica gerada pelos setores agricolas ndo é totalmente utilizada e descartada
sistematicamente, sendo assim, essa biomassa remanescente pode ser utilizada para
obter produtos de maior valor agregados como biocombustiveis (MASRAN et al.,
2016).

A separagao da lignina da celulose é denominada “deslignificacao” e € um dos
processos complexos da industria de celulose e papel. Os produtos de lignina
resultantes dos processos de deslignificacdo podem variar amplamente nas
propriedades, dependendo de qual processo de deslignificacdo foi empregado e em
gue estagio de deslignificacdo a lignina foi isolada (BRUNOW, 2010)

A deslignificacdo de substratos lignocelulésicos mostrou ser importante para a
producdo de bioetanol de segunda geracéo a partir de diferentes biomassas como
fonte alternativa para os combustiveis fésseis, ja que a lignina ainda € uma barreira
ao acesso da celulose. Assim, a liberacdo dos dois acUcares fermentaveis a partir dos
carboidratos estruturais requer a desconstrucéo da lignina através de diferentes pre-
tratamentos. Esse pré-tratamento pode ser fisico (moagem da biomassa, aplicacao
de radiacao), quimico (pré-tratamento hidrotérmico, pré-tratamento em meio acido ou
basico), biolégico (micro-organismos decompositores da madeira) ou a combinacgao
desses (GALBE; ZACCHI, 2002). O tratamento bioldgico usando microrganismos
lignoliticos (Figura 2) tem sido apontado como uma das maneiras mais vantajosas de
substituir os tratamentos fisico-quimicos e remover moléculas inibitérias do processo
de fermentagcdo dos agucares, pois fornecem condi¢cdes de reacdo mais amenas e
favoraveis ao meio ambiente, maior rendimento de hemiceluloses e celulose,

liberacdo de poucos metabolitos indesejaveis para a fermentacdo e menor demanda
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Figura 2 — Diagrama esquematico da degradacédo de lignina por basidiomicetos da podridao
branca: principais passos da degradacgéo e enzimas envolvidas.
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de energia (LEE, 1997).

Sendo assim, as enzimas lignoliticas tem um grande potencial de aplicacbes
industriais e biotecnologicas. Seu uso na remocao da lignina gera condi¢cdes
ambientais muito mais favoraveis para a producdo do bioetanol do que os pré-
tratamentos quimicos e térmicos, como o cozimento Kraft (WAN; LI, 2012). As heme-
peroxidases e as lacases podem ser usadas tanto no processo de deslignificacéo
guanto no branqueamento da polpa da madeira, substituindo o tradicional
processamento da polpa que utiliza cloro e prejudica o meio ambiente. As DyP
peroxidases microbianas podem ser usadas na degradacao de corantes artificiais da
indUstria téxtil, devido sua alta capacidade de degradar compostos antraquinénicos
(SUGANO, 2009). As lacases tem atraido muito a atencéo devido ao seu uso favoravel
ao meio ambiente, pois além da ampla aplicacdo nas industrias téxtil, de papel e de
alimentos (CANAS, 2010), usam apenas oxigénio como doador de elétrons e
produzem agua como produto final (RIVA, 2006).

Na industria de papel, a deslignificacdo € importante para a liberacéo da polpa
de celulose e branqueamento, que ainda € realizado por processos quimicos e/ou
mecanicos. Os processos mecanicos liberam apenas as hemiceluloses, produzindo
uma polpa de baixa qualidade, com fibras curtas e amareladas. J4 o cozimento Kraft
usa hidroxido e hidrossulfeto de sddio, que dissolvem a lignina e liberam uma polpa
de celulose de melhor qualidade, mas promove a formacdo do licor negro e outros
compostos quimicos altamente poluentes, que sao liberados nos efluentes. O uso de
microrganismos lignoliticos antes do processamento quimico e/ou mecanico torna a
polpa da madeira mais macia, melhorando ndo s6 a resisténcia do papel como
também reduzindo a liberacdo de substancias téxicas e o consumo de energia pelas
caldeiras no processo de obtencao da polpa (MENDONCA et al., 2008). As lacases
de Ceriporiopsis subvermispora e Pleurotus chrisosporium, por exemplo, embora
degradem parcialmente a lignina, apresentam a vantagem da producéao de uma polpa
clara (PEREZ et al., 2002).

As peroxidases microbianas também podem ser usadas no tratamento de
efluentes de destilarias. A aparéncia marrom escura das aguas residuais das
destilarias € devida, sobretudo, a presenca de melanoidinas (reacdo de Maillard) e de
compostos fendlicos provenientes das matérias-primas, caramelizacdo de agUcares e

producdo de furfurais a partir da hidrolise acida (KORT, 1979).
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A detoxificacdo e descoloragdo destes efluentes é feita com lacases e
peroxidases de bactérias, leveduras e fungos (RAJASUNDARI; MURUGESAN, 2011),
como o Coriolus versicolor (WATANABE et al., 1982) e o P. chrisosporium (DAHIYA
et al.,, 2001). Além da descoloracdo, estas enzimas ainda podem polimerizar ou
copolimerizar estes contaminantes com outros substratos ndo toxicos, facilitando sua
remocao por sedimentacéo, adsorgao ou filtragcdo (GIANFREDA et al., 2006).

O uso das enzimas lignoliticas na degradacéo de herbicidas também tem sido
alvo de estudos. A LiP e MnP do fungo P. chrisosporium mostraram-se capazes de
degradar isoproturon tanto in vitro e quanto in vivo (DEL PILAR CASTILLO et al., 2001)
enguanto que apenas a MnP é capaz de oxidar o benzaton na presenca de Mn*? e
Tween-80 (CASTILLO et al., 2000). Ja a MnP de Nematoloma frowardii e a lacase de
Trametes versicolor mostraram-se eficientes na degradagéo do glifosato (PIZZUL et
al., 2009). Estes dados mostram claramente a potencial aplicacdo das enzimas
lignoliticas produzidas por fungos no tratamento do solo e das aguas de drenagem
contaminadas com herbicidas.

Na industria téxtil, a &gua é usada como meio de remover as impurezas da
aplicacdo de corantes e agentes finalizadores. Isso gera uma grande poluicdo dos
efluentes destas industrias. Estimativas indicam que estes efluentes podem conter
mais de 2.000 diferentes produtos quimicos, incluindo corantes, auxiliares de
tingimento, contaminantes residuais provenientes das fibras e entre outros
(ANASTASI et al., 2010). Todos esses compostos sdo danosos ao meio ambiente,
principalmente os corantes que s&o recalcitrantes e altamente sollveis em agua
(RAJAGANESH et al., 2014). A producdo mundial de corantes no setor téxtil &€ de
aproximadamente 800.000 ton/ano. Por meio dos efluentes gerados, 10 a 15% desta
producdo é descartada no meio ambiente. Além das implicacbes ambientais, outra
preocupacdo em relacdo a liberacdo indiscriminada destes rejeitos téxteis esta
relacionada com as suas caracteristicas mutagénicas e téxicas tanto aos organismos
aquaticos como aos seres humanos (AKDOGAN; TOPUZ; URHAN, 2014). O uso da
LiP e MnP de Pleurotus chrysosporium na degradacao destes corantes artificiais tem
mostrado uma alta capacidade de degradar grande variedade dos poluentes
aromaticos (MEHTA, 2012). Além disso, alguns corantes atrtificiais, embora ndo sejam
totalmente degradados pelas lacases, sao oxidados pelas mesmas dando inicio a sua
degradacgao (SCHLIEPHAKE et al., 2000).
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1.4  Fungos com capacidade de degradar ou modificar a lignina

Devido a sua estrutura amorfa complexa (Figura 1), a lignina é bastante
resistente a degradacédo pela maioria dos organismos e ndo pode ser hidrolisada como
0S outros componentes da parede celular vegetal. Sua desconstrugédo tem sido
extensivamente estudada nos organismos que colonizam madeiras em
decomposic¢éo, como os basidiomicetos (BOYLE et al., 1992; LEONOWICZ, 1999).

Os fungos colonizadores da madeira podem ser divididos em trés grupos
conforme o tipo de degradagcdo que causam na madeira: fungos de degradacéo
branca, marrom e macia. Existem diversos fungos capazes de degradar madeira, e
em sua maioria sdo Basidiomicetos, os mesmos sdo responsaveis pela degradacao
branca e s&o considerados os mais eficientes organismos degradadores de lignina
devido a grande quantidade de oxidases lignoliticas que sdo capazes de secretar
(MARTINEZ et al., 2004; RUTTIMANN-JOHNSON et al., 1993; WAN; LI, 2012). A
degradacao realizada por estes basidiomicetos na parede celular vegetal, ocorre
praticamente sO na lignina, sendo capazes de mineralizar a mesma, eventualmente
até CO2 e HO (ORTH et al., 1993; HATAKKA, 1994; TUOR et al., 1995;
BLANCHETTE et al., 1994).

Mesmo a maioria dos fungos responsaveis pela degradacdo marrom também
serem pertencentes ao grupo dos basidiomicetos, ao contrario dos fungos da
degradacédo branca, os responsaveis pela degradacdo marrom mantém a lignina
praticamente intacta. Quebrando preferencialmente os polissacarideos presentes na
madeira, dando um aspecto marrom e quebradico a madeira degradada
(BLANCHETTE, 1991; RAYNER; BODDY, 1988). Apesar desses organismos hao
degradarem efetivamente a lignina, eles sdo capazes de realizar algumas
modificacdes (JIN et al., 1990)

Os fungos de degradacdo marrom e macia sdo capazes de degradar lignina em
alguma extensao, embora preferencialmente ataquem a celulose na madeira. Alguns
ascomicotas e e deutoromicotas também podem causar degradacdo na madeira,
conhecida como degradac¢do macia. Esses fungos colonizam geralmente madeiras
duras e com alta umidade, metabolizando principalmente os polissacarideos
presentes nelas, e assim como os fungos da degradacdo marrom, sdo capazes de
realizar algumas modifica¢des na lignina (BLANCHETTE, 1991; ESLYN et al., 1975).

Um exemplo de ascomiceto é Neurospora discreta, que em um estudo recente
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mostrou ser capaz de degradar mais de 40% da lignina presente no bagaco de cana
e aproximadamente 16% da lignina presente da fibra de coco (PAMIDIPATI; AHMED,
2016).

15 Neurospora crassa

Sao vérias as razdes para utilizar o ascomiceto N. crassa como organismo para
o0 estudo da desconstru¢do da biomassa vegetal e os aspectos regulatérios desta
desconstrucao. N. crassa € um fungo que pode ser facilmente isolado em culturas de
cana-de-acUcar e Miscanthus, ambas consideradas atrativas para a producdo de
biocombustiveis a partir de fontes renovaveis (PERKINS et al., 1976; PANDIT &
MAHESHWARI, 1996; SMITH et al.,, 2000). Embora ha 30 anos tenha sido
demonstrado degradar celulose (EBERHART et al.,, 1977; ROMERO et al., 1999),
existe ainda pouca informacéo sobre N. crassa e a degradacédo da biomassa vegetal
(TIAN et al., 2009). A finalizacdo do genoma demonstrou que N. crassa possui o dobro
de genes codificando celulases, comparado a Hypocreia jecorina (MARTINEZ et al.,
2008), bem como genes para hemicelulases e outras enzimas envolvidas na
degradacdo da parede vegetal. No entanto, varios genes mostrando estarem
envolvidos na degradacdo da parede celular vegetal ainda se encontram anotados
como codificando proteinas de funces desconhecidas (TIAN et al., 2009).

N. crassa é um organismo modelo muito utilizado h&a cerca de 90 anos, em
estudos de expressdo génica, desenvolvimento e diferenciacdo celular, ritmo
circadiano, defesa do genoma, bem como outros aspectos da biologia de eucariotos
(DAVIS; PERKINS, 2002).

Ao contrario das leveduras, € multicelular e possui pelo menos 28 tipos distintos
de células, muitos dos quais derivam das hifas, que contribuem para seu complexo
ciclo de vida (figura 3) (BORKOVICH et al., 2004). Trata-se de um fungo filamentoso
com hifas tubulares ramificadas e septadas, que permitem a passagem de organelas
e nucleos entre os septos. Esta passagem promove a formag¢ao de heterocarios, 0s
quais multiplos genomas contribuem para o metabolismo de um Gnico micélio. E um
organismo saprofito e ndo patogénico, que apresenta ambos os ciclos sexuado e
assexuado influenciado por fatores do meio ambiente, como nutrientes, luz e temperatura

(PERKINS et al., 1976). Seu genoma tem cerca de 40 Mb (GALAGAN et al., 2003),
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Figura 3 — Ciclo de vida do fungo Neurospora crassa.
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organizados em sete cromossomos que variam entre 4 a 10 Mb (SCHULTE et al.,
2002).

A resolucao do seu genoma revelou um total de 10.082 genes codificadores de
proteinas (44%) e destes, 41% n&o possuem ortélogos conhecidos depositados em
bancos de dados, refletindo o baixo conhecimento dos genomas dos fungos. O grande
namero de genes ainda com func¢des desconhecidas aponta N. crassa como um
organismo modelo interessante para o estudo de novos mecanismos genéticos e
bioquimicos nao identificados até o momento, 0s quais podem possivelmente ser
representados por genes com novas fungbes ou novos genes desempenhando
maneiras diferentes de realizar fun¢des conhecidas.

Existe atualmente a possibilidade da comunidade cientifica solicitar junto ao
Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA) linhagens de N.
crassa mutantes em quaisquer um dos 10.000 genes codificadores de proteinas
(COLOQT et al., 2006). O nocaute dos genes tem como objetivo determinar a funcao
de cada deles, pois apenas 15% dos genes identificados apos a resolucéo do genoma
do fungo estdo associados ao fenotipo e pouco mais de um ter¢co destes genes nao
possuem ortélogos em outros organismos, nao existindo evidéncias de suas funcbes
(DUNLAP et al., 2007).

Estudos de bioprospeccdo mostraram que em condi¢cdes laboratoriais, N.
crassa é capaz de degradar 18,7% de uma cultura de Miscanthus em decomposicéo
num periodo de oito semanas (SHRESTHA et al., 2015), reforcando que embora N.
crassa ndo seja adequada para ser usada como um sistema heterélogo de expressao
de proteinas de interesse biotecnoldgico, este organismo possivelmente possui uma
grande diversidade de enzimas lignoceluloliticas, o que o torna um organismo eficiente
no processo de degradacéo da biomassa vegetal. Uma busca por ortélogos lignoliticos
no banco de dados de N. crassa (FungiDB - The Fungal and Oomycete Genomics
Resource, http://fungidb.org/fungidb/) retornou pelo menos nove genes codificando
proteinas com provavel atividade lacase (ORFs NCU04528, NCU05113, NCU00526,
NCU07920, NCU04593, NCU05604, NCU09279, NCU09023, NCU02201) e dez
genes codificando provaveis enzimas com atividade peroxidase (ORFs NCU03297,
NCU09210, NCUO05770, NCU11286, NCU11046, NCU16942, NCU03646,
NCU09534, NCU05858, NCU0Q776), incluindo uma ORF codificando uma provavel
peroxidase descolorante (NCU(09210), além de diversas outras provaveis

oxidoredutases acessorias. Portanto, N. crassa pode ser considerado um modelo de
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estudo para decifrar o sistema lignolitico de fungos filamentosos bastante promissor e
também um organismo extremamente interessante sob o ponto de vista

biotecnoldgico.



Objetivos
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2 OBJETIVOS

Os fungos filamentosos s&o excelentes produtores de enzimas
lignoceluloliticas e a resolucao do genoma de N. crassa permitiu identificar nove genes
codificando proteinas com provavel atividade lacase, dez genes codificando provaveis
enzimas com atividade peroxidase, incluindo uma ORF codificando uma provavel
peroxidase descolorante, além de diversas outras provaveis oxidoredutases
acessorias, tornando este ascomiceto extremamente interessante sob o ponto de vista
biotecnoldgico. O objetivo principal deste projeto foi determinar os secretomas do
fungo N. crassa cultivado na presenca de lignina comercial, bagaco de cana-de-
acucar e serragem como fonte de carbono alternativa e identificar nos mesmos,
enzimas com atividades lignoliticas promissoras, que possam ser incorporadas
futuramente em coquetéis enzimaticos adaptados para a desconstrucédo da parede

vegetal, entre outras finalidades.

Para atender ao objetivo principal deste projeto, realizamos a:

1. Avaliacdo da capacidade do fungo N. crassa em utilizar fontes de carbono
alternativas para o crescimento. Esta etapa foi realizada cultivando o fungo em meio
solido adequado, suplementado de diferentes fontes de carbono alternativas (lignina,

bagaco de cana de acucar e serragem);

2. Padronizacao das condi¢des de cultivo do fungo em meio liquido contendo as fontes

de carbono alternativas para a obtencéo dos respectivos secretomas;

3. Determinacéo da atividade lignolitica nos secretomas obtidos a partir do cultivo do

fungo na presenca das diferentes fontes de carbono;

4. Avaliacdo dos secretomas obtidos nas diferentes fontes de carbono alternativas por

ensaios de eletroforese SDS-PAGE e bidimensional,

5. Identificacdo das proteinas contidas nos secretomas analisados por técnicas de
espectrometria de massas, seguido de analises das proteinas identificadas por

bioinformatica.



Materiais e Métodos



Materiais e Métodos |41

3 MATERIAIS

3.1 Linhagens de microrganismos

e Neurospora crassa 74-OR23-1VA: FGSC 2489 (A, linhagem selvagem),
adquirida junto ao Fungal Genetics Stock Center (FGSC), disponivel em nosso
laboratério (COLOT et al., 2006).

3.2 Substratos lignocelulésicos

Para os ensaios de degradacao de biomassa vegetal e inducao da secrecéo de
ligninases pelo fungo, foram usados o bagaco de cana de acucar e a serragem. O
bagaco da cana de acucar é proveniente de um sitio da cidade de Bebedouro, SP. A
serragem usada é composta por uma mistura de restos de madeiras mole e dura e foi
cedida pelo SENAI — Servico Nacional de Aprendizagem Industrial, da cidade de

Araraquara, SP.

3.3 Meios de cultura

Meio minimo de Vogel

O meio de cultivo utilizado para o crescimento, manutencéo das linhagens do
fungo N. crassa e para os experimentos, foi 0 meio minimo de Vogel 1x (VM) (Vogel,
1956). Para as culturas realizadas em meio solido, o meio VM 1x foi acrescido de agar
2%.

O meio VM é um meio quimicamente definido, preparado a partir da diluicdo de

uma solucéo estoque 50x concentrada:

Sais de Vogel (50x)
Citrato de so6dio-2H.O 0,5M; KH2POs anidro 1,85M; NH4NOs anidro 1,25M,;
MgS047H20 0,08M; CaCl2'2H20 0,03M; 5 mL de solucéo de biotina (0,5mg/mL em

etanol 50% v/v); 5 mL solucdo de elementos tracos; 2 mL cloroférmio; agua destilada

em quantidade suficiente para (g.s.p) 1000 mL

Solucdo de elementos tracos
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Acido citrico.H,O 0,5M; ZnSO4+7H.0 0,4M; Fe(NH4)2(S04)2'6H0 0,05M;
CuS045H,0 0,02M; MnSO4'H2O 0,006M; HsBOsz anidro 0,02M; NaMo00O4.2H20
0,004M; 100pL de cloroférmio, agua destilada g.s.p 100 mL.

3.4 Solucdes e tampdes

3.4.1 Para o preparo das amostras de proteinas

Tampao com inibidores de protease

Tris-HCI 0,05M pH 8,0; fluoreto de sddio (NaF) 0,05M; acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,001M pH 8,0; benzamidina 0,001M; tosil fenilalanil clorometil cetona
(TLCK) 0,002 M; Ditiotreitol (DTT) 0,001M; fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)
0,001M Apropitina e pepstatina A (lug/mL cada)

3.4.2 Para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Tampao Tris-glicina 10 x:
Tris-HCI 250 mmol L1, pH 8,0; glicina 2,5 M.

Tamp&o de Amostra:
Tris-HCI 100 Mmol L%, pH 6,8; dodecil sulfato de sédio (SDS) 4%; Azul de bromofenol
0,2%; glicerol 20%; B-mercaptoetanol 0,2%.

Resolving buffer 5x:
1,875M Tris base; 1% SDS; acertar pH em 8,8 com HCI.

Stacking buffer 5x:
1,875M Tris base; 1% SDS; acertar pH em 6,8 com HCI.

Gel de poliacrilamida desnaturante 12%

Gel de separacao: 4 mL solugéo acrilamida:bisacrilamida (30:0,8); 4 mL H2O; 2 mL
Resolving buffer 5x; 100 pL persulfato de aménio (APS) 10%; 10 pL N,N,N’,N’-
tetramethylenediamine (TEMED).
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Gel de empacotamento: 900 pL solucéo acrilamida:bisacrilamida (30:0,8); 3,2 mL H20;
1 mL Stacking buffer 5x; 50 uL APS 10%; 5 uL TEMED

3421 Para revelacdo dos géis de poliacrilamida

34211 Coloragao com Azul de Coomassie
Solucao Corante

2,5 g Coomassie Brilliant Blue R; 450 mL metanol; 100 mL &acido acético glacial; g.s.p
1000 mL agua destilada.
Solucao Descorante

450 mL metanol; 100 mL acido acético glacial; g.s.p 1000 mL agua ultrapura.

3.4.2.1.2 Coloracao com solucéo de nitrato de prata

Solucao Fixadora

125 mL etanol absoluto; 30 mL acido acético glacial; 188 uL de formaldeido 37%; agua

destilada g.s.p 250 mL.

Solucdo de Lavagem

100 mL de etanol absoluto; 100 mL agua destilada.

Solucéo de Nitrato de Prata
0,5 g de AgNO3; 188 pL de formaldeido; agua destilada g.s.p 250 mL.

Solucédo Reveladora
15 g de Na2COs3; 5 mL de Na2S20s3; 125 pL de formaldeido; agua destilada q.s.p 250

mL

3.4.3 Para determinacdo de acgucares redutores pelo método de Benedict

Reagente de Benedict

Solucédo A: 173 g de citrato de sodio (NasCeHs507.2H20); 90 g de carbonato de sodio
(Na2CO0O3); 600 ml de 4gua destilada quente (~80°C) (filtrar apds a dissolugéo).
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Solugdo B: 17,3 g de sulfato de cobre (CuSOa) (dissolver em 200 mL de &agua
destilada).

Adicionar a solucdo B na solugao A e completar o volume g.s.p. 1000 mL

3.4.4 Para determinacdo de proteinas totais

3.4.4.1 Precipitacdo das proteinas totais com &cido tricloroacético (TCA) e

acetona

Solucéo de TCA 100%
10 g de TCA em 4,54 mL de agua destilada (volume final = 10 mL)

Solucéo de Precipitacéo
TCA 10 % (v/v) em acetona, contendo DTT 0,02 mol L.

Solucdo de Lavagem

DTT 0,02 mol L*em acetona.

3.4.4.2 Método de Hartree

Solucdes Estoque

2% Na>COs (preparada em NaOH 0,1 mol L-1); 1% tartarato de Na e K (preparada em

agua destilada); 1% CuSO4 (preparada em agua destilada).

Solucdo Reagente:
100 L tartarato 1%; 100 pL CuSOg; 9,8 mL de Na>CO3 2%.

3443 Método de Bradford

Reagente de Bradford
10 mg Comassie Brilliant Blue G-250; 5 mL etanol 95%; 10 mL &cido fosférico 85%;

agua destilada g.s.p. 100 mL.
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3.4.5 Paradeterminagdo das atividades enzimaticas

Solucdo Alcodlica de Siringaldazina

0,05 g de siringaldazina; g.s.p 50 mL etanol absoluto.

Solucdo Tampao Citrato-Fosfato

Solucdo A: 1,05 g de acido citrico em 50 mL de agua destilada.
Solucéo B: 1,41g de fosfato de sédio dibasico em 50mL de agua destilada.
A solucéo A foi adicionada a solucéo B e o pH ajustado para 5,0 com NaOH.

Solucao FeCls e K3[Fe(CN)g] (teste qualitativo de oxidacédo da lignina)

FeClsz e K3[Fe(CN)e], 1% de cada (m/v), em solucéo aquosa.

Tintura de iodo

I> e Kl, 0,25% de cada (m/v), em solucéao aquosa.

3.4.6 Para digestao triptica das amostras proteicas em solucao

Solucdo de DTT

0,5 M de DTT, preparada em solucédo tampéao bicarbonato de aménio 50 mM pH 7,8

Solucao de IAA

0,5 M de IAA, preparada em solucéo tampdao bicarbonato de aménio 50 mM pH 7,8

Solucdo de Tripsina

Tripsina 0,02 mg mL™, preparada em solucédo tampao bicarbonato de aménio 50 mM
pH 7,8

3.5 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e fornecidos pelas
empresas Sigma, Amresco ou Merck. A enzima tripsina, utilizada nas analises de
espectrometria de massas, foi fornecida pela Promega. A lignina purificada, usada

como fonte de carbono alternativa, foi obtida junto a Sigma (cat. 47003).
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4 METODOS

4.1 Manutencao dalinhagem selvagem de N. crassa e propagacao

4.1.1 Obtencédo de conidios

Para a obtencdo de conidios, as diferentes linhagens foram cultivadas em
garrafas de vidro contendo 50 mL de meio VM sélido, acrescido de sacarose 2%, a
30°C durante 3 dias. Em seguida, as linhagens foram expostas a luz e a temperatura
ambiente por aproximadamente 7 dias. ApOs esse periodo, os conidios foram
coletados com agua destilada estéril gelada, filtrados através de gaze estéril, e as
suspencdes centrifugadas a 3.000 rpm para a separacdo do micélio remanescente
presente no sobrenadante, dos conidios. A concentracao das suspensdes de conidios
foi determinada em camara de Neubauer e os valores expressos em conidios mL™* de

suspensao.

4.2 Tratamentos das biomassas vegetais

Para os ensaios de crescimento em placas, padronizacdo do cultivo do fungo
em meio liquido e obtencéo dos secretomas do fungo, foram utilizados como fontes
de carbono alternativas naturais as biomassas vegetais bagaco de cana de acucar e
serragem, os quais foram adicionados aos meios de cultivo, previamente tratados ou
nao, conforme descrito em Shrestha et al. (2011). Para isto, bagaco da cana de acucar
e serragem foram triturados e submetidos a dois pré-tratamentos: 1) alta temperatura
e 2) alta temperatura acoplada a hidrolise acida.

Para o tratamento com alta temperatura acoplado a hidrélise acida, os
substratos foram primeiramente fervidos em forno micro-ondas durante trés minutos,
na presenca de uma solucéo de acido sulfarico 1 % (v/v), numa proporcdo de 1 g de
substrato triturado:10 volumes de solucao acida. Este procedimento foi repetido cinco
vezes. Em seguida, os substratos tratados foram lavados em agua corrente até que
0s pHs dos mesmos atingissem o valor de 5,8. Apos a correcdo do pH, as biomassas
foram coletadas por filtragdo em filtros de tecido de algodéo, desidratadas em estufa

até que seus pesos atingissem valores constantes. Para o tratamento com alta
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temperatura, os meios de cultivo contendo os diferentes substratos (sem tratamento
prévio ou hidrolisados com &cido sulfurico) foram autoclavados por 30 min a 120°C e
1 atm, juntamente com o meio VM, estes suplementados na proporcdo de 1 g
substrato:10 mL meio VM.

4.3 Andlises Morfolégicas

Para todas as analises morfologicas descritas a seguir, foram realizados trés
experimentos bioldgicos independentes, em triplicatas experimentais.

4.3.1 Analise do crescimento radial das colonias

Para analisar o crescimento radial de N. crassa na presenca das fontes de
carbono alternativas, foram preparadas placas de Petri contendo meio VM solido
acrescido de bagaco de cana-de-acUcar ou de serragem, previamente tratados e
adicionados na proporcéo de 1:10 (m/v), ou lignina purificada, nas concentracfes de
0,05%; 0,1%; 0,5%, 1%, 2% e 10% (m/v). Como controle para os experimentos, foram
preparadas placas de Petri sem a adicdo das fontes de carbono alternativas, contendo
apenas 1) agar e agua; 2) meio VM sélido sem adicéo de fonte de carbono, e 3) meio
VM soélido acrescido de sacarose 2%.

10 pL de uma suspensédo contendo 10° conidios mL* foram inoculados no
centro das placas e incubados a 30°C durante trés dias. Imagens dos crescimentos
radiais foram adquiridas apds 24 h, 48 h e 72 h de cultivo e medidas dos diametros
das colénias foram determinados em centimetros a cada 12 h. Paralelamente,
imagens das extremidades apicais das hifas basais e dos pontos de inéculo das
col6nias obtidas ap6s 24 h de cultivo foram adquiridas por microscopia de contraste
diferencial (DIC) nos aumentos de 32x e 80x, com o auxilio de uma camera AxioCam
ICc3 acoplada a um estereomicroscopio trinocular Discovery V8 (Zeiss), para 0S

diferentes meios de cultivo.

4.3.2 Determinagao da extensdo apical das hifas basais em race tubes

Para analisar o crescimento linear do fungo usando lignina como fonte de

carbono, foram preparados race tubes contendo 15 mL meio VM sélido acrescido de
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lignina nas concentragdes de 0,05%, 0,1%, 0,5%, 1%, 2% e 10%, tendo como controle
meio VM acrescido de sacarose 2%. 10 pL de uma suspenséo contendo 10° conidios
mL-* foram inoculados em uma das extremidades dos tubos e incubados durante uma
noite, sob luz constante para zerar o relégio biolodgico do fungo. No dia seguinte, as
extremidades apicais das hifas basais estendidas foram marcadas e adotadas como
sendo o ponto de partida para a determinagédo das taxas de crescimentos lineares
basais. Em seguida, os tubos foram transferidos para a condi¢cdo de escuro total e
medidas dos crescimentos (em centimetros) foram realizadas a cada 24 h, até que
gualquer uma das culturas atingisse primeiro a outra extremidade do tubo. Este ponto
foi adotado como sendo o ponto final das leituras das taxas de crescimentos para
todos os demais tubos. A determinacéo das extensdes apicais ndo pode ser realizada
na presenca de bagaco de cana de acucar ou de serragem devido a limitacdo da
técnica (as texturas dos meios de cultivos contendo bagaco de cana ou serragem néo

permitiram o preenchimento correto dos race tubes).

4.3.3 Producéao de hifas aéreas e conidios

Para analisar a producdo de hifas aéreas, 100 yuL de uma suspensdo de
conidios de N. crassa na concentracdo de 108 células mL* foram inoculados em
Erlenmeyers com capacidade de 250 mL, contendo 50 mL de meio VM sdélido
acrescidos dos substratos vegetais tratados, na proporcao de 1:10 (m/v), ou de lignina
purificada nas concentracdes de 0,05%; 0,1%; 0,5%, 1%, 2% e 10%. Como controle
para os experimentos, foram preparados Erlenmeyers sem a adicdo das fontes de
carbono alternativas, contendo apenas 1) agar e agua; 2) meio VM solido sem adicéo
de fonte de carbono, e 3) meio VM solido acrescido de sacarose 2%. Os inoculos
foram incubados a 30°C, na auséncia de luz, durante trés dias e em seguida, as
culturas foram transferidas para as condicbes ambientes de temperatura e
luminosidade por mais sete dias, totalizando dez dias de cultivo, onde foram avaliadas

a producéao de hifas aéreas e conidios.

4.4  Padronizacao culturas liqguidas e obtencéo do secretomas

Para a padronizacdo das culturas liquidas e obtengéo do secretomas, foram

preparados Erlenmeyers com capacidade de 250 mL, contendo 100 mL de meio VM
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liquido, acrescido das seguintes fontes de carbono: sacarose 2% (controle), bagaco
de cana-de-agucar ou serragem previamente tratados na propor¢do de 1 g
substrato:10 mL meio VM e lignina purificada, nas concentragcbes de 0,5% e 10%
(m/v).

Para os ensaios de biodegradacéo e obtencdo dos secretomas, 2 x 107 conidios
mL* de N. crassa foram inoculados nos respectivos meios de cultura e cultivados a
30 °C / 250 rpm por até 28 dias. Aliquotas das culturas (meio de cultivo e micélios)
foram removidas apds um dia, quatro dias, sete dias, 14 dias e 28 dias de cultivo. Os
meios de cultivo foram separados dos micélios por filtracdo e usados como fonte de
proteinas secretadas. Os micélios coletados apés a filtracdo foram armazenados a -
80 °C e futuramente serdo utilizados como fonte de acidos nucleicos, para analises
de expressao génica por qPCR, dos alvos selecionados a partir dos ensaios de
espectrometria de massas. Todos o0s ensaios de biodegradacéo foram realizados em

triplicatas biologicas.

4.4.1 Obtencao das proteinas secretadas

Apoés os diferentes periodos de cultivo, os micélios e todo o residuos de
biomassa vegetal foram removidos por filtracdo seguidos de centrifugacao. Os caldos
contendo as proteinas secretadas foram adicionados de uma solucdo tampéo
contendo inibidores de proteases e glicerol 2% e armazenados a -80 °C para analises
posteriores. As proteinas totais das amostras foram determinadas pelos métodos de
Hartree (HARTREE, 1972) ou de Bradford (BRADFORD, 1976) usando BSA (Sigma)

como padrdo e expressas em mg mL,

45 Teste de Benedict

O teste de Benedict (BENEDICT, 1909) foi utilizado para detectar a presenca
de acucares redutores (monossacarideos e oligossacarideos) nos substratos vegetais
usados como fontes de carbono alternativas, apés os tratamentos térmico e térmico
acoplado a &cido. O principio do método se baseia na capacidade de reducdo dos
fons cupricos (Cu?*), presentes no reagente de Benedict, a ions cuprosos (Cu*) pelos
carbonos anoméricos livres dos agucares presentes em solucéo, formando entdo um

precipitado de cor amarelo ou alaranjado.
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Para isso, os meios de cultivo foram preparados e autoclavados. Em seguida,
aliquotas de 1 mL de cada um dos meios de cultivo foram filtrados para a remocao
das partes sdlidas provenientes da biomassa vegetal e adicionados 2 mL do reagente
de Benedict. A reagao foi mantida em banho-maria fervente por 5 minutos, resfriadas
em temperatura ambiente e as colora¢des foram observadas, tendo como controles
agua, VM e VM adicionado de sacarose 2%.

A presenca de sacarose ou outros oligossacarideos residuais nao redutores
nos meios de cultivo, provenientes da cana de acUcar ou da serragem, foi determinado
hidrolisando-se previamente as amostras dos meios de cultivo com H>SO4, uma vez
que as ligacdes glicosidicas sdo facilmente hidrolisaveis na presenca de acidos. Para
isto, trés gotas de acido sulfarico concentrado foram previamente adicionadas nas
aliquotas de 1 mL dos meios de cultivo e incubadas em banho-maria fervente por 1
minuto. Apos a hidrolise acida, as amostras foram neutralizadas com 6 gotas de NaOH

6 N e submetidas ao teste de Benedict.

4.6 Determinacao de proteinas totais

4.6.1 Precipitacdo das proteinas totais com acido tricloroacético (TCA) e

acetona

Para os ensaios onde se fez necessario, e por se tratar de amostras de
secretoma onde a quantidade de proteinas totais pode variar, as proteinas totais
presentes nas amostras foram primeiramente precipitadas, usando o protocolo de
TCA-acetona. Para isto, amostras de proteinas totais foram adicionadas de 3 volumes
de uma solugdo de TCA 10 % (v/v) em acetona, contendo DTT 0,02 mol L, e estas
foram incubadas a -80 °C por pelo menos 30 min. Em seguida, as proteinas
precipitadas foram coletadas a 14.000 rpm/4 °C/ 20 min e os pellets foram lavados
com 500 pL de uma solucdo de DTT 0,02 mol L em acetona. Apds a lavagem, a
acetona residual das amostras foi removida por evaporacdo e os pellets foram

dissolvidos em tampé&o 0,05 mol L Tris-HCI pH 8,0.
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4.6.2 Método de Hartree

As proteinas totais das amostras foram determinadas pelo método de Lowry
modificado (HARTREE, 1972). Para isto, as amostras foram preparadas diluindo-se 5
UL em 195 pL de &gua, adicionadas de 1 mL de solucdo reagente e incubadas em
temperatura ambiente durante 15 min. Em seguida, as amostras foram adicionadas
de 100 pL de reagente de Folin 1:1 em agua (v/v) e incubadas por mais 30 min em
temperatura ambiente. Apds a incubacdo as absorbancias das amostras foram
determinadas a 650 nm e usadas para determinar as concentracdes de proteinas
totais das amostras em mg mL%, usando a equacgdo da reta obtida a partir de uma

curva padrao preparada com soroalbumina bovina.

4.6.3 Método de Bradford

As proteinas totais das amostras também foram determinadas pelo método
Bradford (BRADFORD, 1976), onde foram adicionados a um tubo de microcentrifuga
10 pL de amostra com 790 uL de agua destilada e 200 uL do reagente de Bradford.
As reacdes foram incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente e a absorbancia
foi medida em 595 nm. A curva padrao foi construida a partir da soroalbumina bovina

€ uma reacao com apenas agua e reagente de Bradford foi utilizado como branco.

4.7 Andlise das Atividades enzimaticas

4.7.1 Atividade lacase

Para a determinacdo da atividade lacase, 2-:10’conidios mL?* de N. crassa
linhagem selvagem foram inoculados em Erlenmeyers com capacidade de 250 mL,
contendo 50 mL de meio VM liquido suplementado com sacarose 2% (controle) ou 0s
substratos serragem e bagaco de cana de acucar previamente tratados (1 ¢
substrato:10 mL meio) e incubados a 30°C/200 rpm. Aliquotas dos secretomas foram
removidas em diferentes tempos de cultivo (24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h, 96 h, sete
dias, 14 dias e 28 dias) e ensaiadas para atividade lacase, tendo como substrato a
siringaldazina (SKLARZ et al., 1989).
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Para o ensaio enzimético, 300 pL de extrato proteico (amostras do secretomas)
foram adicionados de 600 pL de solucdo tampdao citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0,
homogeneizados e incubados a 50°C durante 2 min. Em seguida, 100 pL de uma
solugédo alcodlica de siringaldazina 1 mg mL* foram adicionados ao tubo reagente,
rapidamente homogeneizados e reincubados a 50°C durante exatamente 5 min. A
atividade lacase foi determinada em espectrofotdbmetro em um comprimento de onda
de 525 nm. O espectrofotbmetro foi zerado com agua. Como BRANCO, foram
utilizadas as préprias amostras de secretomas previamente fervidas em banho-maria
durante 10 min e os valores das absorbancias obtidas nas amostras fervidas foram
subtraidos das absorbancias obtidas nos ensaios de oxidagdo da siringaldazina com
as amostras néo fervidas.

As unidades de atividade lacase foram determinadas a partir da oxidacao de 1
umol de siringaldazina para sua forma quinona, usando-se o coeficiente de
absortividade molar de 6,5 10* L mol* cm (BAUER; RUPE, 1971). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade de lacase requerida para
oxidar 1 umol de siringaldazina por minuto de reacao e foi expressa em unidades (U)
por mg de proteinas totais (U mg). Os experimentos de atividade enzimatica foram

realizados em triplicata.

4.7.2 Ensaio qualitativo de oxidac&o da lignina

O teste qualitativo da oxidacdo da lignina foi realizado conforme descrito em
Pointing (1999), em placas de Petri contendo meio VM solido acrescido de lignina
0,25% e glicose 0,2%. 10* conidios de N. crassa linhagem selvagem foram inoculados
no centro das placas de Petri e incubados a 30°C durante dez dias em BOD. As
culturas obtidas foram entdo imersas em uma solucdo fresca contendo FeCls; e
Ks[Fe(CN)e], até o aparecimento de cor. Como controles negativos do ensaio, foram
usadas placas de Petri contendo o meio VM solido acrescido de lignina 0,25% e
glicose 0,2% sem o in6culo e placas de Petri contendo o meio VM sélido acrescido de
glicose 0,2% inoculada com 10* conidios da linhagem selvagem de N. crassa. Foram
considerados resultados positivos para o teste qualitativo, as placas que
desenvolveram na presencga do FeCls e Ks[Fe(CN)s] um halo ao redor da colbnia do
fungo indicando a lignina oxidada, com coloragéo azul esverdeada onde a lignina se

encontra ndo degradada.
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4.8 Andlise do secretoma

Todas etapas de preparo das amostras para as andlises do secretoma por
espectrometria de massa foram realizados tomando-se os cuidados necessarios para
evitar contamina¢do com queratina humana. As vidrarias e tubos de microcentrifuga
foram previamente tratados com metanol. Todas as solu¢des foram preparadas com

agua Milli-Q.

4.8.1 Analise das proteinas secretadas por SDS-PAGE e 2D-PAGE

As amostras coletadas durante a padronizagéo dos ensaios de cultivo do fungo
nas diferentes fontes de carbono e também para os ensaios de desconstrucéo de
lignina foram primeiramente analisadas por SDS-PAGE, conforme protocolo
padronizado em nosso laboratério (LAEMMLI, 1970). Rapidamente, amostras de
proteinas totais extraidas das diferentes condicGes de cultivo foram separadas em
géis de poliacrilamida 12% em condi¢cdo desnaturante, a 200 V em tampao de Tris-
glicina 1x. Apoés a eletroforese, os géis foram revelados com solu¢cdo de Commassie
e/ou prata para a visualizacado das proteinas.

Para a andlise das proteinas secretadas nas diferentes condicGes de cultivo
por eletroforese bidimensional, amostras das proteinas totais secretadas nos
diferentes meios de cultivo foram primeiramente filtradas em filtros contendo
membranas com poros de 0,22 um de didametro (Millipore) e concentradas em filtros
contendo membranas com poros seletivos para proteinas de tamanhos de 10 kDa
(Amicon, Millipore). As proteinas totais foram determinadas pelo método de cobre
residual (2D Quant kit, GE HealthCare), usando BSA como padrao.

As amostras de proteinas totais foram separadas por 2D-PAGE usando o
sistema de focalizacdo isoelétrica IPGphor™ (GE Healthcare) e tiras Immobiline™
DryStrip de 13 cm, com gradiente linear de pH 3-10 (GE Healthcare), conforme
especificacdes do fabricante. Apds a eletrofocalizacéo, as tiras foram reduzidas e
alquiladas. As proteinas foram separadas na segunda dimensdo em gel SDS-PAGE
12,5 % utilizando o sistema Hoefer™ SE 600 (GE Healthcare) em tampéo de corrida
Tris-glicina (LAEMMLI, 1970). Para a visualizacdo das proteinas secretadas, 0s géis

foram revelados com azul de Coomassie e/ou prata.
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48.1.1 Revelacdo dos géis com solugcdo de azul de Coomassie

ApGs a separacdo das proteinas, os géis foram mantidos por no minimo 10
minutos na solugéo corante sob agitacéo, esta foi retida e a solucdo descorante foi
adicionada e trocada assim que necessario para uma melhor descoloragcdo, mantendo
0S géis nesta, preferencialmente durante uma noite, para uma melhor visualizacao

das bandas.

48.1.2 Coloragao com Prata

Apés o término da eletroforese, os geéis ja corados ou ndo com azul de
Coomassie foram fixados durante 1h, em temperatura ambiente e sem agitagdo. Em
seguida, foram lavados 3 vezes em solucéo de lavagem, durante 20 min com agitacéo
suave. A solucao de lavagem foi removida e o géis ficaram imersos durante um minuto
em uma solucédo de tiossulfato de sédio recém-preparada. Em seguida, a solucdo de
tiossulfato foi removida e os géis foram lavados 3 vezes durante 20 seg cada, com
agua destilada. Apos a lavagem, foi adicionada a solugéo de nitrato de prata aos geéis,
incubando durante 20 min. Apds a incubacgéo com a prata, a solucao foi removida, 0s
géis foram novamente lavados 3 vezes em agua destilada e as bandas proteicas foram

visualizadas pela revelacédo dos géis com solucéo reveladora.

4.8.2 Digestao triptica das amostras proteicas em solucéo

Apés o cultivo do fungo nas condi¢cdes selecionadas, os meios foram
centrifugados a 10.000 rpm para separacdao dos sélidos e do caldo contendo as
proteinas secretadas. As proteinas contidas no caldo foram precipitadas e
concentradas com solucdo TCA-acetona. Os pellets obtidos foram solubilizados em
um volume minimo de uma solucdo de ureia 8 M, em banho de gelo por
aproximadamente 10 min. As amostras solubilizadas tiveram as proteinas totais
determinadas pelo método de Bradford e amostras dos secretomas contendo
aproximadamente 10 ug de proteinas totais submetidas a digestdo com tripsina. Para
isto, as amostras foram reduzidas com 5 mM de DTT em temperatura ambiente por
45 min. Em seguida, as amostras foram alquiladas com 14 mM de iodoacetamida (1AA)

ao abrigo da luz, por 45 min em temperatura ambiente. A IAA adicionada as amostras
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foi inativada pela adicdo de 5 mM de DTT em temperatura ambiente, durante 15 min.
A concentracao de ureia das amostras foi reduzida para 1,6 M pela adicdo de tampéo
bicarbonato de aménio 50 mM. Em seguida, as amostras foram adicionadas de 1 mM
de CaCl; e digeridas durante 16 h a 37°C com 10 pL de uma solugéao de tripsina 0,02
mg mL* (Trypsin Gold, Promega). Apds a digestdo, as amostras foram adicionadas
de 0,4% de &cido trifuoracético (TFA) para interromper a agdo enzimatica e reduzir os
valores de pH abaixo de 2,0 e centrifugadas para remocao de possiveis precipitados

formados durante o procedimento.

482.1 Dessalinizagdo das amostras

As amostras tripsinizadas foram dessalinizadas em colunas C18 (ZipTip®
Pipette Tips, Millipore), de acordo com as seguintes etapas:

1°) Lavagem com ACN 100%;

2°) Lavagem com uma solucdo de ACN 60% contendo TFA 0,1%;

3°) Lavagem com uma solucéo de TFA 0,1%;

4°) Ligacao da amostra na coluna;

5°) Lavagem com uma solucéo de TFA 0,1%;

6°) Eluicdo da amostra em 5 pL de uma solucdo de ACN 60% contendo TFA
0,1%.

As etapas acima foram realizadas sucessivas vezes, até que todas as amostras
digeridas tivessem passado pela coluna C18. Os peptideos tripticos coletados foram

secos (SpeedVac®Plus SC110 A, Savant) e submetidas a espectrometria de massas.

4.8.3 Sequenciamento dos peptideos tripticos por LC-MS/MS

Os peptideos tripticos proveniente do secretoma obtido apés 96 h de cultivo do
fungo em lignina 0,5% foram enviados para o Centro Analitico de Instrumentacao da
Universidade de Sao Paulo — Central Analitica, Instituto de Quimica, USP, SP, onde
foram sequenciados por shotgun, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Nano HPLC, Shimadzu) acoplada a espectrometria de massas (MaXis-QTOF) no
modo ESI-QUAD-TOF MS/MS.

Os peptideos tripticos provenientes dos secretomas obtidos apdés 20 h de

cultivo do fungo em lignina 0,5% 96 h de cultivo do fungo em bagaco de cana-de-
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acucar previamente tratado com acido/calor foram enviadas para o Centro de
Facilidades para a Pesquisa — CEFAP, Instituto de Ciéncias Biomédicas IBC, USP,
SP, onde foram sequenciadas por shotgun, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Easy nanoLC II, Thermo) acoplada a espectrometria de massas (LTQ-
Orbitrap Velos ETD) no modo ESI-TRAP MS/MS.

Os espectros de massas obtidos nao interpretados foram analisados conforme
descrito por Freitas et al. (2008), contra o banco de dados de N. crassa (FungiDB),
usando a ferramenta de busca de ions-fragmento (MS/MS) do programa MASCOT
versao 2.3 (www.matrixscience.com), disponivel no servidor do Laboratério Nacional
de Biociéncias (LNBio — CNPEM, Campinas, SP).

Como parametros de busca, para o equipamento foram usados o0 maximo de
uma perda de sitio de clivagem de tripsina, como modificagdes fixas foram adotadas
a carbamidometilacédo das cisteinas e como modificagcdes variaveis foram adotados a
oxidacao das metioninas e acetilacdo dos N-terminais. Foi adotada ainda a tolerancia
de 1 Da de variacdo de massa para a identificacdo dos ions precursores (MS) e de
0,5 Da de variacdo de massa para a identificacdo dos ions fragmento (MS/MS).

Os peptideos foram considerados identificados quando os valores de score
excederam a identidade ou excederam um valor de homologia extensa calculado pelo
préoprio MASCOT, no modo de identificacdo decoy a fim de eliminarmos a identificacao
de falsos positivos. Para eliminar a redundancia causada pelas proteinas que
apareceram em multiplas bases de dados com diferentes nomes e numeros de
acesso, a nomenclatura foi adaptada para todas as proteinas identificadas. As ORFs
obtidas foram anotadas funcionalmente, usando a plataforma Blast2GO verséo 3.0.1.
(https://www.blast2go.com). As ORFs que se mostraram promissoras ap0os a anotagcao
foram ainda analisadas para a presenca de sequencias de enderecamento celular ou
extracelular usando a plataforma Wolf PSORT - Protein Subcellular Localization
Prediction (https://wolfpsort.hgc.jp/)

Amostras obtidas através de experimentos realizados na presenca serragem
previamente tratada com calor acoplado a hidrélise acida e na presenca de sacarose
como controle se encontram tripsinizadas, dessalinizadas e armazenadas a -80°C e

deverao ser analisadas futuramente.



Resultados e Discussdo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 N. crassa é capaz de usar lignina proveniente de herbaceas e madeira

como fonte alternativa de carbono

Diversos trabalhos tém mostrado que ndo apenas os basidiomicetos, mas
ascomicetos como Aspergillus e Trichoderma (SHRESTHA et al., 2015), sdo capazes
de utilizar biomassa vegetal de maneira bastante eficiente na natureza, em
decorréncia da quantidade e variedade de enzimas lignoceluloliticas que estes fungos
secretam. No entanto, os esfor¢cos para entender os mecanismos de utilizacdo da
biomassa vegetal pelos ascomicetos estdo concentrados em processos celulares
envolvendo atividades celulases e hemicelulases, deixando as atividades ligninases
em segundo plano.

Foram varios os motivos que nos levaram a estudar a degradacao de ligninas
pelo fungo N. crassa. Em primeiro lugar, consideramos que as ligninas representam
uma grande fonte de carbono renovavel de origem nao carboidrato, que pode ser
usada para a sintese de importantes biomoléculas de valor agregado. Em segundo
lugar, pouco ainda se sabe sobre os processos biolégicos envolvidos na degradacao
e/ou modificacdo das ligninas pelos fungos filamentosos e seu conhecimento deve
trazer grandes beneficios para as industrias como a téxtil e a de papel, facilitando
processos de branqueamento de polpa de celulose para a confeccdo de papel ou
linho, por exemplo. Ainda neste quesito, sera possivel identificar proteinas de
interesse comercial associadas a processos de biorremediacdo ambiente. Ou seja, 0
conhecimento dos processos biolégicos associados a degradacdo/modificacdo das
ligninas possibilitaria a descoberta de proteinas de interesse comercial, as quais
poderiam num futuro proximo, ser adicionadas a coquetéis enzimaticos com
finalidades especificas, permitindo baratear linhas de producéao, facilitar processos
industriais e reduzir danos ambientais.

Em terceiro lugar, as ligninas possuem um grande potencial para serem
convertidas em compostos fendlicos de alta importancia industrial (LI et al., 2015). As
principais diferencas entre o petrdleo bruto (fonte de carbono nédo renovéavel) e as
ligninas (fonte de carbono renovavel) estd em que o petréleo bruto € composto
principalmente de cadeias de hidrocarbonetos contendo apenas atomos de carbono e

hidrogénio (CnH2n+2), que sdo destilados para obter diferentes fracdes, utilizadas
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principalmente como combustiveis. J& a biomassa vegetal € composta por moléculas
contendo carbono, hidrogénio e oxigénio e sua decomposicao €, portanto, capaz de
originar ndo so6 derivados semelhantes ao do petréleo, como também polimeros de
natureza diversificada. A lignina é o Unico polimero disponivel em grandes
guantidades na natureza que fornece compostos aromaticos capazes de substituir
aqueles produzidos pela industria petroquimica, como os derivados da nafta. A nafta
€ um composto quimico formado por moléculas contendo entre 4 e 8 carbonos, que
pode ser processada dando diferentes derivados, tais como o etileno, propileno,
butadieno, e os arométicos como benzeno (CsHs), tolueno, estireno e meta-xileno (Fig.
4A). O grande desafio esta em separar a lignina da biomassa vegetal, jA& que este
polimero se encontra misturado as células vegetais de maneira bastante intima. Além
disso, a estrutura e a composicao quimica da lignina variam bastante entre as
diferentes espécies vegetais, aumentando muito a complexidade do processamento
de lignina e reduzindo sua aplicacéo nos processos industriais em consequéncia desta
dificuldade inerente (RAGAUSKAS et al., 2014; CONSTANT et al., 2016).

Em geral, os métodos utilizados para extrair a lignina da matéria-prima
lignoceluldsica séo o processamento enzimatico, o método Klason, o processo Kraft,
organossolventes e pré-tratamentos seletivos com liquidos idnicos (UPTON; KASKO,
2016; SATHITSUKSANOH et al., 2014; KARIMI; TAHERZADEH, 2016). Encontrar
enzimas capazes de minimizar esta dificuldade de processamento pode alavancar a
producéo interna de coquetéis enzimaticos adaptados a estes processos industriais.
Cerca de 60% das industrias que vendem estes tipos de enzimas encontram-se na
Europa, as outras 40% estao concentradas nos Estados Unidos e Japéo. A utilizacao
de enzimas lignoceluloliticas em ra¢des animais, em alimentos e industrias téxtil e de
papel respondem por praticamente 20% do mercado mundial (BHAT, 2000). De
acordo com os dados do Ministério do Desenvolvimento e Comércio Exterior do
Governo Federal, sobre o mercado de enzimas do Brasil, no ano de 2005, o total de
importacdes brasileiras foi de US$ 95,7 milhdes, enquanto as exportagdes foram de
US$ 5,4 milhdes, mostrando que o mercado brasileiro € essencialmente importador,
ressaltando nossa desvantagem tecnolOgica e estratégica em termos de producao e
uso das enzimas no pais.

E em quarto lugar, porém ndo menos importante, a publicacdo de pesquisas

mostrando que N.crassa degrada biomassa vegetal de maneira eficiente (SHRESTHA
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Figura 4 — Compostos aroméaticos provenientes da Nafta e Lignina
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(A) Exemplos de compostos aromaticos produzidos a partir da nafta. (B) Principais
mondmeros que compdem a lignina.
Fonte: (A) Adaptado de CHIRAT, 2017; (B) Adaptado de MU et al., 2018
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et al., 2015), somado a nossa experiéncia em manuseio e dominio das técnicas
moleculares associadas a este fungo, juntamente com a resolugéo do seu genoma, 0
qual revelou a presenca de genes codificando proteinas com provaveis atividades
lacase, peroxidase, peroxidase descolorante e provaveis oxidoredutases acessorias,
tornaram N. crassa bastante atrativa sob o ponto de vista biotecnolégico. Ndo pela
guantidade de enzimas que sao secretadas pelo fungo e que sao capazes de degradar
a parede celular vegetal, mas pela variedade de provaveis enzimas com func¢des
associadas a esta atividade de degradacdo e/ou modificacdo. Além dos genes ja
anotados no banco de dados do fungo, apresentando atividades relacionadas ao
nosso objeto de estudo, existe ainda muitas ORFs ndo anotadas, as quais podem vir
a ser em decorréncia deste estudo.

A fim de identificar estas proteinas com atividades lignoliticas, iniciamos nossos
estudos partindo de dois tipos de substratos vegetais abundantes na natureza e que
contém diferentes tipos de ligninas: o bagaco da cana de acucar e a serragem. As
estruturas e propriedades fisico-quimicas das ligninas estdo intrinsicamente
relacionadas a taxonomia das plantas. A lignina de madeira macia, por exemplo,
contém maior teor do alcool coniferilico, enquanto que a lignina de madeira dura
apresenta uma mistura de alcool coniferilico e alcool sinapilico. Ja as ligninas das
herbaceas ou gramineas apresentam uma mistura das trés unidades aromaticas
(alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico) (NITSOS et al., 2016), como
mostrado na Figura (4B). Utilizando estes dois modelos de substratos, ampliamos as
nossas chances de identificacdo de enzimas provenientes de N. crassa apresentando
acao lignoliticas, uma vez que mimetizamos os habitats naturais onde este ascomiceto
pode ser encontrado: madeiras em decomposicdo e herbaceas como o Miscanthus,
uma espécie correlata da cana de acucar. Além disso, a utilizacdo do bagaco para os
ensaios de producdo enzimatica, € uma alternativa para as industrias de biotecnologia
obterem enzimas hidroliticas e oxidativas com um custo mais barato em relagcéo as
enzimas que estdo no mercado. Além destas vantagens jA mencionadas, a producéo
destas enzimas utilizando o bagaco de cana dispbe-se também como uma maneira
viavel de agregar valor a estes residuos e outros com caracteristicas similares ao
bagaco de cana, como residuos de palha e casca de arroz, sabugo de milho, entre
outros, diminuindo assim o impacto ao meio ambiente (VALASKOVA:; BALDRIAN,
2006).
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Iniciamos nossos estudos de biodegradacéo, analisando a capacidade de N.
crassa em utilizar as biomassas vegetais escolhidas como fontes alternativas de
carbono, por meio de ensaios de crescimento do fungo nos diferentes substratos,
tratados ou ndo com &cido e/ou calor. Por se tratar de substratos provenientes de
plantas que naturalmente também contém carboidratos de natureza simples
disponiveis como fonte de carbono para o crescimento do fungo, e a fim de
garantirmos que durante os ensaios de crescimento, o fungo estivesse usando como
fonte de carbono apenas os carboidratos de natureza complexa e derivados
polifendlicos da lignina, analisamos os substratos de maneira qualitativa, para a
presenca de acUcares redutores. Para isto, os meios de cultivo adicionados dos
diferentes substratos, tratados ou nédo, foram preparados, autoclavado e testados para
a presenca de acgucares. Como controle negativo para este experimento, utilizamos o
meio VM sem adicéo de fonte de carbono e agua. Para determinarmos a presenca de
acucares totais nas amostras dos substratos, o teste de Benedict também foi realizado
utilizando os substratos hidrolisados com H2SOa.

Primeiramente o teste foi realizado sem hidrolise acida dos meios de cultivo
com H>S0O4. Comparando os resultados apresentados nas Figuras 5 A e B, podemos
notar que houve mudanca de cor apos a fervura em banho-maria na presenca do
reagente de Benedict apenas nos tubos contendo bagaco de cana e serragem
tratados com calor, com uma coloracao laranja intensa no tubo referente a cana
tratada com calor e apenas alguns precipitados alaranjados no tubo contendo
serragem (Fig. 5, A e B). Os provaveis dissacarideos nao redutores foram entéo
hidrolisados na presenca do acido forte e as amostras de meio tratadas foram
novamente testadas para a presenca de acgUcares redutores. Comparando-se as
Figuras 5B e 5C, observa-se que o tubo contendo meio de cultivo adicionado de
sacarose também adquiriu coloracdo alaranjada apds a fervura em banho-maria na
presenca do reagente de Benedict, indicando que a sacarose foi hidrolisada e
convertida a glicose e frutose, reduzindo os ions cupricos Cu?* presentes no reagente
de Benedict a ions cuprosos Cu*.

Observando os resultados, nota-se a presenca de monossacarideos mesmo
antes da adicao do H>SO4, provavelmente pelo fato das biomassas terem sofrido
hidrélise de uma pequena parte de oligos e polissacarideos, gerando acucares de facil
assimilacdo como glicose, xilose, arabinose, entre outros, presentes nas cadeias de

carboidratos mais complexos como da celulose e hemiceluloses.
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Figura 5 — Presenca de acUcares redutores nos substratos usados como fontes de carbono
alternativas para o cultivo de N. crassa.
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A presenca de acgucares redutores nos substratos foi detectada qualitativamente pelo Teste
de Benedict. Para isto, 1 mL de cada um dos meios de cultivo preparados com os diferentes
substratos, tratados ou ndo, foram ensaiados na presenca do reagente de Benedict, conforme
descrito em Materiais e Métodos. (A) Amostras adicionadas do reagente de Benedict antes
banho-maria fervente; (B) Amostras adicionadas do reagente de Benedict, apds banho-maria
fervente; (C) Amostras adicionadas do reagente de Benedict, hidrolisados com H,SO,, antes
do banho-maria fervente; (D) Amostras adicionadas do reagente de Benedict, hidrolisados
com H,SO4, ap6s o banho-maria fervente. Linhas 1. Agua destilada; 2. Meio VM; 3. Meio VM
contendo sacarose 2%; 4. Meio VM contendo bagaco de cana-de-acucar 10% pré-tratado com
calor; 5. Meio VM acrescido de serragem 10%, pré-tratado com calor; 6. Meio VM acrescido
de bagaco de cana-de-agucar 10%, pré-tratado com calor e hidrélise &cida; 7. Meio VM
acrescido de serragem 10%, pré-tratado com calor e hidrélise acida.

FONTE: Autoria prépria.
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A fim de observarmos a capacidade de N. crassa em crescer nas diferentes
fontes de carbono utilizadas neste trabalho, foram obtidas culturas de 10 dias do
fungo, cultivado em frascos contendo meio VM solido, acrescido ou ndo com as
diferentes fontes de carbono: bagaco de cana-de-acUcar 10% ou serragem 10%
previamente tratados, ou lignina purificada em diferentes concentracdes (0,05%;
0,1%; 0,5%, 1%, 2% e 10%). Como controle negativo para os experimentos, foram
preparados frascos contendo apenas &agar e agua. Como controle positivo,
representando as condi¢des de cultivo laboratoriais, usamos um frasco contendo meio
VM acrescido de sacarose 2% (PERKINS et al, 1976).

Durante o periodo de cultivo, pudemos observar que no frasco contendo
apenas meio VM solido, o fungo apresentou um crescimento basal, com pouca
producédo de carotendide caracteristico dele (coloracdo alaranjada), que pode ser
atribuido a presenca da biotina nos sais de Vogel, que € a Unica exigéncia nutricional
do fungo no preparo do meio sintético (Fig. 6). Para a condi¢cdo na presenca de bagaco
de cana, é possivel afirmar que o fungo consegue se desenvolver de maneira bastante
satisfatoria neste substrato, com formacdo de micélio, hifas aéreas, conidios e
producédo de carotendides (Fig. 6). Para o bagaco previamente tratado com calor, o
fungo alcancou um crescimento bastante semelhante ao cultivo na presenca de
sacarose (controle) (Fig. 6, comparar com frasco contendo sacarose). No entanto,
guando o bagaco de cana foi tratado com calor acoplado a hidrdlise acida, o
crescimento do fungo se mostrou prejudicado (Fig. 6, comparar com frasco contendo
sacarose e frasco contendo bagaco de cana tratado com calor). Provavelmente este
crescimento defectivo em relagdo ao substrato tratado apenas com calor se deva ao
fato de que a hidrélise acida seguida da lavagem do substrato em agua corrente
permitiu a remoc¢ao do acucar residual disponivel no bagaco, deixando para o fungo
como fonte de carbono apenas a biomassa vegetal, que contem acucares complexos
e a lignina.

Para os meios de cultivo contendo serragem, tornou-se evidente que este
substrato nao é facilmente utilizado pelo fungo, tanto para a serragem tratada apenas
com calor quanto para a serragem tratada com calor acoplado a hidrélise acida (Fig.
6). Além disso, para a serragem tratada apenas com calor € necessario um tempo
maior para que o fungo comece a desenvolver suas hifas e estendé-las comparado a

serragem tratada com calor e hidrélise acida (Fig. 6, comparar frascos de serragem
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Figura 6 — Desenvolvimento de hifas aéreas
VM VM + bagago de cana VM + serragem

sacarose calor calor + hid. acida calor calor + hid. acida

Sem suplemento

agar + H.0

VM + Lignina

0,5%

Inéculos na ordem de 107 conidios de N. crassa foram realizadas em Erlemeyers contendo meio de cultura sélido, e apés 10 dias de cultivo foi
observada a morfologia do seu crescimento. Meios contendo apenas agar e agua, apenas VM sem suplementagdo com outra fonte de carbono,

VM contendo 2% de sacarose foram utilizados como controles do crescimento.

FONTE: Autoria propria.
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tratada). Para a serragem tratada com &cido e calor, foi possivel observar a presenca
de algumas hifas aéreas e desenvolvimento de uma coloragédo laranja fraca (Fig. 6).

Quando N. crassa foi cultivada na presenca de lignina purificada como Unica
fonte de carbono, foi observado um crescimento defectivo do fungo comparado com
as outras fontes de carbono de natureza carboidrato (Fig. 6). Com excecédo do
crescimento obtido na presenca de lignina 10%, todos os demais crescimentos nas
outras concentraces de lignina foram semelhantes: poucas hifas aéreas, baixa
producdo de conidios e baixa producdo de carotendide (Fig. 6), ficando estas
caracteristicas apenas um pouco mais acentuadas em relacdo ao frasco controle
contendo apenas meio VM (Fig. 6, comparar frascos contendo lignina com frasco
contendo meio VM). Um discreto aumento das hifas aéreas foi notado nos frascos
contendo concentracdes de lignina de 0,1%, 0,5% e 1,0%, talvez por também
estarmos aumentando a disponibilidade de nutrientes para o fungo se desenvolver
(Fig. 6, comparar os frascos contendo lignina 0,1%, 0,5% e 1,0% com o frasco
contendo apenas meio VM). Para a concentracdo de lignina de 10%, foi possivel
observarmos que esta concentracao é aparentemente téxica para o fungo e permite
apenas um pequeno desenvolvimento basal da colbnia, provavelmente por estar
causando um alto estresse oxidativo para o organismo em questédo (Fig. 6). Juntos,
estes resultados mostraram que N. crassa é capaz de utilizar biomassa vegetal para
crescer de maneira eficiente, tendo uma maior preferéncia para biomassa proveniente
das gramineas. Além disso, N. crassa também se mostrou capaz de crescer na
presenca de lignina como Unica fonte de carbono, porém em baixas concentracdes
deste polimero.

Prosseguimos com nossos ensaios analisando o crescimento radial do fungo
nos diferentes substratos e as morfologias das col6nias e hifas basais obtidas nos
diferentes meios de cultivo, com o auxilio de um microscépio trinocular (lupa). Para os
ensaios de crescimento radial, foi possivel observarmos disparidades nos raios das
colbénias obtidas nos diferentes meios de cultivo (Fig 7). As colbnias formadas na
presenca das biomassas vegetais e seus diferentes tratamentos encontram-se nas
Figuras 7 e 8 e também na Tabela 2. Para o substrato serragem, quando esta foi
tratada somente com calor, ndo foi possivel observar extensdo das hifas basais
durante as 72 h de cultivo (Fig. 7 e 8). O contrario pode ser observado para a serragem
tratada com calor acoplado a hidrdlise acida, onde as hifas basais se estenderam até

a borda da placa, mesmo que em baixo namero, apos 24h de cultivo (Fig. 8).
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Figura 7 — Diametro das colbnias de N. crassa na presenca de diferentes fontes de carbono
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Conidios de uma linhagem selvagem de N. crassa foram inoculados na ordem de 10* conidios
em meio VM solido acrescido de diferentes substratos conforme previamente descrito. A.
Crescimento radial de N. crassa na presenca apenas de agar e agua, meio VM sem adig&o
de fonte de carbono, VM acrescido de sacarose como controles e VM acrescido de lignina
0,05%, 0,1%, 0,5%, 1%, 2% e 10%. B. Crescimento radial de N. crassa na presenca de
sacarose (controle), bagaco de cana e serragem apos tratamento térmico (A) e térmico
acoplado a hidrolise acida (A/H+).

FONTE: Autoria prépria.
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Figura 8 — Crescimento radial das col6nias de N. crassa na presenca de bagaco de cana-de-agUcar e serragem.

Sacarose Serragem (A) Serragem (A/HY) cana (A) cana (A/HY)

———

48 h

72 h

Conidios de uma linhagem selvagem de N. crassa foram inoculados na ordem de 10* conidios em meio VM sélido acrescido de diferentes
substratos conforme previamente descrito. Crescimento radial das col6nias de N. crassa na presenca de sacarose (controle), bagaco de cana e
serragem apos tratamento térmico (A) e térmico acoplado a hidrolise acida (A/H+).

FONTE: Autoria propria.



Tabela 2 — Crescimento de N. crassa na presenca de bagaco de cana-de-agucar e serragem.

Resultados e Discussdo |69

Meios de cultivo

Periodo

24h

48 h

72h

Volume de hifa bastante denso com inicio da

VM + Sacarose ~

extensdo das mesmas

VM + 10% bagago de cana Vqumg de hifa bastante denso com inicio da
extensdo das mesmas

Volume de hifa bastante denso com inicio da

extensdo das mesmas

VM + Cana tratamento
acido

VM + Serragem N&o houve surgimento de hifas

VM + Serragem Poucas hifas e inicio timido da extensao de hifas

tratamento acido

Répida extensédo das hifas com um volume grande

Répida extenséo das hifas com um volume grande

Répida extensao das hifas com um volume grande

Né&o houve surgimento de hifas

Ainda com poucas hifas ralas e extens&o de hifas
menor em relagdo a cana e ao controle de sacarose

Houve conidiagdo com um volume alto de hifas
Grande volume de hifas com conidiag&o (coloragéo
laranja intensa)

Houve conidiagdo com um volume alto de hifas

N&o houve surgimento de hifas

Aumento na densidade das hifas e extenséo até a
borda da placa

FONTE: Autoria prépria.
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Figura 9 — Extremidades das hifas apds o cultivo do fungo em diferentes fontes de carbono.
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Inéculos de 10* células foram realizados nos diferentes meios de cultivo e as hifas foram observadas por microscopia de contraste diferencial
(DIC) como descrito em Materias e Métodos. (A) 32 x de aumento; (B) 80 x de aumento
FONTE: Autoria propria.
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Para o bagaco de cana, quando este foi tratado apenas com calor ou calor
acoplado a hidrdlise acida (Fig. 7 e 8), o fungo foi capaz de estender suas hifas basais
em ambas as condi¢des de cultivo. Além disso, a extensdo das hifas basais ocorreu
ligeiramente antes para a cana tratada apenas com calor, quando comparado a cana
tratada com calor e &cido (Fig. 7 e 8). O numero de hifas para o bagaco tratado apenas
com calor também mostrou ser superior ao bagaco tratado com calor e acido (Fig. 7 e
8).

Comparando os resultados obtidos para as biomassas vegetais e seus
tratamentos, temos que N. crassa cultivada na presenga de serragem apresentou um
desenvolvimento micelial menor e mais lento, sobretudo quando a madeira foi tratada
com calor acoplado a hidrolise acida e praticamente nenhum crescimento durante as
72 h, para a serragem tratada apenas com calor (Fig. 7 e 8). Considerando o
crescimento do fungo na presenca de sacarose como sendo a condicédo ideal de
cultivo em laboratério, concluimos que a serragem, de maneira geral, constitui um
substrato mais dificil de ser utilizado pelo fungo do que a cana de aglcar e que seu
crescimento neste tipo de biomassa sO se torna possivel quando o mesmo sofre
tratamento prévio de calor acoplado a hidrolise acida, confirmando os resultados
obtidos inicialmente para os cultivos em frascos (Fig. 6)

Para o fungo cultivado na presenca de diferentes concentragdes de lignina, foi
possivel observarmos um padrdo de crescimento e de extensdo de hifas basais
totalmente diferente daquele observado para as fontes de carbono complexas (Fig. 7
e 10 e Tabela 3). O desenvolvimento micelial torna-se prejudicado progressivamente,
de acordo com o aumento da concentracao de lignina, mostrando que este substrato,
guando na sua condicao purificada, interfere diretamente no crescimento do fungo.
Para as concentracfes de 0,05% e 0,1% de lignina nos meios (Fig. 10), o fungo foi
capaz de estender suas hifas de maneira mais significativa, porém de forma mais lenta
e menor em comparacao ao fungo inoculado na presenca de sacarose (Fig. 10) e com
um ritmo muito parecido ao fungo inoculado no controle contendo apenas VM (Fig.
10), porém com uma quantidade de hifas maior do que neste dltimo (Fig. 10).

Ao aumentarmos a concentracao de lignina para 0,5%, 1% e 2%, observamos
que o fungo apresentou uma morfologia diferente das observadas para as
concentracfes mais baixas (Fig. 10). Nestas concentragfes, 0 crescimento também

diminuiu de acordo com 0 aumento da concentragdo de lignina, porém a quantidade



Resultados e Discussdo |72

Figura 10 — A presenca de lignina no meio de cultivo interfere no crescimento de N. crassa.

VM VM + Lignina

sacarose

24n

Conidios de uma linhagem selvagem de N. crassa foram inoculados na ordem de 10* conidios em meio VM sélido acrescido de diferentes
substratos conforme previamente descrito. Crescimento radial das colonias de N. crassa na presenca apenas de agar e agua, meio VM sem
suplementacgédo de fonte de carbono, VM suplementado com sacarose como controles e VM acrescido de lignina 0,05%, 0,1%, 0,5%, 1%, 2% e
10%.

FONTE: Autoria propria.



Tabela 3 — Crescimento de N. crassa na presencga de diferentes concentracdes de lignina.
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Meios de cultivo

Periodo

24h

48 h

72h

H.0

VM sem adigéo de
fonte de Carbono

VM + Sacarose

VM +0,05% de
lignina

VM +0,1% de
lignina

VM +0,5% de
lignina

VM + 1% de lignina

2%

10%

Poucas hifas com muito pouco volume, praticamente
n&o ha hifas visiveis a olho nu (crescimento basal) e
ndo houve extensao das hifas

Poucas hifas, com pouco volume, porém visiveis e
com pequena extens&o das hifas

Volume de hifa mais denso em relagdo as outras
condigBes com boa extenséo das hifas.

Poucas hifas, com pouco volume, porém visiveis e

com pequena extens&o das hifas

Poucas hifas, com pouco um pouco maior em relagao
a concentragdo mais baixa de lignina (0,05%), e com
pequena extensédo das hifas

Poucas hifas com pequena extens&o das mesmas

Poucas hifas com pequena extens&o das mesmas

Poucas hifas com pequena extens&o das mesmas

Sem nenhum desenvolvimento de hifas

Poucas hifas com muito pouco volume, praticamente
nao ha hifas visiveis a olho nu (crescimento basal)

Poucas hifas, com pouco mais de volume e
visibilidade, com significativa extensdo das hifas

Répida extensédo das hifas com um volume grande

Poucas hifas, com pouco mais de volume e
visibilidade, com significativa extensdo das hifas

Ainda com poucas hifas e com volume mais
significativo que a concentragdo anterior (0,05%),
porém com extensdo de hifas menor em relagdo a
mesma

Hifas com volume maior em relagéo as concentragoes
de 0,05% e 0,1% com uma extens&o de hifas menor
Hifas ainda com mais volume, porém com extensao

menor em relagéo as concentragdes mais baixas

Hifas ainda com mais volume, porém com extensao
menor em relagéo as concentragdes mais baixas

Desenvolvimento de poucas hifas apenas no local do
inoculo, sem extensdo

Poucas hifas com muito pouco volume, praticamente
nao ha hifas visiveis a olho nu (crescimento basal)

Quantidade maior de hifas com um volume baixo
porém maior em relagdo ao periodo anterior e sem
conidiar.

Houve conidiagdo com um volume alto de hifas

Quantidade maior de hifas com um volume baixo
porém maior em relagdo ao periodo anterior € sem
conidiar

Com extensdo das hifas até a borda da placa e
aumento no volume, também maior do que me 0,05%
de liginina

Aumento na extensdo das hifas, ainda menor em
relagdo do que em 0,05% e 0,1%, porém com volume
maior

Hifas ainda com mais volume, porém com extensao
menor em relagéo as concentragdes mais baixas

Hifas ainda com mais volume, porém com extensao
menor em relagéo as concentragdes mais baixas

Extensdo timida das hifas e com baixo volume

FONTE: Autoria prépria.
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Figura 11 — Extremidades das hifas ap6s o cultivo do fungo em diferentes fontes de carbono

VM + Lignina

0,05%

0,5% 1% 2% 10%

extremidade

ponto de
inoculo

Inéculos de 10* células foram realizados nos diferentes meios de cultivo e as hifas foram observadas por microscopia de contraste diferencial
(DIC) como descrito em Materias e Métodos (A) 32 x de aumento; (B) 80 x de aumento. FONTE: Autoria propria..
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de hifas obtidas foi maior e apresentaram morfologia bem diferente em relacdo aos
resultados obtidos nas condigdes controles (Fig. 10, comparar placas com
crescimento na presenca de agar e agua, VM sdlido e VM solido acrescido de
sacarose). Por fim, na presenca de lignina 10%, o fungo praticamente néo apresentou
crescimento colonial, com uma extenséo da hifa basal bastante retardada em relagao
as demais concentragfes (Fig 10).

A morfologia das hifas também foi observada com o auxilio de uma lupa (Fig. 9
e 11). Quando N. crassa foi cultivada na presenca de apenas de meio VM, foram
observadas hifas basais finas, ramificadas e em baixo nimero, mostrando que mesmo
gue o fungo tenha conseguido estender suas hifas até a borda da placa ao fim das 72
h, tratavam-se apenas de hifas de crescimento basal, com uma morfologia afetada
pela privagdo de nutrientes, uma vez que o meio de cultivo ndo esta adicionado de
fonte de carbono (Fig. 9, comparar com crescimento em VM + sacarose). Para N
crassa cultivada na presenca de serragem tratada com calor acoplado a hidrdlise
acida, foi possivel observar que as hifas estendidas se mostraram bastante delgadas
e pouco ramificadas (Fig. 9, comparar com crescimento em VM + sacarose), enquanto
gue para serragem tratada apenas com calor, ndo foi observado a extensao de hifas
no periodo analisado (Fig. 9). No entanto, as hifas produzidas pelo fungo cultivado na
presenca de bagaco de cana, independente da forma de tratamento prévio, foram
muito semelhantes as encontradas para o fungo cultivado na presenca de sacarose
(Fig. 9, comparar com crescimento em VM + sacarose). Para N. crassa cultivada na
presenca de concentracdes crescentes de lignina (Fig. 11), foi observado que embora
as hifas ndo tenham se estendido da mesma maneira que na condicéo controle (meio
VM + sacarose), ou seja, tenham se mostradas mais curtas, estas se mostraram
bastante ramificadas e com espessura ligeiramente menor que da condicdo controle
(VM + sacarose) (Fig. 9). O numero de hifas parece também ter aumentado
proporcionalmente ao aumento da concentracdo de lignina, até a concentracéo de 2%
(Fig. 11). Para a concentracdo de 10% de lignina, houve pouca formacado de hifas
basais, predominando hifas aéreas e em pouca quantidade, sugerindo que em altas
concentragfes, a lignina apresenta um efeito inibitério sobre o desenvolvimento
micelial do fungo, provavelmente por estar desencadeando algum tipo de estresse
oxidativo nas células (Fig. 11).

A fim de confirmarmos o efeito inibitério da lignina sobre o crescimento do

fungo, analisamos a extenséo apical das hifas basais em race tubes contendo meio
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VM acrescido das diferentes concentragdes de lignina (Fig. 12). Os resultados obtidos
demonstraram que quando o fungo é cultivado em concentra¢fes elevadas de lignina,
a taxa de extensdo das hifas basais diminui drasticamente a medida que a
concentracdo de lignina aumenta, confirmando nossa hipétese de que a lignina em
excesso € prejudicial ao desenvolvimento do fungo.

Juntos, os resultados das analises morfoldgicas mostraram que N. crassa é
capaz de se desenvolver de maneira eficiente em fontes alternativas de carbono,
como a serragem e o bagaco de cana, preferencialmente apds o tratamento destes
substratos com altas temperaturas acopladas a hidrélise acida. Contudo, quando
cultivada na presenca de lignina purificada, N. crassa apresentou um crescimento
prejudicado pelas concentracdes crescentes deste polimero. Uma vez que nosso
principal objetivo neste trabalho é identificar enzimas lignoliticas capazes de modificar
ou degradar a lignina presente na serragem ou bagaco de cana, adotamos como
substratos para o cultivo do fungo e determinacdo dos secretomas lignoliticos, o
bagaco de cana de acUcar e a serragem previamente tratados com calor acoplado a

hidrolise acida e lignina purificada nas concentracdes de 0,5%, 1% e 2%.

5.2 N.crassa secreta proteinas na presenca de serragem, bagaco de cana de

acucar e lignina purificada

Para padronizar o crescimento do fungo nas diferentes fontes de carbono,
conidios foram cultivados em meio VM contendo sacarose (controle), bagaco de cana-
de-acucar e serragem previamente tratados com calor e/ou acido, e lignina comercial.
Os meios de cultivo foram coletados por filtracdo apés diferentes tempos de incubacao
e as proteinas totais secretadas foram concentradas usando TCA/Acetona e
guantificadas. Amostras contendo aproximadamente 30 pg de proteinas totais
secretadas foram separadas por SDS-PAGE 12% e reveladas com nitrato de prata.
Apbs arevelacado dos géis, foi possivel estabelecer um perfil de degradacao especifico
para cada condicdo de crescimento analisada, comparando os géis obtidos a partir do
fungo cultivado nos diferentes substratos.

Quando N. crassa é cultivada na presenca de bagaco de cana como fonte de
carbono (Fig. 13), bandas de proteinas secretadas especificamente para este
substrato, tanto apds o tratamento com calor (Fig. 13B), quanto ap6s o tratamento

acoplando calor a hidrolise acida (Fig. 13C) puderam ser visualizadas, comparado ao
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Figura 12 — Extenséo apical das hifas basais em race tubes.

A
VISAQO LATERAL DO RACE TUBE:
Mio VM sélido
VISAO SUPERIOR DO RACE TUBE:
Ponto de inoculagao
S
Bandas conidiais Frente de Hifas
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1 VM + Sacarose 2.0%
35 - VM + Lignina 0.05%
VM + Lignina 0.1%
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Conidios de uma linhagem selvagem de N. crassa foram inoculados na ordem de 10* em meio
VM solido acrescido de diferentes concentracdes de lignina e o crescimento foi comparado ao
controle (sacarose). (A) Esquema de representacdo do ensaio em race tubes indicando onde
foram realizadas as medidas das extensodes de hifas; (B) Taxa de crescimento linear das hifas
de N. crassa nas diferentes concentragdes de lignina.

FONTE: (A) Adaptado de FELDMAN, J (1983); (B) Autoria propria.
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Figura 13 - Proteinas secretadas pelo fungo N. crassa em diferentes substratos
lignoceluloliticos.
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Analise por eletroforese em géis de poliacrilamida desnaturante 12% (SDS-PAGE) das
proteinas secretadas por N. crassa quando (A) cultivada na presencga de sacarose 2% como
fonte de carbono (controle), (B) cultivada na presencga de bagaco de cana pré-tratado com
alta temperatura, e (C) cultivada na presenca de bagaco de cana pré-tratado com alta
temperatura acoplada a hidrolise &cida, (D) cultivada na presencga 10% lignina; (E) cultivada
na presenca de serragem pré-tratada com alta temperatura; (F) cultivada na presenca de
serragem pré-tratada com alta temperatura acoplada a hidrolise 4cida. As linhas identificadas
acima de cada gel correspondem aos periodos das coletas: 1. Um dia; 2. Quatro dias; 3. Uma
semana; 4. Duas semanas; 5. Quatro semanas. Os géis foram corados com prata e as
demarcacgfes das massas moleculares ao lado dos géis foram orientadas mediante o uso do
padrdo molecular BenchMark™ Protein Ladder (Life Technologies). As setas apontam para
as proteinas que foram secretadas de maneira especifica.

FONTE: Autoria propria
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controle (Figura 13A), sugerindo que na presenca deste substrato, enzimas do
complexo lignocelulolitico séo secretadas para que o fungo modifique a lignina e tenha
acesso as fontes de carbono fermentesciveis (celulose e hemiceluloses). Além disso,
foi observado que o tratamento acido da biomassa vegetal favoreceu uma maior
secrecao de proteinas provavelmente envolvidas na desconstrugdo da parede vegetal
fragilizada, uma vez que um maior niumero de bandas de alta massa molecular foi
observado logo para as primeiras 24 h de cultivo do fungo (Figura 13C).Para N. crassa
cultivada presenca de serragem tratada com calor ou calor acoplado & hidrolise acida
como fonte de carbono, bandas de proteinas especificas para este tipo de substrato
também puderam ser observas ap6s 2 semanas de incubacédo (Figura 13, comparar
géis E e F com o gel A). No entanto, apenas quando a serragem foi tratada com
hidrolise acida € que bandas de alta e baixa massa molecular puderam ser observadas
serem secretadas em maior quantidade apos 2 e 4 semanas de cultivo (Figura 13F,
linhas 4 e 5), sugerindo que para este tipo de substrato (madeira macia ou dura), o
tratamento acido € importante para a secrecao de proteinas provavelmente para a
desconstrucao da parede vegetal. Para N. crassa cultivada na presenca de 10 % de
lignina purificada como Unica fonte de carbono, bandas de proteinas secretadas
especificamente para este substrato puderam ser observadas nos diferentes tempos
de cultivo (Figura 13, comparar géis A e D), sobretudo proteinas de altas massas
moleculares e de massas moleculares entre 20 e 40 kDa (Figura 13D).

Uma vez que os ensaios morfolégicos apontaram que N. crassa € capaz de
crescer de maneira satisfatéria em baixas concentracdes de lignina (0,5%, 1% e 2%)
cultivamos o fungo em meio VM liquido acrescido das referidas concentracdes de
lignina durante 4 dias e analisamos seus secretomas por SDS-PAGE (Fig. 14B). Os
resultados obtidos mostraram que o padrdo de bandas proteicas € muito semelhante
nas trés condicfes testadas. Sendo assim, para eliminarmos uma possivel
contaminacao por lignina nas amostras a serem submetidas para as andlises de
espectrometria de massas e minimizar o surgimento de bandas de proteinas
possivelmente relacionadas apoptose devido a toxicidade deste polimero,
escolhemos a concentracdo de 0,5% lignina para dar continuidade com a

determinacédo do secretoma do fungo.
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Figura 14 - Proteinas secretadas pela N. crassa na presenca de lignina purificada em

diferentes concentracdes
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As proteinas secretadas apos 4 dias de cultivo do fungo na presenca de lignina foram
analisadas por SDS-PAGE 12%, em tampao Tris-glicina 1x. (A) controle (sacarose 2%), (B)
secretomas obtidos apés o cultivo do fungo nas concentracfes de lignina de 0,5% (linha 1),
1% (linha 2) e 2% (linha 3). kDa- padrdao de massa molecular BenchMarkTM Protein Ladder

(Life Technologies).

FONTE: autoria prépria
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5.3 Andlise das proteinas de N. crassa expressas nas diferentes fontes de

carbono

Para analisar as proteinas diferencialmente expressas por N. crassa nas fontes
de carbono alternativas escolhidas, foram selecionados o0s extratos proteicos
preparados a partir das culturas do fungo em bagaco de cana ou serragem, cujas
proteinas secretadas foram detectadas nos géis de SDS-PAGE (Fig. 13). O nosso
objetivo neste ensaio foi 0 de analisar as proteinas que séo secretadas quando o fungo
é cultivado na presenca de cana de acucar tratado com calor e com calor acoplado a
hidrolise acida (Fig. 13B e 13C). Para a serragem, analisamos apenas as amostras
provenientes dos cultivos de 1, 2 e 4 semanas, uma vez que a produgéo de proteinas
extracelulares nesta condi¢cdo se mostrou mais dificil (Fig. 13E e 13F).

Para isto, iniciamos nossas analises de 2D-PAGE comparando amostras de
proteinas obtidas a partir 7 dias de cultivo do fungo na presenca de bagaco de cana
ou serragem, tratados com altas temperaturas. Os resultados obtidos encontram-se
na Figura 15. Como € possivel observar na figura, foram detectados uma grande
guantidade de spots, correspondendo a proteinas diferencialmente expressas na
presenca de bagaco de cana de acucar (Fig. 15A) ou serragem (Fig. 15B) apds 7 dias
de cultivo, as quais ndo sédo possiveis de serem detectadas quando o fungo foi
cultivado na presenca de sacarose (Fig. 15C, controle) sugerindo que as mesmas
estejam envolvidas na degradacdo da parede celular vegetal. Outra observacao
importante € a de que proteinas com pl acima de 8,0 ou pl abaixo de 5,0 foram
detectadas apenas nos géis obtidos para as amostras de bagaco de cana tratado com
calor (Fig 15A, comparar com Fig. 15C).

Proteinas diferencialmente expressas também foram detectadas para as
amostras de bagaco de cana tratado com calor apés 14 dias de cultivo do fungo,
guando comparado com o cultivo na presenca de sacarose (Fig. 16, comparar géis A
e B). Para as proteinas secretadas na presenca de 0,5 % de lignina foram realizadas
varias tentativas de analises bidimensionais, porém sem sucesso ha etapa de
focalizacdo isoelétrica, 0 que ndo nos permitiu observar proteinas expressas de
maneira diferencial (Fig. 16D, comparar com Fig. 16C). Embora bandas
correspondendo a proteinas secretadas na presenca de lignina tenham sido

visualizadas nos ensaios de padronizacdo de crescimento do fungo (Fig. 13D e
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Figura 15 — Eletroforese bidimensional das proteinas secretadas por N. crassa no periodo de
sete dias, na presenca de bagaco de cana de agucar e serragem.
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As proteinas totais secretadas por N. crassa apds 7 dias de cultivo na presenca de bagaco de
cana (A) e serragem (B), tratados com calor, foram analisadas por 2D-PAGE 12,5%, tendo
como controle o fungo cultivado na presenca de sacarose 2% (C), conforme descrito em
Materias e Métodos. Os géis foram revelados com Coomassie Briliant Blue R-250 ou prata e
as proteinas diferencialmente expressas estdo assinaladas nos circulos. As respectivas
massas moleculares foram estimadas utilizando BenchMark Protein Ladder (Life
Technologies) e os valores do gradiente de pH foram indicados. Cada gel representa uma das
triplicatas biolégicas do experimento e pelo menos trés replicadas foram utilizadas para cada
analise.

FONTE: Autoria prépria.
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Figura 16 — Eletroforese bidimensional das proteinas secretadas por N. crassa no periodo de
14 dias (A e B) e quatro dias (C e D) na presenca de bagac¢o de cana de acucar e lignina,
respectivamente.
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As proteinas totais secretadas por N. crassa ap6s 14 dias de cultivo na presenca de bagaco
de cana tratado com calor (B) e sacarose 2% (A, controle) e ap0s 4 dias na presenca de
lignina 0,5% (D) e sacarose 2% (C, controle) foram analisadas por 2D-PAGE 12,5%, conforme
descrito em Materiais e Métodos. Os géis foram revelados com Coomassie Briliant Blue R-
250 ou prata e as proteinas diferencialmente expressas estdo assinaladas nos circulos. As
respectivas massas moleculares foram estimadas utilizando BenchMark Protein Ladder (Life
Technologies) e os valores do gradiente de pH foram indicados. Cada gel representa uma das
triplicatas biolégicas do experimento e pelo menos trés replicadas foram utilizadas para cada
analise.

FONTE: Autoria propria.
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14B), as limitagbes impostas pela técnica de 2D-PAGE nédo permitiram uma
focalizacao isoelétrica satisfatoria, uma vez que diferentes métodos de precipitacéo e
adsorcao foram usados para remover a lignina das amostras proteicas precipitadas
para serem submetidas a IEF, porém o pellet proteico ainda permanecia com
coloracao castanha sinalizando a presenca do polimero.

5.4 N. crassa apresenta atividade lacase especifica significativa na presenca
de lignocelulose

A fim de identificarmos atividade lignolitica nas culturas de N. crassa em
substrato lignocelulésico, inicialmente realizamos um ensaio qualitativo. Os ensaios
gualitativos sdo uma maneira simples de rastrear a producdo de enzimas que
degradam biomassa vegetal. Para isto, o fungo foi cultivado em placas contendo meio
VM acrescido de lignina durante 10 dias e em seguida, as colonias obtidas foram
banhadas com solucéo de ferrocianeto de potassio e cloreto férrico conforme descrito
em Materiais e Meétodos. A lignina modificada pelo fungo reage com o
ferro/ferrocianeto dando uma coloracéao azul-esverdeada caracteristica da néo lignina
oxidada. O resultado obtido encontra-se na Figura 17. Para a placa contendo meio
VM adicionado de lignina sem inoculo, a solucéo de ferrocianeto/cloreto férrico ndo
houve a formacédo de halo indicativo de degradacéo do polimero (Fig. 17A). O mesmo
resultado pode ser observado, i.e., ndo houve detec¢do de halo de degradacéo de
lignina na placa contendo meio VM contendo sacarose inoculado com o fungo (Fig.
17C). No entanto, quando N. crassa cresce na presenca de lignina, a solucéo
contendo ferro € capaz de reagir com a lignina ndo modificada formando um halo de
coloracdo azul caracteristica, o qual foi acompanhado de um halo incolor
caracteristico de lignina degradada ou modificada (Fig. 17B), indicando que N. crassa
€ capaz de modificar ou degradar a lignina e que, portanto, secreta enzimas lignoliticas
guando cultivada na presenca deste polimero como fonte de carbono alternativa.

Uma vez que N. crassa apresentou atividade lignolitica qualitativa,
prosseguimos com a quantificacdo desta atividade lignolitica produzida pelo fungo
cultivado na presenca de biomassa vegetal ou do polimero recalcitrante purificado. A
identificacdo de atividade lignolitica em quantidades significativas foi importante
porgque corroborou com nosso interesse em demonstrar que, embora N. crassa nao

seja um organismo considerado bom produtor de enzimas por nado ser capaz de
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Figura 17 — Teste qualitativo para a detec¢éo de atividades lignoliticas em cultura de N. crassa

O teste qualitativo para deteccédo de atividade enzimatica lignolitica foi realizado em placa de
Petri. Para isto, as coldnias foram cultivadas em meio VM acrescido de lignina purificada
durante 10 dias e em seguida, foram submergidas em solucéo fresca contendo ferrocianeto
de potéassio Ks[Fe(CN)g] e cloreto férrico FeCls. Os fendis na lignina ndo degradada marcam
0 meio com a cor azul esverdeada com zonas claras ao redor das colbnias, indicando
oxidagcéo dos componentes fendlicos. (A) meio VM solido suplementado 0,25% lignina e 0,2%
glicose sem indculo; (B) meio VM sdélido suplementado com 0,25% lignina e 0,2% glicose,
inoculado com N. crassa; (C) meio VM sélido suplementado com 2% sacarose, inoculado com
N. crassa.

FONTE: Autoria préopria
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secretar estas proteinas em quantidades elevadas, este fungo pode ser considerado
um organismo promissor para a detecgdo de novas enzimas de interesse
biotecnoldgico apresentando alto valor agregado para determinadas industrias. Para
isto, selecionados dentre 0s possiveis ensaios enzimaticos para a deteccdo
guantitativa de atividade lignolitica, a quantificacdo de atividade lacase no meio de
cultura obtido a partir do cultivo do fungo nos diferentes substratos: bagago de cana
de aclcar ou serragem, tratados apenas com calor e com calor acoplado a hidrdlise
acida, tendo como controle a atividade lacase determinada no caldo colhido a partir
da cultura do fungo na presenca de sacarose. A lignina purificada nao foi possivel ser
usada para deteccdo de atividade lacase quantitativa devido a limitacdo da técnica,
uma vez que o meio de cultivo contendo lignina € castanho escuro e o ensaio de
deteccéo enzimatica € colorimétrico (amarelo). A enzima lacase é uma glicoproteina
polifenoloxidase que contém cobre no seu sitio ativo e catalisa a reducéo de O; para
agua, com simultanea oxidacdo de substratos fendlicos. A catalise de substratos
fendlicos e compostos modelos de lignina por lacases ocorre via transferéncia de um
elétron, conduzindo a geracao de radicais fenoxila, que podem ser convertidos a
guinonas (LEONOWICZ et al., 2001). O substrato escolhido para a deteccdo da
atividade lacase foi a siringaldazina e a atividade lacase foi expressa como atividade
especifica. Os experimentos foram incubados por 5 e 10 minutos a 50°C a fim de
verificarmos a melhor condicdo de ensaio.

A presenca de atividade lacase foi detectada tanto nas amostras provenientes
de serragem quanto nas amostras provenientes do cultivo em bagaco de cana. Para
as amostras obtidas a partir do bagaco de cana, as atividades lacase foram
significativas em quase todos os pontos de coleta (24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h, 96 h,
7 dias, 14 dias e 28 dias de cultivo) para ambas as formas de tratamento do substrato
(Fig. 18, A e B). Para o bagaco tratado apenas com calor, um pico de atividade lacase
foi detectado apds 96 h de cultivo (6,84 U mg proteinas, em 5 min contra 3,65 U mg-
! proteinas, em 10 min) (Fig. 18A). Para o bagaco tratado com calor e hidrélise acida,
a maior atividade enzimatica também foi obtida apés 96 h de cultivo (9,65 U mg*
proteinas, em 5 min contra 5,17 U mg* proteinas, em 10 min) (Fig. 18B).

Para as amostras provenientes do cultivo na presenca de serragem houve uma
diferenca mais expressiva na atividade enzimatica considerando-se as duas formas
de tratamento: calor e calor acoplado a hidrélise acida. Quando as amostras foram

obtidas a partir da serragem tratada apenas com calor, as atividades lacase foram
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Figura 18 — Atividade Lacase.
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Os experimentos de atividade lacase foram realizados utilizando siringaldazina como
substrato. A oxidagdo da siringaldazina foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 525nm
apos 5 e 10 minutos de reacéo e a atividade especifica (U mg™) determinada pela quantidade
de siringaldazina oxidada na reagéo por mg de proteinas totais nas amostras. (A) Biomassas
vegetais pré-tratadas com calor; (B) Biomassas vegetais pré-tratadas com calor acoplado a
hidrélise acida.

Fonte: Autoria prépria.
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muito baixas durante todo o intervalo de cultivo (Fig. 18A). No entanto, as amostras
oriundas da serragem tratada com calor acoplado a hidrolise acida apresentaram um
pico de atividade lacase significativo ap6s 1 semana de cultivo (6,00 U mg* proteinas,
em 5 min contra 3,88 U mg™* proteinas, em 10 min) (Fig. 18B). Os resultados obtidos
forneceram informagdes importantes a respeito da determinagéo da atividade lacase
em N. crassa: 1) o intervalo de tempo ideal para a determinacdo da atividade lacase
do fungo foi de 5 min; 2) a atividade lacase é maior para ambos os substratos, quando
0Ss mesmos sao tratados com calor acoplado a hidrdlise &cida e 3) a secrecao de
lacases para a modificacéo de ligninas provenientes de herbaceas se da em um menor
intervalo de tempo, quando comparado com a secrecdo de lacases para degradar
lignina proveniente de madeiras. Considerando que as ligninas nos substratos usados
apresentam composicOes distintas, podemos sugerir que o0 acesso do fungo as
ligninas provenientes das gramineas e sua utilizagdo como fonte de carbono
alternativa, independente do tratamento prévio realizado, € mais facil que o acesso e
utilizac&o das ligninas provenientes das madeiras.

Os basidiomicetos associados aos fenbmenos de podriddo da madeira sdo os
fungos produtores de enzimas lacases mais estudados até o momento devido sua alta
capacidade de decomposicdo de biomassa vegetal. Dados da literatura mostram que
diferentes espécies de Pleurotus cultivados em bagaco de cana secretam lacases com
picos de atividade enzimatica de 6,23 U L' e 4,68 U L apés 15 e 20 dias de cultivo,
respectivamente (MENEZES et al., 2009). KUMARAN et al. (1997), apresentaram
para o fungo Pleurotus sajor-caju 10,6 U L' de atividade de lacase em substrato
lignoceluldsico.

Os resultados obtidos em nosso laboratério para a producédo de lacase pelo
ascomiceto em bagaco de cana foram muito promissores do ponto de vista
biotecnoldgico. Existem muitos relatos na literatura sobre a dificuldade de obtencéo
de enzimas lignoliticas por basidiomicetos cultivados em bagaco de cana, sobretudo
devido a complexidade da estrutura da planta. RAJARATHNAM e BANO (1987)
observaram em seus trabalhos, que diversas espécies de Pleurotus ndo se
desenvolvem bem sobre o bagaco de cana e justificaram este fato a incapacidade
metabdlica do fungo em utilizar o acUcar sacarose. N. crassa secreta invertase de
maneira eficiente em meio de cultivo e utiliza sacarose como fonte de carbono
preferencial com grande facilidade. Nossos resultados apontaram o bagaco de cana

como sendo um potencial substrato para a producdo de enzimas lignoliticas, que
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podem ser aplicadas em diversos processos industriais e biotecnoldgicos. Além disso,
a atividade lacase encontrada no bagaco de cana se assemelhou bastante as
atividades encontradas para os basidiomicetos nas mesmas condi¢des. Considerando
gue para N. crassa a utilizacdo de sacarose ndo € um fator limitante no seu
desenvolvimento sobre este tipo de biomassa, € possivel propor futuramente um
modelo para a producdo de lacases utilizando este organismo modelo que
possibilitard uma alternativa importante para a reciclagem de residuos lignocelulésicos
provenientes de atividades agricolas, contribuindo assim para resolver problemas
ambientais decorrentes do acumulo destes residuos na natureza.

Estes resultados de atividade lacase também foram importantes para direcionar
nossos estudos de identificacdo de proteinas com atividade lignoliticas secretadas
pelo fungo nos diferentes substratos lignocelulésicos testados, pois permitiram
selecionar o tempo de cultivo ideal para a deteccdo de enzimas lignoliticas e o pré-

tratamento destes substratos.

5.5 N. crassa secreta proteinas com provaveis atividades lignoliticas na

presenca de diferentes substratos lignoceluldsicos e de lignina purificada

Baseando-se nos resultados obtidos nos ensaios enzimaticos, determinamos
os secretomas de N. crassa para o bagaco de cana de acUcar e serragem previamente
tratados com calor acoplado a hidrdlise acida e também para lignina purificada. As
proteinas secretadas foram determinadas por shotgun, nas condi¢cGes estabelecidas
previamente. Para esta etapa, as amostras foram tripsinizadas em nosso laboratorio
e enviada para laboratérios de apoio na cidade de S&o Paulo, SP. Os resultados
brutos do sequenciamento foram analisados em nosso laboratério, usando a
ferramenta MASCOT disponibilizada pelo LNBio, LNLS, Campinas, SP. Apenas 0s
peptideos apresentando picos monoisotopicos com p < 0,05 e score acima de 35
foram considerados como “proteinas identificadas” e estdo disponibilizados no
Apéndice ao final deste trabalho, organizados em tabelas.

Os resultados obtidos para o secretoma em lignina 0,5% apds 20 h de cultivo
permitiram a identificacdo de 77 proteinas, sendo que no banco de dados do fungo,
58 ja apresentam func¢des anotadas baseados em seus ortdlogos funcionais (75,32%)
e 19 ainda estdo como hipotéticas (24,68%) (Fig. 19A). Das proteinas identificadas

como anotadas, 23 apresentam peptideo do sinal (39,66%). Das proteinas que se
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Figura 19 — Proteinas anotadas identificadas nos secretomas lignocelulésicos

Porcentagem de proteinas identificadas por espectrometria de massas nos secretomas de
lignina e cana de agucar e que se encontram anotadas no banco de dados de N. crassa. (A)
Lignina 20 h; (B) Bagaco de cana-de-agucar 96 h ; (C) Lignina 96 h. PS- peptideo do sinal.

FONTE: Autoria propria
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encontram anotadas como hipotéticas, apenas 4 possuem peptideo do sinal (21,05%),
indicando que sé&o secretadas pelo fungo nesta condigéo de cultivo. Para o secretoma
de lignina apds 96 h de cultivo, foram identificados um total de 113 proteinas, sendo
gue 69 delas se encontram anotadas (61,06%) e 44 ainda estdo como hipotéticas
(38,94%). Das proteinas anotadas, 17 possuem peptideo do sinal (24,64%) enquanto
gue das proteinas hipotéticas, apenas 8 apresentam peptideo de sinal (18,18%) (Fig
19C). Para o secretoma de 96 h de cultivo em bagaco de cana tratado com calor e
hidrélise acida, foram identificadas 412 proteinas, sendo 334 ja anotadas (81,07%) e
78 hipotéticas (18,93%). Das proteinas anotadas, 165 apresentam peptideo do sinal
(49,40%) e enquanto que para as hipotéticas, 50 possuem peptideo do sinal (64,10%)
(Fig. 19B).

Andlises comparativas dos dados obtidos permitiram verificar que muitas
proteinas secretadas na presenca de biomassa vegetal também foram secretadas na
presenca do polimero recalcitrante. Os resultados estéo representados na Figura 20.
Em comum para as trés condi¢cdes analisadas, foram encontrados 6 ORFs, as quais
codificam uma arabinofuranosidase, uma glucanosiltransferase, trés endo-1,4-beta-
xilanases e uma non-anchored cell wall protein (Fig. 20). A presenca de proteinas com
atividade endo-beta-xilanase nos chamou a atencdo pois esperavamos que uma
proteina deste tipo estivesse ausente para o fungo cultivado na presenca de lignina
purificada e nos levou a especular sobre a existéncia de um crosstalk entre as vias de
secrecdo de ligninases e hemicelulases, onde uma vez que o fungo tenha sentido a
presenca de lignina no ambiente, ele estaria interpretando este sinal como estando na
presenca de biomassa vegetal e passasse a secretar hemicelulases para a etapa
subsequente, que seria a utilizacdo desta fonte de carbono de natureza carboidrato
para obtencéo de energia.

Quando o fungo foi cultivado na presenca de lignina purificada em dois
intervalos de tempo diferentes (20 h e 96 h), também encontramos 6 ORFs
compartilhadas, e coincidentemente foras as mesmas proteinas que se mostraram
compartilhadas para os secretomas de 20 h e 96 h em lignina 0,5% e bagaco de cana
tratado (Fig. 20). Para o fungo cultivado na presenca de lignina durante 20 h e no
bagaco de cana durante 96 h, encontramos 39 ORFs compartilhadas, codificando
qguatro hemicelulases (que se mostraram comum as trés condi¢des), uma celulase e
uma provavel ligninase. Ja para os secretomas de lignina 96 h e cana 96 h,

encontramos 10 ORFs compartilhadas, as quais codificam uma carboxi-cis,cis-
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Figura 20 — Proteinas compartilhadas nas diferentes condi¢c6es de cultivo
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Diagramas de Venn comparativos das ORFs compartilhadas nos secretomas de N. crassa.
Resultados de espectrofotometria de massas obtidos a partir do cultivo de N. crassa em lignina
0,5% por 20 h e 96 h e em bagaco de cana-de-agucar por 96 h. Diagramas gerados pelo site:
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

FONTE: Autoria propria
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muconate ciclase, uma acilase, um fator de transporte nuclear, uma alfa-L-
arabinofuranosidase, 3 endo-beta-xilanases, uma glucanosiltransferase, uma non-
anchored cell wall protein e uma proteina hipotética.

Um resultado interessante foi a identificacdo de duas ORFs codificando
proteinas envolvidas na degradacéo de hemiceluloses, atualmente anotadas no banco
de dados do fungo, respectivamente, como um provavel precursor da endo-1,4-beta-
xilanase e uma endo-1,4-beta-xilanase. Também foram encontradas ORFs
codificando uma proteina com atividade dimetilanilina monoxigenase, duas proteinas
com atividade desidrogenase, uma proteina com atividade hidrolase, proteinas
mitocondriais, uma proteina com atividade glucanosiltransferase e 42 ORFs
codificando proteinas ainda anotadas como hipotéticas, o que nos oferece a
possibilidade de identificar novas proteinas ou atribuir novas funcdes a proteinas ja
anotadas no banco de dado do fungo. Dentre as proteinas identificadas neste
secretoma, 4 proteinas também foram identificadas por TIAN et. al. (2009), quando N.
crassa foi cultivada em Miscanthus e segundo o autor, sdo proteinas relacionadas a
degradacao de hemiceluloses.

As analises ontologicas das ORFs identificadas neste trabalho encontram-se
descritas nas Figuras 21, 22 e 23. Dentre os processos biolégicos encontrados,
chamamos a atencdo para as respostas a estimulos estressantes que ocorrem
guando o fungo é cultivado na presenca de cana e lignina, sobretudo apds 96 h de
cultivo (Fig. 21). Para componentes celulares, foi encontrado que muitas das proteinas
identificadas no secretoma do fungo em 96 h de cultivo em lignina sdo proteinas parte
de membrana celular (Fig. 22), enquanto que para a funcdo molecular, encontramos
um alto nimero de proteinas apresentando atividade catalitica para os 3 secretomas
analisados e dentro destas atividades, a maioria delas sdo representadas por
proteinas que ligam ions e que apresentam atividade oxidorredutase (Fig. 23).

A presenca de um alto numero de proteinas com atividade enzimatica nos levou
a uma busca preliminar de possiveis alvos com atividades lignoliticas de potencial
biotecnolégico. Em uma primeira analise, para o secretoma de lignina 96 h,
identificamos uma proteina com provavel atividade ligninase. Para o secretoma de
bagaco de cana 96 h, encontramos 28 celulases; sendo cinco exoglucanases; quatro
beta-glucosidases; 14 endoglucanases; duas celulases; uma glucooligosacarideo
oxidase; uma mixed-linked glucanase e uma cell-wall glucanase. Encontramos 26

hemicelulases: sendo 3 arabinofuronosidases; 4 acetilxilana esterase; 4 endo-1,4-
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Figura 21 — Processos Biologicos.
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As analises de Ontologia Genética (GO) foram realizadas usando a ferramenta Blast2GO,
conforme descrito em Material e Métodos.

FONTE: Autoria préopria



Resultados e Discussdo |95

Figura 22 — Componente Celular
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conforme descrito em Material e Métodos.
FONTE: Autoria prépria
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Figura 23 — Funcéao Molecular
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As analises de Ontologia Genética (GO) foram realizadas usando a ferramenta Blast2GO,
conforme descrito em Material e Métodos.
FONTE: Autoria prépria
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beta-xilanases; uma xilanase; uma feruloil esterase B; duas beta-galactosidases; duas
poligalacturonase; uma rhamnogalacturonana acetilesterase; uma arabinogalactana
endo-1,4-beta-galactosidase; uma xilosidase/arabinosidase; trés alfa-
arabinofuranosidase; trés beta-xilosidases. Também encontramos dez provaveis
ligninases, dentre elas duas quinone oxidoredutases; duas celobiose desidrogenases;
uma catecol dioxigenase; uma dioxigenase extracelular; uma &lcool isoamilico
oxidase; uma peroxidase/catalase; uma superoxide dismutase e uma copper-radical
oxidase.

Para o secretoma de lignina 20 h, foram encontradas duas celulases, quatro
hemicelulases, e uma ligninase com atividade de ligacéo a cobre.

Os resultados obtidos para os secretomas em lignina e bagaco de cana
mostraram-se bastante promissores e reforcam nossa hipotese de N. crassa, um
organismo modelo utilizado ha muito tempo para estudos bioquimicos, também pode
ser usado como um organismo para a identificacdo de novas proteinas de interesse
biotecnolégico apresentando atividades lignoceluloliticas interessantes. O secretoma
do fungo na presenca de serragem tratada encontra-se tripsinizado em nosso

laboratorio e devera ser submetido a espectrometria de massas em breve.
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6 PRINCIPAIS CONCLUSOES

Dentre as principais conclusdes obtidas a partir deste trabalho, podemos citar:

1. N.crassa mostrou crescer de maneira eficiente em substratos lignoceluloliticos
como bagaco de cana e serragem, tratados com calor acoplado a hidrolise
acida e também em lignina purificada, quando em baixas concentracfes (até
2%). A hidrolise previa dos substratos escolhidos permitiu o acesso do fungo
as fontes de carbono alternativas, sendo este acesso mais facil na presenca de
bagaco de cana de acUcar que na presenca de serragem, muito provavelmente
devido a composicao da lignina destes substratos, sinalizando uma preferéncia
do fungo para as ligninas presentes nas plantas da familia das gramineas.

2. A preferéncia do fungo pelas gramineas ficou evidente pela deteccdo de
atividade lacase tanto para o bagaco de cana tratado previamente com calor
guanto para o bagaco de cana tratado previamente com calor acoplado a
hidrolise acida, enquanto que para a serragem apenas quando o substrato
recebeu o tratamento de calor acoplado a hidrolise acida foi possivel detectar
atividade lacase. No entanto, a atividade lacase detectada para N. crassa
mostrou-se equivalente as atividades reportadas em trabalhos publicados para
basidiomicetos, considerados os melhores organismos produtores de lacases
devido estarem associados a processos de podriddo da madeira.

3. As analises dos secretomas do fungo na presenca de lignina purificada e de
bagaco de cana de aclucar demonstraram a existéncia de um crosstalk entre as
vias que sinalizam a secrecdo de enzimas lignoliticas e enzimas
hemiceluloliticas, sugerindo que quando o fungo sente a presenca de fontes de
ligninas na natureza, ele secreta simultaneamente enzimas com atividade
hemicelulases, a fim de tornar mais eficiente o processo de utilizacdo desta
fonte de carbono alternativa de natureza carboidrato, concomitantemente com
a modificacdo/degradacéo das ligninas

4. Embora N. crassa seja um ascomiceto nédo considerado como bom organismo
produtor de enzimas, seu genoma ainda abriga muitas proteinas com potencial
biotecnolégico, as quais poderao ser identificadas, caracterizadas e utilizadas

sozinhas ou adicionadas a coquetéis enzimaticos de interesse industrial.
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