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Resumo  



A celulose é uma importante fração da biomassa vegetal e seu acesso é prejudicado 
pela lignina. Atualmente os métodos empregados para remover a lignina incluem pré-
tratamentos físico-químicos severos, que aumentam o custo de produção dos 
compostos relacionados à lignina e causam impacto ambiental. A substituição destes 
métodos por coquetéis enzimáticos é uma alternativa para a remoção da lignina sem 
prejudicar o meio ambiente. Os fungos filamentosos são excelentes produtores de 
enzimas lignocelulolíticas. Embora Neurospora crassa não 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 presença de pelo menos vinte genes codificando 
proteínas com atividade lignolítica em seu genoma. Este trabalho teve objetivo decifrar 
o secretoma de N. crassa na presença de lignina, bagaço de cana-de-açúcar e 
serragem, para identificar/descobrir proteínas com atividades lignolíticas que possam 
ser incorporadas em coquetéis enzimáticos com diferentes finalidades comerciais. 
Inicialmente, foi analisado o crescimento radial de N. crassa WT em meio VM sólido, 
contendo 10% de cana ou serragem (pré-tratados ou não com calor e/ou ácido) ou 
lignina (0,5 a 10%) como fontes de carbono alternativas, utilizando como controle 2% 
sacarose. Os micélios 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 concentração inibitória mínima de lignina 
para o crescimento do fungo foi determinada em race tubes e estabelecida em 0,5%. 
N. crassa WT foi então cultivada em meio VM líquido na presença das diferentes 
fontes de carbono e as proteínas secretadas foram analisadas por SDS-PAGE. 
Bandas proteicas de diferentes MM foram detectadas em todos os tempos e 
condições avaliadas para todas as amostras, estando presentes em maior número na 
cana. A atividade lacase foi determinada pela oxidação da siringaldazina nos 
secretomas de cana e serragem. Para as amostras de cana, a maior atividade 
enzimática foi detectada após 96h de cultivo. Para as amostras de serragem, a maior 
atividade enzimática foi detectada após 7 dias de cultivo apenas na amostra tratada 
com calor/ácido. Para a lignina, não foi possível ensaiar atividade enzimática pela 
limitação do método colorimétrico. Os secretomas do fungo foram determinados por 
nanoLC-MS/MS, em amostras proteicas coletadas após 20h e 96h de cultivo na 
presença de 0,5% de lignina ou após 96h de cultivo em 10% de bagaço tratado com 
calor/ácido. Para as amostras de lignina de 20h e 96h foram identificadas, 
respectivamente, 77 e 113 ORFs, destacando-se várias ORFs anotadas como 
hipotéticas e enzimas envolvidas na degradação de hemicelulose, sugerindo que para 
modificar a lignina, os fungos precisam inicialmente perceber a biomassa vegetal. 
Para a cana, foram identificadas 412 ORFs, estando várias delas ainda anotadas 
como hipotéticas, ou codificando proteínas com atividades celulolíticas, 
hemiceluloliticas e oxidases. A amostra de serragem cultivada por 7 dias tratada com 
calor/ácido está tripsinizada e deverá ser submetida a nanoLC-MS/MS. Os resultados 
dos secretomas serão validados por qPCR e as ORFs hipotéticas ou consideradas 
potenciais alvos biotecnológicos deverão constituir novos objetos de estudos.  
 
Palavras-chave: N. crassa, lignina, bagaço de cana-de-açúcar, serragem 
 
Financiamento: O presente trabalho foi realizado com os apoios da CAPES - Código 
de Financiamento 001 (bolsa concedida) e CNPq (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 qPCR 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 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Composição da Biomassa Vegetal 

As paredes celulares das plantas possuem papéis biológicos essenciais 

durante o crescimento e desenvolvimento, incluindo regulação da forma e expansão 

celular, controle da coesão tecidual, troca iônica e defesa contra microrganismos 

patógenos. A maior parte do carbono fixado nas plantas é incorporada nos polímeros 

da parede celular, tornando a parede celular a fonte mais abundante de biomassa 

terrestre e energia renovável. (SOMERVILLE et al. 2014; BURTON et al., 2010). 

Uma célula vegetal apresenta dois tipos principais de paredes, a primária e a 

secundária, e as células encontram-se anexadas umas às outras através da lamela 

média (COSGROVE, 2005) (Figura 1). Quimicamente, a parede celular vegetal é 

composta por polissacarídeos de alta massa molecular, tais como a celulose, as 

hemiceluloses (xilanas, glucuronoxilanas, xiloglucanas, arabinoxilanas, glucanas de 

ligação mista ou glucomananas) e pectina. É composta e também por um polímero 

polifenólico, a lignina, além de pequenas quantidades de proteínas estruturais 

(BURTON et al., 2010) 

As moléculas de celulose formam o componente fibroso das paredes celulares 

e são o biopolímero mais abundante na Terra. Suas fibras estão integradas a 

conjuntos de polissacarídeos solúveis complexos denominados hemiceluloses e 

pectinas (SLABAUGH et al., 2014). Já a lignina apresenta natureza não carboidrato e 

é essencial para a integridade estrutural da parede celular (ZHAO; DIXON, 2011). 

Todos estes polímeros complexos e flexíveis que compõem a parede celular têm sido 

utilizados em diversas atividades humanas, tais como a indústria de alimentos, fibras 

têxteis, papel, madeira, enzimologia industrial e produção de biocombustíveis 

(BURTON; FINCHER, 2014) 

As arquiteturas complexas e heterogêneas das paredes celulares são 

específicas de cada espécie e do tipo de célula, e estão fortemente associadas às 

suas funções celulares. As paredes secundárias especialmente são compostas em 

média de celulose (40% a 80%), hemiceluloses (10% a 40%), ligninas (5% a 25%) e 

proteínas (KNOX, 2008).  
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Figura 1 – Ilustração esquemática das estruturas e dos principais biopolímeros da parede 

celular vegetal  

 

 

Estruturas da parede celular mostrando o meio lamela, a parede primária e a parede 

secundária e a organização das microfibrilas de celulose. A lamela média é uma camada rica 

em pectina que une as paredes primárias das células adjacentes. Na parede primária, as 

microfibrilas de celulose são reticuladas em uma rede complexa por moléculas de 

hemicelulose, que são ligadas à superfície das microfibrilas por ligações de hidrogênio. As 

pectinas são polissacarídeos altamente hidrofílicos envolvidos na rede celulose-hemicelulose. 

A celulose é o principal componente das paredes celulares das plantas e é composta por 

monômeros repetidos de glicose, ligados de ponta a ponta, em microfibrilas. A estrutura da 

lignina representa monômeros característicos, que são 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 típicos da parede celular 

vegetal secundária são celulose, hemicelulose e lignina. 

 

FONTE: Adaptado de ZHAO et al, 2019 

  

Lamela 
média 

Parede  
secundária 

P
a
re

d
e

 
p

ri
m

á
ri

a
 

Celulose 

Pectina 

Hemicelulose 

Celulose 

Hemicelulose 

Lignina 

Álcool  
sinapílico 

Álcool  
p- cumarílico 

Álcool  
coniferílico 



I n t r o d u ç ã o  | 24 

 

 

1.1.1 Celulose 

A celulose, um polissacarídeo de cadeia linear, insolúvel e altamente resistente 

à hidrólise, é o componente mais abundante na célula vegetal. A molécula de celulose 

é constituída por milhares de unidades de glicose unidas através de ligações 

glicosídicas do tipo β-1→4, orientadas através de uma repetição alternada, a uma 

distância de 180º 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 polímero de celulose apresenta regiões cristalinas altamente 

compactas e regiões amorfas (HORN et al., 2012), sendo que a parte cristalina é mais 

resistente a quebra devido à dificuldade de acesso que oferece às enzimas 

celulolíticas e pequenas moléculas, uma consequência de sua configuração compacta 

(ARANTES & SADDLER, 2010). Em contrapartida, a região amorfa da celulose pode 

ser mais facilmente hidrolisada, sendo convertida em monômeros de glicose pela ação 

de enzimas celulases (LEE et al., 1983; HALL et al., 2010; KUMAR et al., 2008). A 

celulose pode ainda ser convertida em etanol, butanol, ácido lático ou ácido succínico 

através da sua quebra até monômeros de glicose pela ação de ácidos fortes, altas 

temperaturas (acima de 300ºC) ou por hidrólise enzimática, seguida de fermentação 

(ADSUL et al., 2011). 

As principais enzimas produzidas por fungos envolvidas na degradação da 

celulose são: 1) endo-1,4-β-glucanases, pertencentes a família das glicosil hidrolases, 

responsáveis por clivar ligações internas nas cadeias de celulose; 2) exo-1,4-β-

glucanases ou celobio-hidrolases, responsáveis por clivar as extremidades redutoras 

ou não das cadeias de celulose; 3) 3. β-glucosidases que hidrolisam a celobiose em 

duas moléculas de glicose e 4) polissacarídeo monooxigenases, pertencentes a uma 

nova classe de enzimas dependentes de cobre responsáveis por catalisar a clivagem 

oxidativa da celulose na presença de um doador externo de elétrons (CANTAREL et 

al., 2009; VAN DEN BRIK; VRIES, 2011; BEESON et al, 2012). 

Em condições indutoras de celulases, Trichoderma reesei tem 80% das 

proteínas 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) 

compõem 65% do secretoma, também em condições indutoras (NUMMI et al., 1983; 

PHILLIPS et al., 1991) 
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1.1.2 Hemicelulose 

As hemiceluloses são polímeros de natureza carboidrato que estão presentes na 

parede celular primária e secundária das plantas (EBRINGEROV et al., 2005; 

SORIEUL et al., 2016). A composição química das hemiceluloses varia de acordo com 

as diferentes espécies de plantas. Na sua maioria, estes polissacarídeos são 

heteropolímeros apresentando cadeias ramificadas, constituídas principalmente por 

açúcares simples dos tipos pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose, glicose 

e galactose), e por açúcares complexos (ácido glucurônico, galacturônico e 

metilgalacturônico) (SAHA, 2003; ADSUL et al., 2011).  

Diferente da celulose, sua quebra não gera apenas glicose e sim uma mistura 

de açúcares (em sua maioria pentoses) que a levedura comercial Saccharomyces 

cerevisiae não é capaz de fermentar (BANERJEE et al., 2010; HORN et al., 2012). 

Devido à variedade de açúcares e diferentes tipos de ligações químicas presentes em 

uma mesma cadeia, são necessários diferentes tipos de enzimas para sua completa 

hidrólise (ALVAREZ et al., 2016). No entanto, sua hidrólise ainda é mais fácil que a 

degradação da celulose (AGGER et al., 2010).  

As principais enzimas responsáveis pela degradação das hemiceluloses são: 1)  

endo-β-1,4 xilanases; 2) α-L-arabinofuranosidases; 3) β-xilosidases; 4) acetilxilana 

estereases; e 5) estereases do ácido ferúlico (GLASS et al., 2013). 

Em A. niger e T. reesei, genes de hemicelulase e enzimas envolvidas na 

utilização da xilose são induzidos na presença 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 presença de L-arabitol, um metabólito presente na cascata 

de degradação da L-arabinose (MACH-AIGNER et al., 2011). Ao contrário de A. niger 

e T. reesei, em N. crassa a presença de xilose não induz a maioria dos genes que 

codificam hemicelulases, e sim na presença de xilana, induzindo aproximadamente 

350 genes, incluindo muitas enzimas hemicelulase descritas acima, bem como genes 

codificando proteínas de função bioquímica desconhecida (isto é, proteínas 

hipotéticas) (SUN et al., 2012). 
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1.1.3 Lignina 

Diferente da celulose e hemiceluloses que são polímeros carboidratos, a lignina 

é um heteropolímero aromático de alto peso molecular formado pela polimerização 

dos álcoois p-cumarílico, coniferílico e sinapílico, os quais correspondem, 

respectivamente, ao monômeros de p-hidrofenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) na lignina 

polimérica. (FAIX, 1991; WONG, 2009). A lignina natural é incolor ou amarelo pálido, 

mas no tratamento com ácido 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 

reforçar a parede primária e secundária das células vegetais. Além da sua função 

estrutural, a lignina também desempenha função protetora, formando uma espécie de 

barreira contra a ação de enzimas microbianas na degradação da parede vegetal. 

Este polímero pode ser encontrado em todas as plantas vascularizadas e tanto a 

porcentagem da própria lignina quanto dos monômeros presente em sua estrutura 

química, podem variar entre as espécies (BOERJAN et al., 2003; LEONOWICZ et al., 

1999). Nas folhas, por exemplo, a porcentagem de lignina é zero, já em madeiras de 

eucalipto e bagaço de cana-de-açúcar a concentração é de 20 e 21% respectivamente 

(tabela 1) (PRASAD, 2019). 

A lignina pode ser obtida a partir de diversas fontes renováveis como o bagaço 

de cana-de-açúcar, palha de milho, casca de nozes, dentre diversos tipos de madeira, 

sendo classificada em três grupos principais, dependendo da sua origem: 1) a lignina 

de madeira macia, também conhecida como guaiacil lignina e é formada pelo álcool 

coniferílico e pequenas quantidades de unidades derivadas dos álcoois sinapílico e p-

cumarílico; 2) lignina de madeira dura, também conhecidas como guaiacil-siringil 

lignina, contendo praticamente partes iguais de álcool coniferílico e álcool sinapílico 

(metade de cada) ; e 3) a lignina de gramínea, que possui maior quantidade de álcool 

p-cumarílico em relação as outras classificações (tabela 1A) (UPTON; KASKO, 2015). 
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Tabela 1 – Composição da lignina e de materiais lignocelulósicos 

 

 

 

Material Lignocelulósico  Lignina (%) Celulose (%) Hemicelulose (%) Referências 

Madeira macia (gimnospermas) folhas 0 15 - 20 80 - 85 HOWARD et al., 2003 

Madeira dura (angiospermas) álamos 16 52 27 ISIKGOR; BECER, 2015 

 eucalipto 21 54 18 ISIKGOR; BECER, 2015 

 carvalho 24 40 36 ISIKGOR; BECER, 2015 

Gramíneas (angiospermas) grama 10 - 30 25 - 40 25 - 50 MALHERBE; CLOETE, 2002 

Resíduos Lignocelulósicos bagaço 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 32,1 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 monômeros presentes em média nas diferentes ligninas. (*) A maioria das ligninas de madeira é composta de quantidades 

aproximadamente iguais de álcool coniferílico e sinapílico, mas são conhecidas algumas exceções. (B) Porcentagem de Lignina e dos outros 

principais polímeros presentes em diferentes biomassas vegetais. 
 

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

 Álcool coniferílico  Álcool sinapílico Álcool p-cumarílico 

Lignina de madeira macia 95% 1% 4% 

Lignina de madeira dura (*) 50% 50% 2% 

Lignina de gramínea  70% 25% 30% 

B 

A 
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1.2 Enzimas lignolíticas 

A natureza complexa da lignina exige que sua desconstrução ocorra pela ação 

conjunta de várias oxidases microbianas (Figura 2). As oxidases fúngicas são as 

principais enzimas responsáveis por essa desconstrução 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), 

manganês-peroxidases (MnP; EC 1.11.1.13) e peroxidases versáteis (VP; EC 

1.11.1.16), enquanto que as fenol oxidases são 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-

trihidroxibenzeno 1,2-dioxigenase (TBH12D) e catecol 1,2- dioxigênese (C12D; EC 

1.13.11.1) também estão diretamente envolvidas nessa desconstrução. Essas 

enzimas já citadas estão envolvidas em ataque direto da madeira (LEONOWICZ, 

1999). 

Um segundo grupo de enzimas inclui superóxido 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 própria. O terceiro grupo 

consiste em glicose 1-oxidase (GOD EC 1.1.3.4), álcool arílico oxidases (AAO; EC 

1.1.3.7), álcool verátrico oxidase (VAO), piranose 2-oxidase (P2O; 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 degradação 

da lignina por reduzir os radicais metoxi gerados pela LiP, MnP e lacase e gerar o 

peróxido de hidrogênio necessário para as atividades peroxidases, como no caso da 

glioxal oxidase, da glicose oxidase e da aril-álcool oxidase (ANDER; MARZULLO, 

1997). Estas são as chamadas enzimas do tipo feedback, porque desempenham um 

papel fundamental na combinação de cadeias metabólicas durante a degradação da 

madeira. Todas essas enzimas podem funcionar separadamente ou em cooperação 

entre si e o amadurecimento extracelular dessas proteínas pode ser alcançado pela 

participação de enzimas proteolíticas secretadas simultaneamente (STASZCZAK et 

al., 1996). 

Uma nova família 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 degradação de corantes artificiais e compostos 

lignínicos β-O-4 não fenólicos (LIERS et al., 2010).  

1.3 Uso das enzimas lignolíticas 

Grande quantidade da biomassa de lignocelulose é gerada como subproduto 

em diversas industrias, sendo convencionalmente usada para geração de energia, na 

alimentação animal, ou como mulching (técnica de cobertura do solo utilizada para 

proteger e evitar crescimento de ervas daninhas) em áreas de plantação. Parte da 

biomassa lignocelulósica remanescente é queimada ou deixada para se decompor 

naturalmente, o que levará anos. No entanto, a maior parte da biomassa 

lignocelulósica gerada pelos setores agrícolas não é totalmente utilizada e descartada 

sistematicamente, sendo assim, essa biomassa remanescente pode ser utilizada para 

obter produtos de maior valor agregados como biocombustíveis (MASRAN et al., 

2016).  

A separação da lignina da celulose é denominada “deslignificação” e é um dos 

processos complexos da indústria de celulose e papel. Os produtos de lignina 

resultantes dos processos de deslignificação podem variar amplamente nas 

propriedades, dependendo de qual processo de deslignificação foi empregado e em 

que estágio de deslignificação a lignina foi isolada (BRUNOW, 2010) 

A deslignificação de substratos lignocelulósicos mostrou ser importante para a 

produção de bioetanol de segunda geração a partir de diferentes biomassas como 

fonte alternativa para os combustíveis fósseis, já que a lignina ainda é uma barreira 

ao acesso da celulose. Assim, a liberação dos dois açúcares fermentáveis a partir dos 

carboidratos estruturais requer a desconstrução da lignina através de diferentes pré-

tratamentos. Esse pré-tratamento pode ser físico (moagem da biomassa, aplicação 

de radiação), químico (pré-tratamento hidrotérmico, pré-tratamento em meio ácido ou 

básico), biológico (micro-organismos decompositores da madeira) ou a combinação 

desses (GALBE; ZACCHI, 2002). O tratamento biológico usando microrganismos 

lignolíticos (Figura 2) tem sido apontado como uma das maneiras mais vantajosas de 

substituir os tratamentos físico-químicos e remover moléculas inibitórias do processo 

de fermentação dos açúcares, pois fornecem condições de reação mais amenas e 

favoráveis ao meio ambiente, maior rendimento de hemiceluloses e celulose, 

liberação de poucos metabólitos indesejáveis para a fermentação e menor demanda   
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Figura 2 – Diagrama esquemático da degradação de lignina por basidiomicetos da podridão 

branca: principais passos da degradação e enzimas envolvidas. 

 

Lac: lacase; LMS: sistema mediador da lacase; LiP: lignina peroxidase; MnP: manganês 

peroxidase; VP: peroxidase versátl; H2O2-GO: oxidases geradoras de H2O2; AOO: aril-álcool 

oxidase; GLOX: glioxal oxidase; H2O2: peróxido de hidrogênio; AAD: aril-álcool 

desidrogenases; QR: quinona redutases e •OH: radicais hidroxil livres. 

FONTE: Adaptado de DASHTBAN et al., 2010. 
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de energia (LEE, 1997). 

Sendo assim, as enzimas lignolíticas tem um grande potencial de aplicações 

industriais e biotecnológicas. Seu uso na remoção da lignina gera condições 

ambientais muito mais favoráveis para a produção do bioetanol do que os pré-

tratamentos químicos e térmicos, como o cozimento Kraft (WAN; LI, 2012). As heme-

peroxidases e as lacases podem ser usadas tanto no processo de deslignificação 

quanto 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 degradação de corantes artificiais da 

indústria têxtil, devido sua alta capacidade de degradar compostos antraquinônicos 

(SUGANO, 2009). As lacases tem atraído muito a atenção devido ao seu uso favorável 

ao meio ambiente, pois além da ampla aplicação nas indústrias têxtil, de papel e de 

alimentos (CANAS, 2010), usam apenas oxigênio como doador de elétrons e 

produzem água como produto final (RIVA, 2006). 

Na indústria de papel, a deslignificação é importante para a liberação da polpa 

de celulose e branqueamento, que ainda é realizado por processos químicos e/ou 

mecânicos. Os processos mecânicos liberam apenas as hemiceluloses, produzindo 

uma polpa de baixa qualidade, com fibras curtas e amareladas. Já o cozimento Kraft 

usa hidróxido e hidrossulfeto de sódio, que dissolvem a lignina e liberam uma polpa 

de celulose de melhor qualidade, mas promove a formação do licor negro e outros 

compostos químicos altamente poluentes, que são liberados nos efluentes. O uso de 

microrganismos lignolíticos antes do processamento químico e/ou mecânico torna a 

polpa da madeira mais macia, melhorando não só a resistência do papel como 

também reduzindo a liberação de substâncias tóxicas e o consumo de energia pelas 

caldeiras no processo de obtenção da polpa (MENDONÇA et al., 2008). As lacases 

de Ceriporiopsis subvermispora e Pleurotus chrisosporium, por exemplo, embora 

degradem parcialmente a lignina, apresentam a vantagem da produção de uma polpa 

clara (PÉREZ et al., 2002). 

As peroxidases microbianas também podem ser usadas no tratamento de 

efluentes de destilarias. A aparência marrom escura das águas residuais das 

destilarias é devida, sobretudo, a presença de melanoidinas (reação de Maillard) e de 

compostos fenólicos provenientes das matérias-primas, caramelização de açúcares e 

produção de furfurais a partir da hidrólise ácida (KORT, 1979).  
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A detoxificação e descoloração 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 descoloração, estas enzimas ainda podem polimerizar ou 

copolimerizar estes contaminantes com outros substratos não tóxicos, facilitando sua 

remoção por sedimentação, adsorção ou filtração (GIANFREDA et al., 2006).  

O uso das enzimas lignolíticas na degradação 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) 

enquanto que apenas a MnP é capaz de oxidar o benzaton na presença de Mn+2 e 

Tween-80 (CASTILLO et al., 2000). Já a MnP de Nematoloma frowardii e a lacase de 

Trametes versicolor mostraram-se eficientes na degradação do glifosato (PIZZUL et 

al., 2009). Estes dados mostram claramente a potencial aplicação das enzimas 

lignolíticas produzidas por fungos no tratamento do solo e das águas de drenagem 

contaminadas com herbicidas. 

Na indústria têxtil, a água é usada como meio de remover as impurezas da 

aplicação de corantes e agentes finalizadores. Isso gera uma grande poluição dos 

efluentes destas indústrias. Estimativas indicam que estes efluentes podem conter 

mais de 2.000 diferentes produtos químicos, incluindo corantes, auxiliares de 

tingimento, contaminantes residuais provenientes das fibras e entre outros 

(ANASTASI et al., 2010). Todos esses compostos são danosos ao meio ambiente, 

principalmente os corantes que são recalcitrantes e altamente solúveis em água 

(RAJAGANESH et al., 2014). A produção mundial de corantes no setor têxtil é de 

aproximadamente 800.000 ton/ano. Por meio dos efluentes gerados, 10 a 15% desta 

produção é descartada no meio ambiente. Além das implicações ambientais, outra 

preocupação em relação a liberação indiscriminada destes rejeitos têxteis está 

relacionada com as suas características mutagênicas e tóxicas tanto aos organismos 

aquáticos como aos seres humanos (AKDOGAN; TOPUZ; URHAN, 2014). O uso da 

LiP e MnP de Pleurotus chrysosporium na degradação destes corantes artificiais tem 

mostrado uma alta capacidade de degradar grande variedade dos poluentes 

aromáticos (MEHTA, 2012). Além disso, alguns corantes artificiais, embora não sejam 

totalmente degradados pelas lacases, são oxidados pelas mesmas dando início à sua 

degradação (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 à degradação pela maioria dos organismos e não pode ser hidrolisada como 

os outros componentes da parede celular vegetal. Sua desconstrução tem sido 

extensivamente estudada nos organismos que colonizam madeiras em 

decomposição, como os basidiomicetos (BOYLE et al., 1992; LEONOWICZ, 1999). 

Os fungos colonizadores da madeira podem ser divididos em três grupos 

conforme o tipo de degradação que causam na madeira: fungos de degradação 

branca, marrom e macia. Existem diversos fungos capazes de degradar madeira, e 

em sua maioria são Basidiomicetos, os mesmos são responsáveis pela degradação 

branca e são considerados os mais eficientes organismos degradadores de lignina 

devido à grande quantidade de oxidases lignolíticas que são capazes de secretar 

(MARTINEZ et al., 2004; RUTTIMANN-JOHNSON et al., 1993; WAN; LI, 2012). A 

degradação realizada por estes basidiomicetos na parede celular vegetal, ocorre 

praticamente só na lignina, sendo capazes de mineralizar a mesma, eventualmente 

até CO2 e H2O (ORTH et al., 1993; HATAKKA, 1994; TUOR et al., 1995; 

BLANCHETTE et al., 1994). 

Mesmo a maioria dos fungos responsáveis pela degradação marrom também 

serem pertencentes ao grupo dos basidiomicetos, ao contrário dos fungos da 

degradação branca, os responsáveis pela degradação marrom mantêm a lignina 

praticamente intacta. Quebrando preferencialmente os polissacarídeos presentes na 

madeira, dando um aspecto marrom e quebradiço a madeira degradada 

(BLANCHETTE, 1991; RAYNER; BODDY, 1988). Apesar desses organismos não 

degradarem efetivamente a lignina, eles são capazes de realizar algumas 

modificações (JIN et al., 1990) 

Os fungos de degradação marrom e macia são capazes de degradar lignina em 

alguma extensão, embora preferencialmente ataquem a celulose na madeira. Alguns 

ascomicotas e e deutoromicotas também podem causar degradação na madeira, 

conhecida como degradação macia. Esses fungos colonizam geralmente madeiras 

duras e com alta umidade, metabolizando principalmente os polissacarídeos 

presentes nelas, e assim como os fungos da degradação marrom, são capazes de 

realizar algumas modificações 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 bagaço de cana 

e aproximadamente 16% da lignina presente da fibra de coco (PAMIDIPATI; AHMED, 

2016). 

1.5 Neurospora crassa  

São várias as razões para utilizar o ascomiceto N. crassa como organismo para 

o estudo da desconstrução da biomassa vegetal e os aspectos regulatórios desta 

desconstrução. N. crassa é um fungo que pode ser facilmente isolado em culturas de 

cana-de-açúcar e Miscanthus, ambas consideradas atrativas para a produção de 

biocombustíveis a partir de fontes renováveis (PERKINS et al., 1976; PANDIT & 

MAHESHWARI, 1996; SMITH et al., 2000). Embora há 30 anos tenha sido 

demonstrado degradar celulose (EBERHART et al., 1977; ROMERO et al., 1999), 

existe ainda pouca informação sobre N. crassa e a degradação da biomassa vegetal 

(TIAN et al., 2009). A finalização 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 

degradação da parede vegetal. No entanto, vários genes mostrando estarem 

envolvidos na degradação da parede celular vegetal ainda se encontram anotados 

como codificando proteínas de funções desconhecidas (TIAN et al., 2009). 

N. crassa é um organismo modelo muito utilizado há cerca de 90 anos, em 

estudos de expressão gênica, desenvolvimento e diferenciação celular, ritmo 

circadiano, defesa do genoma, bem como outros aspectos da biologia de eucariotos 

(DAVIS; PERKINS, 2002).  

Ao contrário das leveduras, é 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 núcleos entre os septos. Esta passagem promove a formação de heterocários, os 

quais múltiplos genomas contribuem para o metabolismo de um único micélio. É um 

organismo saprófito e não patogênico, 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. 

 

FONTE: Adaptado de BORKOVICH et al., 2004 
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organizados em sete cromossomos que variam entre 4 a 10 Mb (SCHULTE et al., 

2002). 

A resolução do seu genoma revelou um total de 10.082 genes codificadores de 

proteínas (44%) e destes, 41% não possuem ortólogos conhecidos depositados em  

bancos de dados, refletindo o baixo conhecimento dos genomas dos fungos. O grande 

número de genes ainda com funções desconhecidas aponta N. crassa como um 

organismo modelo interessante para o estudo de novos mecanismos genéticos e 

bioquímicos não identificados até o momento, os quais podem possivelmente ser 

representados por genes com novas funções ou novos genes desempenhando 

maneiras diferentes de realizar funções 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 proteínas 

(COLOT et al., 2006). O nocaute dos genes tem como objetivo determinar a função 

de cada deles, pois apenas 15% dos genes identificados após a resolução do genoma 

do fungo estão associados ao fenótipo e pouco mais de um terço destes genes não 

possuem ortólogos em outros organismos, não existindo evidências de suas funções 

(DUNLAP et al., 2007). 

Estudos de bioprospecção mostraram que em condições laboratoriais, N. 

crassa é capaz de degradar 18,7% de uma cultura de Miscanthus em decomposição 

num período de oito semanas (SHRESTHA et al., 2015), reforçando que embora N. 

crassa não seja adequada para ser usada como um sistema heterólogo de expressão 

de proteínas de interesse biotecnológico, este organismo possivelmente possui uma 

grande diversidade de enzimas lignocelulolíticas, o que o torna um organismo eficiente 

no processo de degradação da biomassa vegetal. Uma busca por ortólogos lignolíticos 

no banco de dados de N. crassa (FungiDB - The Fungal and Oomycete Genomics 

Resource, http://fungidb.org/fungidb/) retornou pelo menos nove genes codificando 

proteínas com provável atividade lacase (ORFs NCU04528, NCU05113, NCU00526, 

NCU07920, NCU04593, NCU05604, NCU09279, NCU09023, NCU02201) e dez 

genes codificando prováveis enzimas com atividade peroxidase (ORFs NCU03297, 

NCU09210, NCU05770, NCU11286, NCU11046, NCU16942, NCU03646, 

NCU09534, NCU05858, NCU00776), incluindo uma ORF codificando uma provável 

peroxidase descolorante (NCU09210), além de diversas outras prováveis 

oxidoredutases acessórias. Portanto, N. crassa pode ser considerado um modelo de 
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estudo para decifrar o sistema lignolítico de fungos filamentosos bastante promissor e 

também um organismo extremamente interessante sob o ponto de vista 

biotecnológico. 
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6 PRINCIPAIS CONCLUSÕES  

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

 

1. N. crassa mostrou crescer de maneira eficiente em substratos lignocelulolíticos 

como bagaço de cana e serragem, tratados com calor acoplado a hidrolise 

acida e também em lignina purificada, quando em baixas concentrações (até 

2%). A hidrolise previa dos substratos escolhidos permitiu o acesso do fungo 

as fontes de carbono alternativas, sendo este acesso mais fácil na presença de 

bagaço de cana de açúcar que na presença de serragem, muito provavelmente 

devido a composição da lignina destes substratos, sinalizando uma preferência 

do fungo para as ligninas presentes nas plantas da família das gramíneas.  

2. A preferência do fungo pelas gramíneas ficou evidente pela detecção de 

atividade lacase tanto para o bagaço de cana tratado previamente com calor 

quanto para o bagaço 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 possível 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 podridão da madeira.  

3. As análises dos secretomas do fungo na presença de lignina purificada e de 

bagaço de cana de açúcar demonstraram a existência de um crosstalk entre as 

vias que sinalizam a secreção de enzimas lignolíticas e enzimas 

hemiceluloliticas, sugerindo que quando o fungo sente a presença de fontes de 

ligninas na natureza, ele secreta simultaneamente enzimas com atividade 

hemicelulases, a fim de tornar mais eficiente o processo de utilização desta 

fonte de carbono alternativa de natureza carboidrato, concomitantemente com 

a modificação/degradação das ligninas  

4. Embora N. crassa seja um ascomiceto não considerado como bom organismo 

produtor de enzimas, seu genoma ainda abriga muitas proteínas com potencial 

biotecnológico, as quais poderão ser identificadas, caracterizadas e utilizadas 

sozinhas ou adicionadas a coquetéis enzimáticos de interesse industrial.  

.  
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