UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UnB
INSTITUTO DE QUIMICA - 1Q

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIAS QUIMICA
E BIOLOGICA- PPGTQB

BIOPROSPECCAO DE FUNGOS PRODUTORES DE ENZIMAS
LIGNOCELULOLITICAS E IDENTIFICACAO DE NOVAS
PROTEINAS AUXILIARES PARA APLICACAO NA CONVERSAO DE
BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

TESE DE DOUTORADO

JESSICA DE SA GUIMARAES PEIXOTO

Orientador: Prof. Dr. Fabricio Machado Silva
Coorientador: Dra. Léia Cecilia de Lima Favaro

BRASILIA- DF
2019



UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UnB
INSTITUTO DE QUIMICA - IQ

PROGRAMA DE POS-GRADQACAO EM TECNOLOGIAS QUIMICA
E BIOLOGICA- PPGTQB

BIOPROSPECCAO DE FUNGOS PRODUTORES DE ENZIMAS
LIGNOCELULOLITICAS E IDENTIFICACAO DE NOVAS
PROTEINAS AUXILIARES PARA APLICACAO NA CONVERSAO
DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de  Pds-Graduacdo em
Tecnologias Quimica e Biologica do
Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutor em
Tecnologias Quimica e Bioldgica.

JESSICA DE SA GUIMARAES PEIXOTO

Orientador: Prof. Dr. Fabricio Machado Silva
Coorientadora: Dra. Léia Cecilia de Lima Favaro



B4 Universidade de Brasilia

A

Folha de Aprovacao

Comunicamos a aprovacdo da Defesa de Tese do (a) aluno (a)
Jéssica de Sa& Guimardes Peixoto, matricula n? 15/0112904, intitulada
“Bioprospec¢do de fungos produtores de enzimas lignoceluloliticas e
caracterizagdo de novas proteinas auxiliares para aplicagdo na conversdo de
biomassa lignoceluldsica”, apresentada no (a) Auditério 2 do Instituto de

Biologia (IB) da Universidade de Brasilia (UnB) em 13 de dezembro de 2019.

Prof. Dr. Fabricio Machado Silva
Presidente de Banca (1Q/UnB)

Prof.2 Dra. Talita Souza Carmo
Membro Titular (I1B/UnB)

Prof.2 Dra. Eliane Ferreira Noronha
Membro Titular (IB/UnB)

Dra. Mo6nica Caramez Triches Damaso
Membro Titular (Embrapa)

Dra. Dasciana de Sousa Rodrigues Gambetta
Membro Suplente (EMBRAPA Agroenergia)

Em 13 de dezembro de 2019.

= (61) 3107-3805
posgiqg@unb.br



DEDICATORIA

Para minha amada mae Neuza de S4a, com carinho e amor.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por estar ao meu lado, sempre me protegendo, guiando e,
principalmente, por me fazer acreditar que tudo é possivel para quem acredita e corre atras.

A minha familia que me deu suporte e apoio nessa jornada. Aos meus pais Neuza e Agnaldo,
que estiveram sempre ao meu lado, pela for¢a, apoio, educacdo e incentivo na luta para que

meus objetivos fossem atingidos.

Ao meu irmao Joviano, por estar sempre presente na minha vida.

Ao meu esposo Alexandre por me apoiar e me incentivar sempre em todas as decisdes

tomadas, para concretizacdo dos meus sonhos, vocé foi fundamental!

A minha amiga especial Tais Aragdo que foi meu porto seguro durante toda essa etapa,
obrigada pelo carinho, cuidado e contribuicdo. Aos meus amigos, Bruno, Flavia, Gleiciane,
Fernandinha, Artur, Elias, Viviane, Ana Paula, Karolline, Samira, Hélder, Amanda, Gisele,
Luana, Mariana e Mirian, obrigada pelas conversas, risadas, paciéncia, ensinamentos, enfim,

por me apoiarem e ajudarem em tudo que precisei sem medirem esforcos.

Ao0s meus conterraneos, nao poderia esquecer Jonas, Gabriela, Thuanne e Claudiane, cada um

contribuiu para que essa etapa fosse concretizada.

As analistas da Embrapa Agroenergia, queridas Mestres Thais Demarchi Mendes e Thalyta
Fraga Pacheco, por me ensinarem tanto, pelo apoio nos experimentos, nas infinitas planilhas,
na estatistica, pelas correcdes de textos, e claro pelo apoio psicolégico (Coaching). Vocés

fizeram meus dias mais leves e agradaveis. Obrigada meninas!

A Dra. Kelly Barreto Rodrigues, por todo apoio e ensinamentos de biologia molecular nas

etapas de expressao heterdloga.

A Dra. Paula Marcela Duque Jaramillo, pelo comprometimento e ensinamentos em toda parte

de caracterizacdo enzimatica de fungos, dicas, planejamento, enfim aprendi muito com vocé!



A Dra. Valquiria Martins Pereira, por todo auxilio na caracterizagdo molecular de fungos

desenvolvida neste trabalho.

A Dra. Glaucia Emy Okida Midorikawa, pelo auxilio nas anélises de sequéncias.

A Dra. Amanda Souza e & Mestre Gisele Soares Anastécio, por todo apoio na producéo de
proteinas heter6logas em biorreator, e etapas de concentracao e dialise.

Ao Dr. Helder Andrey Rocha Gomes, pelo apoio nos teste de caracterizacdo das expansinas.

Ao analista da Embrapa Agroenergia Mestre Felipe Branddo de Paiva Carvalho, pelos

ensinamentos na etapa de pré-tratamento de biomassa lignocelulosica.

A analista da Embrapa Agroenergia Dra. Larissa Andreani, pelo apoio nos testes mecénicos

das expansinas.

Ao pesquisador Dr. Leonardo Fonseca Valadares, do Laboratorio de Processos Quimicos
(LPQ) da Embrapa Agroenergia, pelo acesso ao laboratdrio e aos equipamentos para analise

das expansinas.

Ao meu orientador Professor Dr. Fabricio Machado Silva, pela oportunidade, orientacgéo,
ensinamentos e momentos de descontracdo e pelos bons principios de carater e amor por sua

profissdo que levarei sempre comigo.

A minha coorientadora, Dra. Léia Cecilia de Lima Féavaro, por todo comprometimento,
respeito, incentivo e por colaborar ativamente no meu crescimento profissional e pessoal.
Tenho uma grande admiracdo por vocé e pelo seu grande coracdo que ajuda a todos sem

distincao.

As professoras Nédia Skorupa Parachin e Eliane Ferreira Noronha, pelas sugestées durante o

exame de qualificacdo do doutorado.

A CAPES, pela concesséo de bolsa no &mbito do Edital n® 15/2014 Capes-Embrapa, para o

projeto intitulado "Estudo de uso integral de biomassa lignocelul6sica: pré-tratamentos,

\Y



processos enzimaticos e termoquimico”.

A Embrapa Agroenergia, pelo apoio financeiro do projeto "UpZyme - Novas expansinas e
monoxigenases de polissacarideos liticas e sua validacdo como aditivo no processo de
sacarificacdo de biomassa. Nimero 12.12.11.003.00.00", ao qual esta tese de doutorado esta

vinculada.

A FAP-DF, pelo auxilio financeiro para participacio e apresentacio de trabalho em congresso

internacional.

A Universidade de Brasilia, por todo apoio académico oferecido.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo deste trabalho.

Vi



RESUMO

A producdo de energia e de quimicos renovaveis a partir da bioconversdo de biomassa
lignocelulésica é uma alternativa para minimizar a utilizacdo de combustiveis fosseis e para
agregar valor a diferentes cadeias produtivas. O crescente uso de enzimas em biorrefinarias
de lignocelulose é dependente de um constante processo de inovagdo no qual se visa um
melhor desempenho e reducdo de custo de obtencdo das enzimas. Uma das barreiras
encontradas pelas enzimas hidroliticas é a recalcitrancia da parede celular vegetal, mais
especificamente da estrutura da celulose. Muitas das atividades enzimaticas requeridas pelo
processo industrial dependem do somatdrio de diferentes enzimas que atuam em sinergismo.
Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar uma colecdo de 291 fungos endofiticos de
Paullinia cupana (guaranazeiro) e Rhizophora mangle (mangue-vermelho) quanto a
capacidade de produzir extratos enzimaticos eficazes para desconstrucdo de biomassa pré-
tratada de cana-de-acUcar, principal matéria-prima para o desenvolvimento da bioeconomia
no Brasil. Além disso, no presente estudo duas -expansinas de cana-de-agucar, previamente
identificadas por apresentarem especificidade na atuacdo no colmo de plantas adultas
(SacEXP49 e SacEXP82), foram expressas com sucesso na levedura metilotrofica Pichia
pastoris X-33 e alguns aspectos basicos de sua funcdo foram investigados por ensaio de
ligacdo a celulose microcristalina, determinacéo da resisténcia a tracdo de papel filtro tratado
com as expansinas recombinantes e testes de hidrélise enzimatica de bagaco de cana pré-
tratado por método organosolv, utilizando celulases comerciais. Os resultados mostraram que
as expansinas SacEXP49 e SacEXP82 recombinantes ndo possuem atividade hidrolitica
sobre papel filtro e sdo capazes de se ligar a celulose microcristalina. Estas expansinas
recombinantes ndo apresentaram sinergismo com celulases na hidrolise enzimatica de bagaco
pré-tratado, nas condi¢cdes reacionais utilizadas. No entanto, elas alteraram
significativamente a forca ténsil de fibras de papel filtro em comparacdo com BSA
(albumina de soro bovino, controle negativo) e de forma equivalente a uréia (controle
positivo). Esses resultados revelam o potencial dessas proteinas como bioproduto renovavel
para aplicacbes na industria baseada em celulose que dependem de modificacbes das
propriedades fisicas das fibras, para obter produtos derivados com caracteristicas distintas.
Quanto a selecdo de fungos produtores de enzimas para desconstrucdo de lignocelulose
presente no bagaco de cana pré-tratado, a estratégia de prospeccdo utilizada levou a selecédo
da cepa Talaromyces amestolkiae CP-230. Os extratos enzimaticos brutos (secretomas) deste
fungo, obtidos a partir do cultivo ndo otimizado em fermentacdo submersa com bagaco de
cana pré-tratado por autohidrolise ou por organosolv e aplicados como catalisadores na
sacarificacdo destas biomassas foram téo eficientes na liberacdo de glicose (rendimento de
glicose) quanto a enzima comercial Cellic CTec 3, nas condi¢des utilizadas (5,0% de teor de
solidos; 3,3 FPU/g de biomassa; 50°C; 200 rpm; 24 horas). Esses resultados mostram que a
bioprospecc¢do de fungos endofiticos de plantas de ambientes pouco explorados e hotspots de
biodiversidade (Amazdnia e manguezais) € uma estratégia prolifica para descoberta de novos
microrganismos com capacidade de producdo de enzimas de elevado valor biotecnoldgico,
tais como celulases e hemicelulases.

Palavras-chave: Saccharum, autohidrélise, organosolv, sacarificacdo, fungos filamentosos,
endofitos, expansinas, forca ténsil, proteina recombinante, Komagataella phaffii.



ABSTRACT

The production of renewable energy and chemicals from lignocellulosic biomass
bioconversion is an alternative to minimize the use of fossil fuels and to add value to
different production chains. The increasing use of enzymes in lignocellulose biorefineries is
dependent on a constant innovation process aiming at a better performance and reduction of
the cost of obtaining the enzymes. One of the barriers encountered by hydrolytic enzymes is
the recalcitrance of the plant cell wall, more specifically the cellulose structure. Many of the
enzymatic activities required by the industrial process depend on the sum of different
synergistic enzymes. In this context, the objective of this study was to evaluate a collection
of 291 endophytic fungi of Paullinia cupana (guaranazeiro) and Rhizophora mangle (red
mangrove) for their ability to produce effective enzymatic extracts for deconstruction of pre-
treated sugarcane biomass, the main raw material for the development of bioeconomy in
Brazil. In addition, in the present study two sugarcane B-expansins, previously identified as
having specificity in the stem of adult plants (SacEXP49 and SacEXP82) were successfully
expressed in the methylchrophic yeast Pichia pastoris X-33. And some basic aspects of its
function were investigated using microcrystalline cellulose binding assay, determination of
tensile strength of filter paper treated with recombinant [B-expansins and organosolv
pretreated sugarcane bagasse enzymatic hydrolysis assays using commercial cellulases. The
results showed that recombinant SacEXP49 and SacEXP82 [-expansins have no hydrolytic
activity on filter paper and are capable of binding to microcrystalline cellulose. These
recombinant -expansins showed no synergism with cellulases in the enzymatic hydrolysis
of pretreated bagasse under the reaction conditions used. However, they significantly altered
the tensile strength of filter paper fibers compared to BSA (bovine serum albumin, negative
control) and urea equivalent (positive control). These results reveal the potential of these
proteins as a renewable bioproduct for cellulose-based industry applications that depend on
changes in the physical properties of fibers to obtain derived products with distinct
characteristics. Regarding the selection of enzyme-producing fungi for deconstruction of
lignocellulose present in pretreated sugarcane bagasse, the prospecting strategy used led to
the selection of the Talaromyces amestolkiae CP-230 strain. The crude enzymatic extracts of
this fungus, obtained from non-optimized cultivation in submerged fermentation with
sugarcane bagasse pretreated by autohydrolysis or organosolv and applied as catalysts in the
saccharification of these biomasses were as efficient in the release of glucose as the
commercial enzyme Cellic CTec 3 under the conditions used (5.0% solids content; 3.3
FPU/g biomass; 50°C; 200 rpm; 24 hours). These results show that bioprospecting of
endophytic fungi from underexplored plants and biodiversity hotspots (Amazon and
mangroves) is a prolific strategy for the discovery of new microorganisms capable of
producing enzymes with high biotechnological value, such as cellulases and hemicellulases.

Keywords: Saccharum, autohydrolysis, organosolv, saccharification, filamentous fungi,
endophytes, expansin, tensile strength, recombinant protein, Komagataella phaffii.
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1. INTRODUCAO

O crescimento do uso de tecnologias de conversdo de biomassa lignocelulosica traz o
termo biorrefinaria como uma abordagem alternativa vidvel para conversdo efetiva dessa
matéria-prima em bioenergia e produtos quimicos renovaveis. O conceito de biorrefinaria
prevé a producdo de diversos produtos a partir da biomassa vegetal (renovavel), semelhante
ao que ocorre nas refinarias que produzem varios produtos derivados do petroleo (ndo
renovavel) (DEMIRBAS, 2009). Nesse contexto, embora algumas biorrefinarias de
lignocelulose tenham entrado em operagdo comercial nos Gltimos anos no Brasil e no mundo,
a desconstrucdo eficiente dos componentes da biomassa lignoceluldsica ainda apresenta
desafios técnicos e econdmicos. Os desafios consistem no desenvolvimento de tecnologias
eficazes para conversdo dos componentes desta biomassa em diferentes produtos.

Entre os principais produtos de uma biorrefinaria de lignocelulose esta o etanol. Para
obtencdo deste biocombustivel, embora existam diferentes configuragdes de processamento
da biomassa, trés etapas sdo comuns: pré-tratamento, hidrolise e fermentacdo. O pré-
tratamento reduz a recalcitrancia da biomassa e facilita o processo de hidrolise. Na hidrolise, a
celulose e a hemicelulose (dependendo do pré-tratamento) sdo degradadas por enzimas a seus
mondmeros. Na fermentacdo os aclcares sdo convertidos a etanol (PARACHIN &
ALMEIDA, 2013). Nesse contexto, a sacarificacdo continua a ser um desafio devido ao alto
custo de enzimas para bioconversdo dos componentes da biomassa. A recalcitrancia da
celulose € um dos fatores limitantes para a hidrolise enzimatica. A celulose € um polimero
constituido de residuos de D-glicose unidos por ligagdes glicosidicas f-1,4. A cristalinidade
da celulose ¢ devida a uniformidade quimica das unidades de glicose e a formacéo de pontes
de hidrogénio entre as microfibrilas, resultando na formacdo de estruturas fibrosas
inacessiveis as enzimas hidroliticas (HIMMEL et al., 2007). A Figura 1 exemplifica as
principais etapas do processamento da biomassa lignocelulésica para producdo de
biocombustivel em uma biorrefinaria de lignocelulose (FATMA et al., 2018).

Biorrefinarias de lignocelulose integram processos de obtencdo de produtos como
biocombustiveis, energia, materiais e produtos quimicos tendo como desafio maximizar o
valor dos derivados da matéria-prima, minimizar os residuos e diminuir a dependéncia de
carbono fossil nos processos produtivos. Além disso, as biorrefinarias buscam minimizar os
impactos ocasionados pelo crescimento populacional, como a falta de recursos ambientais e
0s impactos econdmicos e politicos (BRETHAUER & STUDER, 2015; CAREY et al., 2016).
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Figura 1. Processo de conversdo de biomassa lignocelulésica em uma biorrefinaria, com foco na
producdo de biocombustivel. Fonte: FATMA et al. (2018).

Diversos produtos quimicos podem ser obtidos em biorrefinarias de lignocelulose e
sua obtencdo agrega valor as cadeias produtivas de biomassa, 0 que por sua vez permite o
provimento de insumos a diversos setores tais como farmacéutico, automotivo, cosmético,
agroindustrial, entre outros (VAZ JUNIOR, 2011). Por exemplo, produtos tais como acidos
organicos, bioplasticos, compostos bioativos, pigmentos, enzimas e agroquimicos sdo e/ou
podem ser obtidos a partir da conversdo dos componentes da biomassa, usando processos
quimicos ou rotas bioquimicas, fomentando o desenvolvimento de modelos de biorrefinarias
integradas e a economia circular. Isso, por sua vez, depende da degradacdo dos componentes
da lignocelulose, o que envolve especialmente o uso de enzimas lignoceluloliticas.

Atualmente, o desenvolvimento de enzimas especificas para cada tipo de biomassa
(customizacdo) tem se tornado indispensavel para a viabilidade econémica das biorrefinarias
de lignocelulose. Nesse aspecto, a producdo on-site de enzimas especificas para a biomassa
alvo utilizando este mesmo material como substrato de cultivo de fungos pode reduzir os
custos do processo (JORGENSEN & PINELO, 2017; NOVY et al., 2019). Vale ressaltar que
nas ultimas décadas, o0 custo das enzimas para desconstrucdo de biomassa lignocelulésica foi
significativamente reduzido, ainda assim, € um dos fatores importantes que afetam a
economia total de um processo de desconstrucéo de biomassa (BINOD et al., 2019).

Devido a complexidade dos diferentes componentes da biomassa lignocelulésica, séo
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necessarias diferentes enzimas para a desconstrucdo de seus materiais constituientes,
incluindo celulases, hemicelulases, pectinases, ligninases e outras enzimas auxiliares, como
mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) e expansinas. Essas enzimas podem ser
produzidas por uma ampla variedade de organismos, especialmente por fungos filamentosos.
Dentre estes, os fungos endofiticos vém sendo estudados e podem oferecer perspectivas para
encontrar novas linhagens produtoras de enzimas lignoceluloliticas. Por estarem associados as
plantas, ao longo do processo evolutivo esses fungos desenvolveram um arsenal enzimatico
que permite sua atuacdo como degradadores de polissacarideos  vegetais
(SURYANARAYANAN et al., 2017).

Dentre as enzimas auxiliares na degradacdo de lignocelulose, as LPMOS e as
expansinas ganham destaque por reduzirem a recalcitrdncia dos polissacarideos,
especialmente da celulose. As LPMOs atuam na estrutura cristalina da celulose e de outros
polissacarideos por um mecanismo oxidativo, tornando o substrato acessivel a outras enzimas
(HORN et al., 2012).

As expansinas ocorrem em diferentes organismos, especialmente em plantas e atuam
no remodelamento dos componentes da parede celular vegetal, promovendo a expansao
celular. Nas plantas, elas rompem as ligacdes ndo covalentes entre as microfibrilas de celulose
e 0s demais polimeros da matriz por um mecanismo ndo enzimatico, levando ao
afrouxamento e extensdo da parede celular (SAMPEDRO & COSGROVE, 2005). Devido a
essas caracteristicas, elas tém sido estudadas para diferentes aplicacbes no contexto de
biorrefinarias, ndo somente como um aditivo para aumentar a eficiéncia de celulases na
sacarificacdo de celulose, mas também em outras aplicacdes que dependem da modificacéo
das propriedades quimicas e fisicas da fibra celulésica.

Nesse contexto, o presente trabalho teve o propdsito de agregar valor a biodiversidade
de fungos endofiticos de Paullinia cupana e Rhizophora mangle com o intuito de avaliar o
seu potencial quanto a producdo de enzimas para desconstrucdo da biomassa lignocelul6sica
de cana-de-aclcar. A busca central deste estudo foi a obtencdo de um extrato enzimatico
eficiente que contenha enzimas provenientes de uma fonte nativa (enzimas fungicas) para
atuar na desconstrucdo de biomassa de cana-de-aclUcar pré-tratada por autohidrélise e
organosolv, e, além disso, a obtencdo e caracterizacdo bioquimica de uma fonte recombinante
(B-expansinas da propria cana-de-agucar) contribuindo para o desenvolvimento de
biorrefinarias de lignocelulose, principalmente na suplementacdo de coquetéis enzimaticos
com aplicagédo na desconstrucao de biomassa vegetal.

A estrutura da tese foi organizada em trés partes, sendo que a primeira parte apresenta
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a revisdo bibliografica sobre os principais temas do trabalho. A segunda parte é referente a
bioprospeccdo de fungos endofiticos de plantas da Amazénia (Paullinia cupana) e do
manguezal (Rhizophora mangle) e relata a descoberta de novas linhagens fungicas da
biodiversidade capazes de produzir complexos enzimaticos eficientes para desconstrucao de
bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por autohidrélise e organosolv. A terceira parte é
referente a producdo recombinante de duas expansinas de cana-de-agUcar por Pichia pastoris
(Komagataella phaffii) e sua caracterizagdo funcional, com foco na sua aplicagdo para
modificacdo das propriedades fisicas da celulose. Por fim, também sdo apresentadas as
conclusdes gerais do trabalho.

OBJETIVO GERAL

Prospectar uma colecéo de fungos endofiticos de plantas da Amazénia e do manguezal
visando a selecdo de linhagens produtoras de extrato enzimatico eficaz para desconstrucao de
bagaco de cana-de-agucar, bem como obter B-expansinas recombinantes de cana-de-agucar e
caracterizd-las quanto a capacidade de modificar as propriedades fisicas da celulose, no

contexto de biorrefinarias.

Objetivos especificos

e Prospectar e selecionar fungos endofiticos de Paullinia cupana e Rhizophora mangle
produtores de enzimas degradadoras de polissacarideos.

e Obter extrato enzimatico eficaz para a degradacdo de bagaco de cana-de-acucar pré-
tratado por autohidrdlise e organosolv a partir de cepa fungica selecionada.

e Obter novas expansinas (B-expansinas de cana-de-acUcar) produzidas de forma
recombinante e caracteriza-las quanto ao seu potencial de atuacdo como proteinas
auxiliares na desconstrucdo de biomassa de cana-de-agucar ou como bioproduto para

alteracdo das propriedades fisicas da celulose.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. BIORREFINARIAS DE LIGNOCELULOSE

A biorrefinaria pode integrar a obtencdo de biocombustiveis, produtos quimicos para
Varios setores, energia elétrica e calor em um mesmo espaco fisico, sendo considerada uma
abordagem promissora para criagdo de industrias baseadas em matérias-primas renovaveis

(DEMIRBAS, 2009). A Figura 2 exemplifica as etapas de conversdao em uma biorrefinaria de



19

lignocelulose, em que os agucares obtidos podem ser convertidos em diversos produtos ou
insumos, pelo uso de diferentes tecnologias (BRETHAUER & STUDER, 2015).

Biomassa
Lignocelulosica

l Pré-tratamento

Pré-tratamento
da Biomassa

l Hidrolise enzimatica

Actcares
Tecnologia 1 Tecnologia 2 ecnologia 3
Y
Produto 1 Produto 2 Produto 3

Figura 2. Representacdo simplicada de uma biorrefinaria de lignocelulose, focada na plataforma de
acucares. O acgucar € gerado a partir da biomassa submetida a etapas de pré-tratamento e de hidrdlise
enzimatica. Os agUcares obtidos podem ser convertidos em diversos produtos ou insumos, pelo uso
de diferentes tecnologias (Adaptado de BRETHAUER & STUDER, 2015).

A biomassa lignoceluldsica é essencialmente composta de carbono capturado da
atmosfera pelas plantas durante o seu crescimento, por meio da fotossintese, convertendo a
radiacdo solar em energia quimica armazenada como acUcares (p. ex.. amido, sacarose,
glicose) e lignocelulose (CGEE, 2017).

Os produtos quimicos provenientes de fontes renovaveis representam apenas uma
pequena fracdo da producdo da industria quimica, principalmente devido aos custos dos
processos de producdo (FIORENTINO et al.,, 2017). Estima-se que a participacdo dos
produtos quimicos provenientes de fontes renovaveis cresca globalmente e que em 2050,
pelo menos 30% dos produtos quimicos serdo derivados de biomassa renovavel,
substituindo assim uma quantidade consideravel de recursos fésseis (SANDERS et al.,
2012; FIORENTINO et al., 2017).

Da mesma forma, de acordo com a International Energy Agency (IEA) atualmente a
bioenergia (proveniente de biomassa) é responsavel por 10% do fornecimento global de
energia priméaria. Com relagcdo aos biocombustiveis (p. ex. bioetanol e biodiesel), espera-se

que sua utilizagdo como combustiveis de transporte cresca de 2% da participacdo de
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mercado atual para até 27% em 2050 (FIORENTINO et al., 2017).

A busca por alternativas sustentaveis em relagdo ao petroleo tem como foco a
utilizacdo de biomassa lignoceluldsica ndo alimentar (residuos agricolas, de madeira, ou
fracdo organica de residuos sdlidos municipais) para a producdo de combustiveis liquidos,
produtos quimicos e biomateriais diversos através do desenvolvimento de biorrefinarias
(JORGENSEN & PINELO, 2017). No cenério atual, atencdo significativa tem sido dada as
matérias-primas derivadas da agricultura. A qualidade e o custo das fontes de biomassa
lignocelulésica podem variar amplamente, dependendo dos padrbes climaticos, praticas
agrondmicas, métodos de colheita e locais geograficos (CGEE, 2017).

No Brasil, a agroindlstria da cana-de-agUcar é a principal fonte de biomassa
lignocelulésica para uso em biorrefinarias. A cana-de-acucar (complexo Saccharum) é uma
espécie perene com talos altos, rica em agucares e que cresce em regides tropicais e
subtropicais. As hastes colhidas (parte aérea) possuem aproximadamente 70% de agua e a
matéria seca € composta basicamente por sacarose e lignocelulose. A cana-de-agucar €
plantada uma vez e colhida repetidamente apos 12 a 18 meses de crescimento por 5 a 6 anos.
Aproximadamente um terco da energia total da biomassa da parte aérea é referente a fracéo
de agUcares presente no caule (sacarose), enquanto outro terco da energia total esta presente
no bagaco, e o Ultimo terco corresponde a palha deixada no campo apos a colheita mecénica.
As duas ultimas fracfes sdo essencialmente materiais lignocelulésicos (CGEE, 2017).

De modo geral sdo reconhecidas duas rotas principais para conversdao dos
componentes da biomassa em compostos quimicos e biocombustiveis: rotas bioguimica e
termoquimica (CGEE, 2010). A rota bioquimica tem recebido maior destaque nos ultimos
anos, o que e exemplificado pela entrada em operacéo das primeiras biorrefinarias baseadas
na conversao bioquimica de biomassa lignoceluldsica em bioetanol em diferentes paises e
também no Brasil. Como exemplos, podem ser citadas as empresas Abengoa, POET-DSM,
Dupont, DONG Energy, Beta Renewables, Ineos Bio, LONGLIVE, Clariant, Axens,
GranBio e Raizen (SILVA & FERREIRA FILHO, 2017; NOVY et al., 2019).

No entanto, conforme relatado nos trabalhos de Jong et al. (2012) e de Jargensen &
Pinelo (2017), a situacdo ideal seria que as biorefinarias produtoras de bioetanol
diversificassem ainda mais os seus produtos. De acordo com os autores, a producdo de
produtos quimicos de maior valor agregado juntamente com o bioetanol tem atraido muita
atencdo de modo a tornar a biorrefinaria de lignocelulose competitiva em comparagdo aos
processos que utilizam recursos fosseis ou que utilizam sacarose (agUcares de primeira

geracgdo) e outros agUcares derivados de culturas amilaceas.
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2.2. ESTRUTURA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelulésica consiste principalmente de celulose, hemicelulose,
lignina e pequenas quantidades de pectina, proteinas e extrativos (JORGENSEN et al.,
2007). A composicdo é dependente da origem boténica, das partes da planta, da idade e das
condicdes de crescimento. As diferencas sdo evidentes entre diferentes tipos de madeira
(gimnospermas, angiospermas) ou gramineas (Poaceae) e tais diferencas estdo relacionadas
principalmente a estrutura e a composicao das hemiceluloses e da lignina (JORGENSEN &
PINELO, 2017). A Figura 3 representa um esquema da parede celular vegetal, com énfase
na estrutura de uma microfibrila composta por varias moléculas de celulose depositadas uma
sobre as outras, mostrando as unidades de glicose ligadas entre si por ligac6es do tipo beta-
1,4, além de uma das moléculas de hemicelulose comumente encontradas na parede celular
da cana-de-agucar (o glucoarabinoxilano) (BUCKERIDGE et al., 2014).
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Figura 3. Representagdo esquemdtica da parede celular vegetal, mostrando seus principais
constituintes. A figura ilustra a célula vegetal em corte transversal sendo possivel evidenciar o
nacleo e vacuolo. Na parede celular vegetal é possivel observar a estrutura de uma microfibrila de
celulose composta por varias moléculas de celulose. Uma das moléculas de celulose se apresenta
aumentada e prolongada, mostrando as unidades de glicose ligadas entre si por ligag6es do tipo beta-
1,4. Uma das moléculas componentes da hemicelulose (glucuronoarabinoxilano) também é mostrada
em detalhe na parte superior da figura. Fonte;: BUCKERIDGE et al. (2014).

A celulose é o principal polissacarideo da parede celular vegetal. E formada por
moléculas de glicose ligadas por ligagdes p-1,4-glicosidicas. A unidade estrutural minima da
celulose é denominada celobiose, enquanto a glicose representa a unidade fundamental das
cadeias do polimero (HORN et al., 2012). E formada por ligacdes de hidrogénio inter e
intracadeias, altamente coesivas e possui uma estrutura rigida (VOET et al., 1999). Essas

caracteristicas fazem com que seja inacessivel as enzimas celuloliticas.
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As hemiceluloses apresentam heterogeneidade e sdo formadas por polissacarideos
ramificados formados principalmente por pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose,
manose, ramnose e galactose) e &cidos urdnicos (RAMOS, 2003). Geralmente é formada por
2 a 6 diferentes mondmeros, estes unidos, na maioria das vezes, por ligagdes do tipo p-1,4,
podendo também ocorrer ligagdes B-1,3 glicosidicas (RODRIGUES et al., 2013). A natureza
quimica da hemicelulose varia entre os tecidos vegetais, estagio de desenvolvimento e entre
espécies vegetais. Geralmente sdo classificadas conforme o aglcar majoritario na cadeia
principal e nas ramificagdes. Por exemplo, os quatro principais tipos de hemicelulose séo as
xilanas, xiloglicanas, glicanas, e mananas, como as glicomananas, galactomananas e
galactoglicomananas (RODRIGUES et al., 2013).

A estrutura quimica da lignina é complexa e é baseada nos trés precursores
monoméricos, cujas proporcdes podem variar dependendo da espécie de planta: p-
hidroxibenzil (derivado do alcool p-coumarilico), guaiacila (derivado de alcool coniferilico)
e siringuila (derivado de alcool sinapilico) (RODRIGUES et al., 2013). Os residuos séo
unidos por diferentes tipos de ligacdes, como éster, éter, C-C, sendo mais abundante a
ligagdo do tipo B-O-4, que corresponde a 45-60% das ligacdes (RODRIGUES et al., 2013).

A lignina atua como material adesivo e enrijecedor impedindo a degradacéo
enzimatica da parede celular (FELDMAN, 1985). As ligacdes covalentes entre o0s
polissacarideos da parede celular ocorrem quase em sua totalidade entre lignina e
hemicelulose, porém ha indicios de que, em menor grau, existam ligaces covalentes entre
lignina e celulose (FELDMAN, 1985). Neste contexto, a cristalinidade da celulose, a
protecdo da hemicelulose e o suporte da lignina proporcionam baixa acessibilidade e

contribuem para a resisténcia da biomassa a hidrolise enzimatica (MOSIER et al., 2005).

2.3. DESCONSTRUCAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA
2.3.1. Pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos

Devido a natureza recalcitrante dos componentes da lignocelulose, em especial da
celulose, é necessaria uma etapa de pré-tratamento para melhorar a eficiéncia da hidrélise
enzimatica (HIMMEL et al., 2007). Diferentes processos de pré-tratamento sdo conhecidos e
um aspecto comum a todos € que eles reorganizam e removem partes dos componentes da
parede celular vegetal (Figura 4), tornando a biomassa mais acessivel para a degradacao
enzimatica por celulases e outras enzimas (YANG & WYMAN, 2008; ZHANG, 2008).

Diversos pré-tratamentos vém sendo estudados para viabilizar a utilizagdo da biomassa
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lignocelul6sica para diferentes finalidades (ZHANG, 2008).

Os principais tipos de pré-tratamento sdo: fisicos (fragmentacdo ou moagem do
material); fisico-quimicos (explosdo a vapor, com ou sem catalisador, autohidrélise e
organosolv); quimicos (hidrolise &cida; ozonodlise ou deslignificagdo oxidativa) e biolgicos
(microbianos ou enziméticos) (CGEE, 2010).
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Figura 4. Esquema do efeito do pré-tratamento em materiais lignocelulésicos. Fonte: LEE et al.
(2014).

As técnicas de pre-tratamento envolvem um sinergismo entre a acdo do calor, do pH
do meio e do tempo de exposi¢do da matriz nas condi¢bes do processo, levando a diminuicéo
da cristalinidade da molécula da celulose. Dada a heterogeneidade dos materiais
lignoceluldsicos, ndo se pode eleger um unico processo de pré-tratamento como sendo o
melhor. A escolha dependerd, basicamente, da natureza do material a ser tratado, bem como
da finalidade do uso do hidrolisado (CGEE, 2010).

A eficiéncia dos pré-tratamentos € analisada principalmente a partir dos dados de
rendimento de acgUcares apoOs a hidrélise enzimatica. A hidrolise enziméatica dos materiais
lignoceluldsicos é limitada por fatores como a cristalinidade da celulose, a umidade e a area
superficial (porosidade do material) (CHANG & HOLTZAPPLE, 2000). Estudos apontam
como causas de resisténcia dos materiais lignoceluldsicos a hidrélise enzimatica a baixa
acessibilidade das enzimas as fibras celulosicas, a presenca de hemicelulose e,
principalmente, de lignina, na superficie da celulose, que impedem a acdo das celulases
(ZHANG, 2008). A Tabela 1 resume as vantagens e desvantagens de algumas técnicas de pré-

tratamento avaliadas para materiais lignoceluldsicos.
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Tabela 1. Sumério das vantagens e desvantagens de diferentes métodos de pré-tratamento de
materiais lignoceluldsicos (Fonte: WYMAN et al., 2005).

Pré-tratamento Métodos Vantagens Desvantagens
Fisico Moagem ou vibragdo | Reducdo da cristalinidade | N&o retira lignina
Ndo ¢é suficiente para
Diminuicdo do tamanho | aumentar a taxa de converséo
da  particula  (maior | de agUlcar
acessibilidade)
Fisico-quimico Hidrotérmico (ou | Ndo wutiliza  reagentes | Alto gasto energético
autohidrolise) quimicos
Fracionamento Processo organosolv | Aumento da | Alto custo dos solventes
por solvente digestibilidade da | orgénicos, bem como da sua
biomassa celul6sica; | recuperacdo
Solubiliza  lignina e
hemicelulose
Quimico Explosdo a vapor | Altos rendimentos de | Formacdo de produtos de
(com / sem adicdo de | glicose e acucares de | degradacao;
acido como | hemicelulose Necessita de uma etapa
catalisador) adicional para a remocédo da
lignina
Pré-tratamento Uso de fungos ou | Remove quantidade | Maior tempo de residéncia;
bioldgico bactérias consideravel de lignina; Bactérias/fungos consomem
Pré-tratamento brando | um pouco do carboidrato
(6timo para materiais com | disponivel - menor
alto contetido de | rendimento de agUlcar
carboidratos)

Outro fator importante no pré-tratamento € que a etapa de pré-processamento da
biomassa seja de baixo custo, evitando o elevado consumo de reagentes quimicos, o alto gasto
energético e a intensa degradacdo dos materiais lignoceluldsicos. A seguir sdo detalhados os
pré-tratamentos hidrotérmico (autohidrdlise) e organosolv, os quais foram utilizados no
presente trabalho.

O pré-tratamento hidrotérmico tem chamado atencdo por ndo fazer uso de reagentes
quimicos, que é interessante do ponto de vista ambiental e econdmico, ndo havendo a
necessidade de trabalhar com reatores altamente resistentes a corrosao e por hidrolisar grande
parte da fracdo hemiceluldsica (SANTOS et al., 2014). Esse tratamento € indicado ao setor de
biorrefinaria, pois é capaz de reduzir o tamanho das particulas lignoceluldsicas, maximizar a
recuperacdo de celulose e obter um substrato susceptivel a hidrélise enzimatica. Varios
estudos foram realizados utilizando esse método de pré-tratamento em diferentes biomassas,
tais como a palha de trigo, palha de milho e bagagco de cana-de-aglcar. Entretanto, o gasto
energético para atingir e manter a temperatura durante o tempo reacional foi a principal
desvantagem (SANTOS et al., 2014; SILVA, 2018).
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Nas ultimas décadas houve um grande interesse na investigacdo do uso de &agua
quente, sob elevada pressdo, em processos de conversdo de biomassa com o interesse de
melhorar a hidrolise enzimatica. Esse método é promissor, dentre os diversos pré-tratamentos
de lignocelulose (YU et al., 2008). O processo hidrotérmico, ou autohidrolise, utiliza somente
agua como insumo para conseguir o fracionamento parcial da biomassa por meio da aplicacéo
de temperatura e pressoes altas, ocasionando a quebra da hemicelulose presente na estrutura
lignocelulésica e promovendo uma desestruturacao da lignina, permitindo assim maior acesso
a celulose (RUIZ et al., 2013; SILVA, 2018; HU & RAGAUSKAS, 2012).

Além do tratamento hidrotérmico (autohidrélise), o outro método escolhido para uso
no presente trabalho foi o tratamento organosolv, que é capaz de extrair a lignina da matéria-
prima lignocelul6sica com solventes organicos (p. ex.: metanol, etanol, glicerol, etilenoglicol
e trietilenoglicol, acidos organicos, acetona, dioxano, fenol, entre outros). O principal alvo
desse tratamento € a remocdao da lignina para disponibilizar um residuo celulésico com maior
digestibilidade enzimatica (ZHAO & LIU, 2009). Sua vantagem & a possibilidade de, por
meio da modulacdo dos solventes e das condi¢es operacionais, conseguir um tratamento
mais seletivo para o fracionamento da biomassa nos seus componentes estruturais. Na
biorrefinaria, permite o uso de todos os componentes da biomassa lignocelulésica e é
considerado como uma das mais promissoras estratégias de pre-tratamento para a melhoria da
sacarificacdo enzimatica de lignocelulose (ZHAO et al., 2009).

O preé-tratamento organosolv elimina a lignina de materiais lignocelulésicos, mas a
maioria dos acgucares hemicelulésicos também ¢é solubilizada por esse processo (MESA et al.,
2011). Ele é capaz de produzir grande quantidade de uma lignina de alta qualidade
relativamente pura, principalmente inalterada, e menos condensada que as ligninas Kraft
(MESA et al., 2011).

No entanto, existem desvantagens inerentes ao pré-tratamento organosolv, pois 0s
solidos pré-tratados precisam ser lavados com uma mistura de agua e solvente (uma vez que a
lignina é insolivel em agua), a fim de evitar a reprecipitacdo de lignina dissolvida; isso causa
0 aumento do consumo de energia (ZHAO et al., 2009). Ademais, 0 pré-tratamento
organosolv deve ser realizado sob controle extremamente rigoroso e eficiente devido a
volatilidade dos solventes. Nenhum vazamento do digestor pode ser tolerado por causa do
perigo inerente de incéndio e explosdo (AZ1Z & SARKANEN, 1989).
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2.3.2. Principais enzimas e seu modo de acdo na desconstrucdo de biomassa
lignocelulésica

Dependendo dos tipos de biomassa e métodos de pré-tratamento, a composicdo do
material pré-tratado e suas propriedades quimicas e fisicas variam significativamente (KIM et
al., 2015). Nesse aspecto, misturas enzimaticas especificas para a biomassa alvo
(customizadas) tém sido empregadas para a hidrélise eficiente da biomassa e essa estratégia
tem sido utilizada por diferentes biorrefinarias de lignocelulose (ROSGAARD et al., 2007;
JORGENSEN & PINELO, 2017; NOVY et al., 2019)

As enzimas envolvidas na desconstrucdo de polissacarideos e lignina sao classificadas
em diferentes familias: glicosil hidrolases (GH), que sdo enzimas que clivam as ligacGes
glicosidicas por meio de hidrolise; polissacarideo liases (PL), enzimas que clivam ligacdes
glicosidicas por meio de reacdes de B-eliminacédo; carboidrato esterases (CE) relacionadas as
enzimas que degradam ligacGes éster envolvendo carboidratos; oxidases da lignina, entre
outras, baseadas na comparacdo de sequéncias de aminoacidos, estrutura tridimensional e
mecanismos cataliticos, conforme a base de dados Carbohydrate Active Enzymes (CAZy)
(CANTAREL et al., 2009; LOMBARD et al., 2014).

E amplamente reconhecido que sdo necessarios trés tipos de glicosil hidrolases para a
hidrolise da celulose: endoglicanases (EG), celobiohidrolases (CBH) e B-glicosidases (BG)
(SWEENEY & XU, 2012). Por atuarem de forma diferente sobre a estrutura da celulose,
observa-se um efeito sinérgico entre elas. Tambem é atualmente conhecido que a degradacao
da celulose ndo envolve somente um processo hidrolitico; diversos microrganismos,
especialmente fungos e bactérias, produzem enzimas oxidativas, tais como 0S mono-
oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs), as quais clivam a celulose por um mecanismo
oxidativo (dependente de elétrons), conforme seréd detalhado adiante nessa reviséo.

A bioconversdo da celulose a acUcares soliveis geralmente é catalisada por uma
mistura multi enzimatica (coquetel), envolvendo a acdo sinérgica de enzimas como celulases e
B-glicosidases (DELABONA et al., 2012). A degradacdo ocorre com uma a¢do sequencial e
cooperativa entre essas enzimas na qual o produto de uma se torna o substrato da seguinte
(HORN et al., 2012; SWEENEY & XU, 2012; KUBICEK & KUBICEK, 2016), conforme
ilustrado na Figura 5, a qual também ilustra o papel das LPMOs na clivagem da celulose, bem

como das expansinas, detalhadas mais adiante nessa revisao.
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Figura 5. Principais enzimas que atuam na clivagem da celulose. EG: Endoglicanases agindo de
forma aleatdria na regido amorfa da celulose, liberando terminais redutores e ndo redutores para o
processamento das exoglucanases. CBM: Mdédulo de ligacdo a carboidrato, o qual reconhece e
promove a ligagdo das CBHs ao substrato. CBH1: Exoglicanase atuando na extremidade redutora da
celulose. CBH2: Exoglicanase atuando na extremidade ndo-redutora, ambas liberando celobiose. -
glicosidase: enzima que converte a celobiose em mondémeros de glicose. LPMO: Mono-oxigenase
litica de polissacarideo promovendo a oxidacdo da porcdo cristalina da celulose no carbono C1 e C4,
respectivamente, liberando terminais redutores e ndo redutores para posterior atuacdo das
exoglicanases. Expansinas: Rompem as ligacGes de hidrogénio entre os polissacarideos da parede
celular sem atividade hidrolitica, afrouxando-a. Fonte: HORN et al. (2012).

As endoglicanases (EGs) sdo responsaveis por reduzir o grau de polimerizacdo da
celulose gerando novas extremidades redutoras e ndo redutoras suscetiveis a posterior acdo
das exoglucanases (CBH). A atuacdo conjunta das endo e exoglucanases € a primeira forma
de sinergia existente no processo de hidrolise da celulose. As B-glicosidades tém como papel
completar a degradacdo da molécula de celulose a glicose, promovendo a conversdo da
celobiose e de oligossacarideos soliveis em agua. A maioria das celulases (CBH e EG) possui
uma estrutura de dois dominios que consiste em um maédulo de ligacdo a carboidrato (CBM)
ndo catalitico e um dominio catalitico. A adsorcdo e a orienta¢do correta das celulases na
superficie da celulose sdo mediadas pelo modulo CBM (PAYNE et al., 2015).

De modo semelhante a degradacdo da celulose, a despolimerizacdo da hemicelulose
também requer a acdo sinérgica de diferentes enzimas. As hemicelulases representam um
grande numero de atividades enziméticas diferentes (xilanases, mananases,
arabinofuranosidases, etc.) (SHALLOM & SHOHAM, 2003). Por exemplo, para a completa
degradacdo de xilana é necesséria a atuagdo de endo-1,4-B-xilanase e também a-
glucuronidase, o-L-arabinofuranosidase, acetil-xilana-esterase e [-xilosidase. Para a
degradacdo de galactoglicomanana sdo requeridas endo-1,4-B-glicanases, endo-1,4-B-
mananases, o-galactosidases, acetil-manana-esterases, p-manosidases e [-glicosidases
(YANG et al., 2011; VARNAI et al., 2014).

As enzimas que atuam nas ligacGes entre carboidratos e lignina também séo
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importantes para desconstrugdo da biomassa, como as feruloil esterases (FAES) (ou esterases
do &cido fertlico) (VARNAI et al., 2014). As feruloil esterases catalisam a hidrolise de
ligacGes do tipo éster entre o acido ferulico (ou hidroxicindmico) e polissacarideos da parede
celular. Portanto, elas auxiliam as enzimas xilanoliticas e pectinoliticas a ter acesso ao seu
local de acdo durante a conversao da biomassa (DILOKPIMOL et al., 2016).

A seguir sdo apresentados de forma sucinta os modos de atuacdo de celulases,
hemicelulases, pectinases, mono-oxigenases liticas de polissacarideos, expansinas e

expansinas-like.

2.3.2.1. Celulases

As celulases sdo enzimas pertencentes a familia glicosil hidrolase (GH) e agem de
forma sinérgica na despolimerizacdo da celulose. A Figura 6 mostra um esquema da atuagéo
das principais hidrolases envolvidas na degradacdo da estrutura da celulose (FARINAS,
2011). A seguir € apresentado o modo de acdo dessas hidrolases (endoglicanase, exoglicanase

e B-glicosidase).
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Figura 6. Sinergismo entre endoglicanases, exoglicanases e celobiases na despolimerizacdo da
estrutura da celulose. Fonte: FARINAS (2011).

a) As endoglicanases clivam ligacbes [-1,4-glicosidicas internas da estrutura da
celulose, principalmente em regides amorfas, liberando fragmentos (oligossacarideos com

diferentes nimeros de glicose) que serdo degradados pelas exoglicanases (OGEDA & PETRI,
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2010; RODRIGUES et al., 2013).

b) As exoglicanases, tais como as celobiohidrolases, hidrolisam as ligagbes f-1,4-
glicosidicas terminais das regifes cristalinas da celulose liberando dissacarideos (celobioses)
e mondmeros de glicose soluveis. Atuam nas extremidades redutoras e ndo redutoras das
cadeias de celulose de maneira processual e continuam a hidrolisar a mesma durante varios
ciclos (RODRIGUES et al., 2013).

c) As p-glicosidases (ou celobiases) hidrolisam a celobiose liberada pelas
endoglicanases e exoglicanases, promovendo a conversdo da celobiose em glicose. Tambem

podem catalisar a hidrolise de oligossacarideos em glicose (RODRIGUES et al., 2013).

2.3.2.2. Hemicelulases

Alguns tipos de hemiceluloses possuem a xilana como principal polissacarideo, entre
outros polimeros heterogéneos (SUBRAMANIYAN & PREMA, 2002). As pentoses (xilose e
arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose) sdo 0s principais componentes das
hemiceluloses (Figura 7) e sua composicdo é variavel dependendo da origem do material
vegetal (BRANDT et al., 2013).
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Figura 7. Principais aclcares componentes da estrutura heterogénea das hemiceluloses. Fonte:
BRANDT et al. (2013).

A estrutura da hemicelulose é complexa, com diferentes tipos de acUcares, ligacGes
glicosidicas e substituintes laterais, 0 que requer a acao coordenada de diversas enzimas para
sua degradacdo, incluindo endo-1,4-B-D-xilanases, B-D-xilosidases, a-arabinofuranosidases,
a-glucuronidases, acetil-xilana-esterase e feruloil-esterases (DODD & CANN, 2009).

As mananases sdo carboidrases responsaveis por degradar cadeias de mananas da
hemicelulose. Elas hidrolisam a ligacdo B-1,4 da cadeia principal dos polissacarideos de B-D-
manose (mananas). A hidrélise da cadeia principal fica a cargo das endo-mananases, que
liberam oligbmeros que sdo substratos para as B-manosidases (MOREIRA & FERREIRA

FILHO, 2008). Enzimas adicionais como a B-glicosidase e a-galactosidase séo requeridas
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para remover agucares das cadeias ramificadas que constituem os galactoglicomananos e 0s
arabinogalactanos.

As a-L-arabinofuranosidases catalisam a hidrolise das ligagdes o-2, 3 e 5 de o-L-
arabinofuranosil terminal ndo redutor e atuam em oligdmeros e polimeros. J& as o-D-
glucuronidases sdo enzimas que hidrolisam as ligagdes a-1,2 entre os residuos do &cido 4-O-
metil-D-glucurdnico e as unidades de B-D-xilopiranosil existentes nos glucuroxilanos.
Esterases tais como a acetil-xilano-esterase fazem parte de um complexo de enzimas que
hidrolisam a ligagao ester das hemiceluloses (SHALLOM & SHOHAM, 2003).

2.3.2.3. Pectinases

As pectinases constituem um grupo de enzimas que catalisam a degradacdo das
substancias pécticas presentes no material vegetal, por meio de rea¢es de despolimerizagédo
(hidrolases e liases) e desesterificacdo (esterases) (KASHYAP et al., 2001; JAYANI et al.,
2005). A denominagéo enzimas pectinoliticas usualmente refere-se a enzimas que catalisam a
degradacédo das moléculas constituidas por unidades de acidos galacturonicos.

A pectina € um heteropolissacarideo com &cido galacturdnico e metanol como
componentes principais. O polissacarideo péectico consiste em um conjunto de polimeros, tais
como o acido poligalacturénico, arabana e galactana. Além do acido D-galacturdnico,
acucares tais como ramnose, arabinose, galactose, xilose e frutose também estdo presentes
(JAYANI et al., 2005).

As pectinases podem ser classificadas em trés tipos com base em seu modo de acao:
pectina esterase, hidrolases e liases. A pectina esterase catalisa a desesterificacdo do grupo
metoxila da pectina, formando &cido péctico. Hidrolases (poligalacturonases e
polimetilgalacturonases) catalisam a clivagem hidrolitica da ligacao a-1,4-glicosidica do acido
péctico e da pectina, respectivamente; enquanto as liases (poligalacturonato liase e
polimetilgalacturonato liase) catalisam a clivagem do a-1,4-glicosideo em &cido péctico e
pectina, respectivamente por reacdo de eliminacdo trans e formacdo de galacturonatos

insaturados e metil galacturonatos, respectivamente (SILVA et al., 1997; GARG et al., 2016).

2.3.2.4. Mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs)

O conceito de que a degradacdo de polissacarideos € um processo hidrolitico foi
revolucionado nos dltimos anos devido a descoberta em fungos das mono-oxigenases liticas
de polissacarideos (LPMOs) (KUBICEK & KUBICEK, 2016). Estas oxidases realizam

clivagem oxidativa de celulose, hemicelulose, amido e quitina (HORN et al., 2012; AGGER
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et al., 2014; BEESON et al., 2015; LEGGIO et al., 2015). Atualmente, a degradacdo desses
polissacarideos é considerada um processo hidrolitico e oxidativo.

As LPMOs auxiliam na reducdo da recalcitrancia dos polissacarideos (HORN et al.,
2012) e permitem maior eficiéncia na degradacdo destes durante a sacarificacdo enzimatica
(PIERCE et al., 2017). O mecanismo de agcdo das LPMOs envolve clivagens oxidativas
dependentes de doadores de elétrons (doadores enzimaticos ou ndo enzimaticos, sendo que
componentes da propria lignina podem atuar como doadores de elétrons) (HU et al., 2015;
FROMMHAGEN et al, 2016), de oxigénio molecular e/ou peroxido de hidrogénio
(BISSARO et al., 2017) e de ions cupricos (FRANDSEN & LO LEGGIO, 2016).

De acordo com a base de dados CAZy (Carbohydrate Active Enzymes Database)
(LOMBARD et al., 2014), as LPMOs séo classificadas em diferentes familias. Por exemplo,
a familia AA9 (Auxiliary Activity 9) inclui LPMOs exclusivamente de fungos com acdo
oxidativa sobre a celulose. A familia AA10 inclui LPMOs principalmente de origem
bacteriana, as quais podem clivar celulose ou quitina. J& a familia AA11 inclui LPMOs de
origem fungica com agéo sobre quitina, enquanto a familia AA13 inclui LPMOs de fungos
capazes de clivar amido de forma oxidativa (LO LEGGIO et al., 2015).

As LPMOs apresentam efeito sinérgico as hidrolases durante a hidrélise de
substratos celuldsicos, hemicelulosicos e amilaceos (AGGER et al., 2014; LO LEGGIO et
al., 2015). De fato, alguns coquetéis enzimaticos comerciais possuem LPMOs da familia
AA9 em sua composicdo (KUBICEK & KUBICEK, 2016).

Apesar da aplicacdo biotecnologica, somente um pequeno numero de LPMOs
(bacterianas e fungicas) tem sido caracterizado (HEMSWORTH et al., 2015). Neste aspecto,
0 estudo de novas LPMOs microbianas, sejam elas provenientes de bancos de dados, de
espécies microbianas cultivaveis ou de microrganismos ndo cultivaveis (abordagem
metagenémica), pode permitir o desenvolvimento de misturas enzimaticas mais eficientes
para hidrélise de determinada biomassa de interesse. Paralelamente, sua utilizacdo como
aditivo durante a sacarificacdo de biomassa permite uma diminuicdo da quantidade de
enzimas hidroliticas necessarias para sacarificacdo, reduzindo os custos do processo de
desconstrucdo de biomassa (MERINO & CHERRY, 2007; KUBICEK & KUBICEK, 2016).

As aplicacdes biotecnologicas das LPMOs véao além das biorrefinarias, pois tém
potencial para serem utilizadas na industria de racOes, papel, téxtil, na producdo de

nanofibras de celulose, na industria de alimentos funcionais, entre outros bioprodutos.
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2.3.2.5. Expansinas e expansinas-like

Entre as proteinas que auxiliam a desconstrucéo de polissacarideos constituintes da
biomassa lignoceluldsica, as expansinas e as expansinas-like tém recebido atencdo especial.
As expansinas sdo proteinas ndo hidroliticas encontradas na parede celular das plantas e
também ocorrem em outros organismos, como bactérias, fungos, nematdides, amebas,
moluscos e virus, sendo denominadas expansinas-like (FAVARO & POLETTO, 2013;
COSGROVE, 2017). Nas plantas, as expansinas estdo envolvidas em diferentes respostas
fisiologicas e ambientais, como crescimento de folhas e caule, abertura e fechamento de
estdmatos, reproducdo, amadurecimento e tolerancia a estresses (SANTIAGO et al., 2018).
Elas rompem as ligacbes ndo covalentes entre as microfibrilas de celulose e os demais
polimeros da matriz por um mecanismo ndo enzimatico, levando ao afrouxamento e
extensdo da parede celular (SAMPEDRO & COSGROVE, 2005). Devido as suas
caracateristicas, elas tém sido estudadas para diferentes aplicacOes, tais como na
desconstrucdo de biomassas lignocelulosicas, e em outras aplicagdes que demandam
alteracdes nas propriedades quimicas e fisicas da celulose.

As expansinas contém de 250 a 275 aminoacidos e possuem dois dominios
antecedidos por um peptideo sinal (Figura 8). O dominio 1 tem homologia distante com
proteinas da familia glicosil hidrolase 45 (GH45). Ele ¢ localizado na regido N-terminal da
proteina e possui estrutura do tipo double-psi beta-barrel (DPBB). Esse dominio é acoplado
a um dominio C-terminal (dominio 2) (Figura 8) homologo aos alérgenos de polen de
gramineas do grupo 2, que sdo de funcdo bioldgica desconhecida (YENNAWAR et al.,
2006; CROSGROVE, 2005).

a)

Figura 8. Estrutura de proteinas homdlogas aos dois dominios das expansinas de plantas. (a) Dominio
de Expansina 1 (a figura mostra o dominio catalitico de uma endoglicanase da familia GH45 do fungo
filamentoso ascomiceto Humicola insolens; com o dominio double-psi beta-barrel - DPBB; os
residuos de aminoAcidos que sdo conservados em expansinas estdo indicados no codigo de
aminoacidos (letras). (b) Dominio de Expansina 2 (a figura mostra uma proteina G2A de Phleum
pratense, a qual é um tipo de alérgeno de polen de gramineas do grupo 2). Fonte: SAMPEDRO &
COSGROVE (2005).
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As expansinas fazem parte de uma superfamilia dividida em quatro subfamilias: a-
expansinas (EXPA), p-expansinas (EXPB), expansinas-like A (EXLA) e expansinas-like B
(EXLB). As o-expansinas e B-expansinas sdo conhecidas por afrouxarem a estrutura da
parede celular e por estarem envolvidas em outros eventos do desenvolvimento da planta
(SAMPEDRO & COSGROVE, 2005; COSGROVE, 2017). A expressao das expansinas é
diferencialmente regulada nas fases de desenvolvimento da planta por horménios e também
por fatores ambientais (CHO & COSGROVE, 2002; SANTIAGO et al., 2018).

O modelo de afrouxamento da parede celular pelas expansinas é exemplificado na
Figura 9. Considera-se que a proteina tenha capacidade de perturbar as liga¢cdes de hidrogénio
entre as microfibrilas de celulose. O estresse resultante da acdo da expansina resulta no
deslocamento dos polimeros da parede e no deslizamento nos pontos de aderéncia
(CROSGROVE, 2000).
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Figura 9. Esquema de afrouxamento da parede celular vegetal pela acdo de expansinas (estrutura em
cor azul nas figuras a, b e ¢). As microfibrilas de celulose sdo conectadas umas as outras por glicanos
(fitas amarelas e vermelhas) que podem aderir na superficie da microfibrila e entre si. A hipétese é tal
que a expansina (azul) pode perturbar a ligacdo dos glicanos a superficie da microfibrila (a) ou entre si
(b). Sob o estresse mecanico resultante do turgor, a acdo da expansina resulta em um deslocamento
dos polimeros da parede (c) e desliza nos pontos de adesdo do polimero (comparacgdo entre a e ¢).
Fonte: COSGROVE (2000).
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Uma das principais barreiras encontradas pelas enzimas celuloliticas € o acesso
limitado as moléculas de celulose que permanecem na porc¢do interior das microfibrilas
(ARANTES & SADDLER, 2010). Nesse aspecto, tem sido proposto que o afrouxamento de
microfibrilas de celulose pela acdo de proteinas ndo hidroliticas, tais como as expansinas,
pode facilitar o acesso das enzimas as fibras, aumentando a area disponivel e tornando a
sacarificacdo enzimatica mais eficiente (BAKER et al., 2000).

Apesar de alguns esfor¢os para caracterizacdo bioquimica de expansinas de plantas, o
namero de expansinas-like microbianas caracterizadas e descritas como envolvidas no
afrouxamento de celulose é maior do que as de origem vegetal (MARTINEZ-ANAYA, 2016).

Algumas expansinas de plantas que aumentam a eficiéncia da hidrélise de celulose sdo
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provenientes de pepino (Ex29 / Ex30), de milho (EXPBL1) e de tomate (LeEXP2) (BAKER et
al., 2000; LIU et al., 2014).

A escassez de estudos funcionais sobre expansinas de plantas se deve em parte a
dificuldade de extracdo dessas proteinas a partir de tecidos vegetais e também a dificuldade de
produzi-las em hospedeiros heter6logos na sua forma funcional e em quantidade suficiente
para caracterizagdo bioquimica e outras aplica¢des (LIU et al., 2015; COSGROVE, 2017).

Entre as poucas expansinas-like de origem microbiana caracterizadas até o momento,
as mais estudadas sdo BSEXLX1 da bactéria Bacillus subtilis e swollenin (SWO) do fungo
Trichoderma reesei, conforme as revisdes de MARTINEZ-ANAYA (2016), de COSGROVE
(2017) e de GEORGELIS et al. (2015). De fato, o foco da maioria dos estudos sobre
expansinas de plantas e expansinas-like microbianas tem sido voltado para seu uso como um
aditivo na sacarificacdo enzimatica da celulose. Entretanto, essas proteinas tém potencial para
uso em diferentes processos onde o afrouxamento de microfibrilas de celulose ou modificacdes
das propriedades fisicas e quimicas da celulose sejam necessérias: i) Industria de papel: para
obtencédo de polpa de celulose (PERE et al., 2006); para reciclagem de papel (LIAN-CHAO &
COSGROVE, 2004); para modificar as fibras da polpa e aumentar a taxa de absorcdo de agua
de folhas de papel fabricadas com a polpa tratada com expansinas (MA & TAUSCHE, 2013);
il) Industria téxtil: para impregnacao de corantes nas fibras (COSGROVE; TAKEDA, 2007);
para fabricacdo, tratamento e acabamento de téxteis a base de celulose (BERENDES et al.,
2001); iii) Industria de alimentos e ragdes animais: tecnologia para aumentar o desempenho de
utilizacdo das fibras ou a fermentacdo ruminal (LI et al., 2019; ADESOGAN et al., 2019).

Assim, para explorar todo o potencial das expansinas e das expansinas-like em
biorrefinarias de lignocelulose, é fundamental que meios e métodos que viabilizem a producéao

recombinante dessas proteinas sejam desenvolvidos.

2.4. PRODUCAO RECOMBINANTE DE EXPANSINAS E DE EXPANSINAS-LIKE
POR Pichia pastoris

Com o avango da tecnologia do DNA recombinante, diferentes sistemas de expressao
tém sido estudados para producdo de proteinas recombinantes (GOMES et al., 2016). A
levedura metilotréfica Pichia pastoris, reclassificada como Komagataella phaffii
(KURTZMAN, 2009), tornou-se alvo de pesquisas e experimentos na biotecnologia,
especialmente para a producdo de proteinas heterdlogas. Ela é considerada um das poucas
espécies de leveduras capazes de utilizar o metanol como Unica fonte de carbono (CREGG et
al., 1989; GELLISSEN, 2000; MACAULEY-PATRICK et al., 2005).
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Esse sistema de expressdo tem sido utilizado com sucesso por mais de 20 anos para
producdo de proteinas recombinantes para varios usos, como producéo de enzimas industriais
e biofarmacos. As principais vantagens em se utilizar esta levedura no setor industrial se deve
a féacil manipulacdo, secrecdo de proteinas, disponibilidade de promotores regulados,
potencial de atingir altas densidades celulares em diferentes fontes de carbono, entre outras
(CANKORUR-CETINKAYA et al., 2018). Sendo um eucarioto, é capaz de realizar muitas
modificacbes pds-traducionais realizadas por células eucaridticas e as proteinas
recombinantes obtidas sofrem dobramento protéico, ligacdes dissulfeto e glicosilacdo
(CANKORUR-CETINKAYA et al., 2018).

O sucesso da producdo de proteinas recombinantes por P. pastoris depende de muitos
fatores, como a escolha do vetor de expressdo, da cepa de levedura, sinal de secrecdo,
otimizacédo de codons, a presenca de um tag (cauda) de afinidade, o processamento correto da
regido N-terminal, nimero de coOpias integradas e condicdes de crescimento. Por causa desses
fatores, cada proteina precisa de otimizacdo de suas proprias condicdes de expressao
(DAMASCENO et al., 2012; AHMAD et al., 2014).

A revisdo da literatura revelou que P. pastoris pode ser considerada um sistema
versatil de expressdo de expansinas-like de origem microbiana (WANG et al., 2014; TOVAR-
HERRERA et al., 2015; QUARANTIN et al., 2019), especialmente porque as proteinas foram
secretadas no meio extracelular, o que permitiu uma recuperacéo eficiente. Até o momento da
realizacdo deste trabalho, a Unica expansina de planta produzida por P. pastoris foi a a-
expansina de tomateiro LeEXP2 (MA et al., 2011; LIU et al., 2014); dessa forma é possivel
expressar novas expansinas de origem vegetal usando esse sistema. A Tabela 2 mostra alguns
exemplos de producdo recombinante de expansinas de plantas e de expansinas-like de

microrganismos por diferentes hospedeiros, incluindo P. pastoris.

Tabela 2. Producdo recombinante e caracterizacdo funcional de expansinas provenientes de
plantas” e de expansinas-like de fungos™ e de bactérias™ de diferentes espécies.

. Expans!na/ . Vetor de A

Origem Expansina- Hospedeiro ~ Referéncias
like expressdo

Cucumis sativus” CsEXPA1 Z. mays N&o inf. Sampedro et al., 2015
Lycopersicum esculentum” | LeEXP2 P. pastoris X-33 pPICZoA Liuetal., 2014
Oryza sativa” OsEXP E. coli BL21 pET28 Seki et al., 2015
Triticum aestivum” TaEXPA2 Arabidopsis Atexpa2 Ren et al., 2018
Zea mays” EXPB1 P. pastoris X-33 N&o inf. Yennawar et al., 2006
Penicillium oxalicum™ Poswol T. reesei Rut-C30 pAN7-1 Kang et al., 2013
Schizophylum commune™ | ScExIx1 P. pastoris X-33 pPICZaA Tovar-Herrera et al., 2015
Trichoderma harzianum™ | ThSWO E. coli Rosetta pPET28a Santos et al., 2017
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Trichoderma reesei™ TrSwol P. pastoris X-33 pPICZaA Wang et al., 2014
Bacillus subtilis™ BSEXLX1 E. coli pET2l1a Kim et al., 2009
Bacillus subtilis™ BSEXLX1 P. pastoris X-33 pPICZaA Wang et al., 2014
Clostridium clariflavum™ | CclEXL1 E. coli BL21 (DE3) | pET28a Artzi et al., 2016
Hahella chejuensis™ HCEXLX2 E. coli BL21 pET21a Lee et al., 2010

2.5. PRODUQAO ON-SITE DE ENZIMAS POR FUNGOS UTILIZANDO BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA PRE-TRATADA COMO FONTE DE NUTRIENTES

Embora o custo de producdo das enzimas seja um dos principais obstaculos para
desconstrucdo da lignocelulose, é bastante conhecido que ha outros desafios tecnolégicos da
aplicagdo de enzimas na sacarificagdo de biomassas. Conforme relatado por FLORENCIO et
al. (2017) o pré-tratamento é uma das etapas criticas da biorrefinaria de lignocelulose e a
escolha do tipo de tecnologia e condicGes de processo irdo impactar diretamente as etapas
subsequentes. Outro desafio € o processamento de altas cargas de solidos na etapa de hidrélise
enzimatica (KRISTENSEN et al., 2009), de modo a se obter a quantidade necessaria de
acucares fermentesciveis que viabilize o processo. Tambem ha o desafio de minimizar o
efeito dos chamados inibidores da atividade enzimatica (especialmente compostos fenolicos,
acidos organicos, entre outros) oriundos da lignina durante o preé-tratamento (CANTARELLA
et al., 2004). Somando-se a isso, hd o fenémeno conhecido como adsorc¢ao improdutiva das
celulases a lignina presente na biomassa pre-tratada (FLORENCIO et al., 2017) e a
consequente diminuicdo da conversdo de hidrdlise.

Com relacdo as enzimas, a maioria das preparacdes enzimaticas comerciais para
desconstrucdo de lignocelulose sdo produzidas por fungos. 1sso se deve em parte a prépria
estratégia de vida desses organismos, 0s quais possuem nutricdo heterotrofica: eles dependem
da secrecdo de enzimas que atuam na desconstrucdo de moléculas complexas em compostos
simples que sdo entdo utilizados como nutrientes (KUBICEK, 2012). O desenvolvimento de
novas linhagens fangicas (nativas ou recombinantes) produtoras de extratos enzimaticos
eficientes para hidrolise de biomassa € uma estratégia que tem alcancado maior importancia
(SORENSEN et al., 2011; ELLILA et al., 2017), especialmente no cenario atual, onde a
aplicacdo de enzimas desenvolvidas especificamente para determinada biomassa
(customizacdo) deixa de ser uma tendéncia e passa a ser uma necessidade das biorrefinarias.

A producdo de enzimas on-site, ou seja, utilizando as mesmas instalacdes da
biorrefinaria de lignocelulose, pode reduzir significativamente o custo das enzimas,
proporcionando uma alternativa promissora para o crescimento do setor (SORENSEN et al.,
2011; FLORENCIO et al, 2017). Estudos envolvendo analise técnico-econbmica
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compararam trés estratégias de producdo de celulases: off-site, on-site e integrada (na qual a
fonte de carbono é a propria biomassa lignoceluldésica) (JOHNSON, 2016). Verificou-se uma
significativa reducdo de custos com a mudanga do sistema off-site para on-site e integrado
(JOHNSON, 2016). Especialmente devido a possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo
custo provenientes da propria biorrefinaria (SORENSEN et al., 2011; ELLILA et al., 2017;
FLORENCIO et al.,, 2017), ou mesmo da propria biomassa pré-tratada como fonte de
nutrientes (JOHNSON, 2016; SILVA & FERREIRA FILHO, 2017; NOVY et al., 2019).

Alguns estudos mostram vantagens do uso de biomassa lignoceluldsica pré-tratada
como nutriente no meio de cultivo de fungos celuloliticos. Por exemplo, com relacdo ao
bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor, DELABONA et al. (2012) mostraram que
para algumas linhagens de Trichoderma, o uso do bagago pré-tratado no meio de cultivo
resultou na producdo superior de FPase, xilanase ¢ B-glicosidase comparado ao cultivo em
sacarose, glicerol e lactose. Em outro caso, 0 extrato enzimatico produzido por Penicillium
echinulatum 9A02S1 cultivado em bagaco explodido a vapor mostrou capacidade de hidrolise
semelhante ao extrato produzido com celulose, podendo a celulose ser entédo substituida pelo
bagaco pre-tratado como substrato de baixo custo (CAMASSOLA & DILLON, 2012).

CUNHA et al. (2017) investigaram a producdo de enzimas por A. niger Al2
comparando bagaco in natura e explodido a vapor no meio de cultivo, considerando dois
tipos de processo de producdo. Os autores verificaram que independentemente do tipo de
processo utilizado para o cultivo, a producdo de xilanases e endoglicanases foi
significativamente superior na presenca do bagaco pré-tratado em relacdo ao néo tratado.

A producéo de enzimas por diferentes fungos cultivados em biomassa pré-tratada foi
revisada por SILVA & FERREIRA FILHO (2017) e FLORENCIO et al. (2017). Estes autores
concluiram que, embora existam variacdes, de modo geral parece existir uma tendéncia de
que quando o cultivo é realizado com biomassa pré-tratada como fonte de carbono, o extrato
enzimatico secretado atua de modo mais eficiente na hidrélise da biomassa pré-tratada do que
quando o cultivo é realizado em outras fontes (lactose, soforose, galactose, sacarose, celulose,
entre outras), ou em biomassa in natura (ndo pré-tratada). Uma possivel explicacdo esta
relacionada as diferentes composi¢fes dos extratos enzimaticos induzidos pela biomassa
usada como substrato (CUNHA et al., 2017). Essa tendéncia foi observada por meio de
analise comparativa das proteinas secretadas de fungos cultivados em diferentes fontes de
carbono, utilizando técnicas de espectrometria de massas, conforme revisado por
FLORENCIO et al. (2017) e mais recentemente por NOVY et al. (2019), em sua ampla

revisdao com foco no fungo celulolitico industrial T. reesei.
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2.6. FUNGOS ENDOFITICOS
2.6.1. Caracteristicas gerais

Diferentes microrganismos procaridticos e eucaridticos vivem em associacdo com as
plantas e sdo parte integrante de seu microbioma. As plantas podem ser consideradas um
microecossistema complexo com diferentes nichos, tais como as superficies externas e
internas, nas quais podem coexistir fungos, bactérias, arquéias e virus (FAVARO, 2009).

Existem algumas definicdes de microrganismos endofiticos, mas em geral eles séo
definidos como aqueles que podem ou ndo crescer em meio de cultura e que habitam o
interior da planta sem causar prejuizos e sem produzir estruturas externas visiveis
(AZEVEDO & QUECINE, 2017). A distin¢do entre endéfitos, epifitos e patdgenos é didatica.
A relacdo endofito-planta é definida como um antagonismo balanceado que é regulado e
dependente das respostas de defesa da planta, da demanda por nutrientes do microrganismo, e
das condi¢cdes ambientais que permeiam a interacdo (SCHULZ & BOYLE, 2005).

O estudo de fungos endofiticos tem sido voltado especialmente para o conhecimento
da biodiversidade e também visando sua aplicacdo biotecnoldgica. O interior das plantas é
reconhecido como um nicho promissor para a descoberta de fungos com novas atividades
biologicas, com especial aplicacdo na area médica (metabdlitos com potencial farmacéutico)
e na agricultura (controle biolégico de pragas e fitopatdgenos; promocao de crescimento
vegetal) (STROBEL & DAISY, 2003; ARAUJO et al., 2014).

2.6.2. Bioprospeccéo de fungos endofiticos para producéo de enzimas industriais

Os fungos endofiticos oferecem perspectivas para descoberta de linhagens
produtoras de enzimas. Durante milhGes de anos de coevolugdo com as plantas, eles
desenvolveram uma gama de enzimas que permitem sua atuacdo como degradadores de
polissacarideos (SURYANARAYANAN et al., 2017). Semelhante aos fitopatdgenos, 0s
endofitos secretam enzimas para colonizagdo da planta, como proteases, amilases, oxidases,
celulases, lipases, xilanases, pectinases, entre outras (SCHULZ & BOYLE, 2005).

Os endd6fitos também estdo envolvidos na decomposicdo de material vegetal e
ciclagem de nutrientes apds a senescéncia dos tecidos vegetais. Conforme relatado por
SURYANARAYANAN et al. (2017), os fungos endofiticos continuam a sobreviver nos
tecidos vegetais mortos e atuam como degradadores pioneiros na serapilheira antes de serem
substituidos por outros fungos saprotréficos durante a decomposicdo de material vegetal.

Apesar do potencial biotecnolégico, os fungos endofiticos ndo tém sido efetivamente
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explorados quanto a produgdo de enzimas para desconstrugdo de biomassa lignoceluldsica
(SURYANARAYANAN et al., 2012; CORREA et al., 2014; SURYANARAYANAN et al.,
2017). Alguns estudos tiveram como base a hip6tese de que fungos naturalmente associados
as plantas podem ser evolutivamente melhor adaptados para a desconstrucéo da biomassa da
planta hospedeira. Alguns poucos estudos focados na obtencdo de enzimas para
sacarificacdo de biomassa lignocelulésica tém sido realizados com fungos endofiticos de
plantas de interesse para biorrefinarias e de plantas de biomas pouco explorados.

Os trabalhos de SHRESTHA et al. (2011) e SHRESTHA et al. (2015) ilustram a
hipotese descrita acima. Os autores ndo trabalharam com fungos endofiticos, mas isolaram,
identificaram e caracterizaram dezenas de fungos saprofiticos de folhas em decomposicéo de
Miscanthus e de cana-de-aclcar. O estudo selecionou cepas produtoras de extrato
enzimatico eficaz para hidrolise de biomassa de Miscanthus pré-tratada por metodo alcalino.

Com relagéo aos fungos endofiticos de cana-de-acUcar (Saccharum), pode ser citado
o trabalho pioneiro de SOUSA (2017). A estratégia consistiu na realizacao de testes em agar
com seis fontes de carbono, seguidos de cultivo de cepas selecionadas em meio néo
otimizado contendo bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor e farelo de trigo e
aplicacdo do extrato bruto na hidrélise desse bagaco. A prospeccdo de 409 linhagens
permitiu a selecdo de cepas de Fusarium, Omnidemptus, Talaromyces e Trichoderma
produtoras de extrato enzimatico eficaz para sacarificacdo de bagaco explodido a vapor.

Na busca por hemicelulases, ROBL et al. (2013) avaliaram 119 fungos endofiticos
de diferentes plantas, incluindo Eucalyptus e cana-de-agUcar, e identificaram fungos para a
producdo de xilanases. A estratégia consistiu em testes em meio sélido contendo xilana e
licor derivado do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana, seguidos de cultivo em
meio contendo bagaco de cana pré-tratado por explosdo a vapor deslignificado e farelo de
soja. As espécies identificadas como promissoras para producdo de hemicelulases foram
Aspergillus niger, T. atroviride, Alternaria sp., Annulohypoxylon stigyum e T. wortmannii.

Como exemplo de agregacdo de valor a biodiversidade de fungos endofiticos de
plantas nativas de biomas e ecossistemas pouco explorados, pode ser citado o trabalho de
THIRUNAVUKKARASU et al. (2015). Esses autores isolaram fungos endofiticos da alga
marinha Sargassum wightii com o intuito de selecionar cepas promissoras quanto a
producdo de xilanases com caracteristicas distintas. Uma linhagem de T. harzianum foi
selecionada como melhor produtora de xilanase e xilosidase, e a presenga de NaCl no meio
de cultura levou ao aumento de até trés vezes na producdo dessas enzimas.

Maroldi et al. (2018) investigaram 41 fungos endofiticos de plantas de manguezal. A
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abordagem consistiu no uso de testes em agar solido contendo Avicel, seguidos de cultivo
em fermentacdo no estado solido utilizando farelo de trigo e aplicacdo do extrato na
hidrdlise de celulose do tipo Celluflok 200. Os autores relataram que 0s extratos enzimaticos
produzidos por A. niger e A. awamori apresentaram valores de glicose e de conversdo da
celulose duas vezes superior em comparagdo com as linhagens padrdo A. niger F12 e T.
reesei Rut-C30.

Suryanarayanan et al. (2012) revisaram a producdo de quitinase, L-asparaginase e
tanase por fungos endofiticos. No presente trabalho, a revisdo focou nas enzimas para
desconstrucdo de lignocelulose produzidas por fungos endofiticos. A Tabela 3 resume as
informacdes sobre as espécies de plantas das quais os fungos foram obtidos, a estratégia de
prospeccao e a aplicacdo das enzimas.
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Tabela 3. Estudos de fungos endofiticos e seu potencial para producdo de enzimas para desconstrucao de biomassa lignocelulosica (Adaptado de

SOUSA, 2017).

Espécies de plantas usadas no isolamento de Prospecc¢do em agar sélido

endofitos

Atividade
enzimatica (cultivo
em FS ou FES¥*)

Hidrolise de
biomassa
lignocelulésica

Referéncia

Cedrus deodara, Pinus roxburgii, Abies
pindrow, Chlorophytum comosum
Laguncularia racemosa, Rhizophora mangle,
Avicennia nitida

S. officinarum

Eucalyptus sp.

E. benthamii, Platanus orientalis, Glycine max,
Solanum tuberosum, S. officinarum

Canavalia rosea, Ipomea pescaprae, Spinifex
sp.

Eucalyptus sp.

Azadirachta indica, Citrus limon, Gossypium
hirsutum, Magnolia champaca, Datura
stramonium, Piper betle, Phyllanthus emblica
Sargassum wightii

Catharanthus roseus, Memecylon excelsum,
Glochidion borneese
C. roseus

Camelia, Cinnamomum, Garcinia, Litsea,
Manglietia, Trichilla
Opuntia ficus-indica

Alpinia calcarata, Bixa orellana, Calophyllum
inophyllum, C. roseus
Butea monosperma

celulase

celulase

celulase, xilanase, pectina liase,

poligalacturonase, amilase

xilanase, B-glicosidase

lacase

lacase

celulase, amilase, protease
xilanase

celulase, xilanase

celulase, amilase, protease
celulase, xilanase, protease
celulase, xilanase, pectinase,
protease

amilase, celulase, lacase,

pectinase, protease
amilase, celulase, pectinase

celulase, xilanase, -
glicosidase
endoglicanase, -
glicosidase, xilanase
FPase, B-glicosidase

lacase

FPase, endoglicanase,
B-glicosidase,
pectinase, xilanase
lacase

lacase

celulase, amilase,
protease

xilanase, B-xilosidase

celulase, xilanase

Bagaco de cana
explodido a vapor
Celulose do tipo
Celluflok 200

Bagaco de cana
explodido a vapor

E. globulus pré-tratado
por autohidrélise

SYED et al. (2013)
MAROLDI et al. (2018)
SOUSA (2017)
FILLAT et al. (2017)
ROBL etal. (2013)
MUTHEZHILAN et al.
(2014)

FILLAT et al. (2016)
PATIL etal. (2015)

THIRUNAVUKKARASU
et al. (2015)

YOPI et al. (2017)

AYOB & SIMARANI
(2016)

LUMYONG et al. (2002)
BEZERRA et al. (2012)
SUNITHA et al. (2013)

TUPPAD &



Adhathoda beddomei

Brucea javanica

Hedychium flavescens, H. coronarium
Cananga odorata, Terminalia catappa, T.
mantaly

Centella asiatica

Luehea divaricata, Trichilia elegans, Sapindus
saponaria, Saccharum spp.

Ocimum sanctum, Aloe vera

Lantana camara
Asclepias sinaica

C. asiatica
Boswellia sacra

Cynodon dactylon
Bischofia polycarpa

celulase, amilase, protease

celulase, amilase, pectinase,
xilanase, ligninase,
celulase, amilase, pectinase,
asparaginase, lacase
celulase, amilase, lacase

celulase, amilase, protease,
lacase

celulase, amilase, pectinase,
protease

amilase, celulase, quitinase,
pectinase, lacase, urease
amilase, lacase

amilase, pectinase, celulase,

gelatinase, xilanase, tirosinase

amilase, celulase, protease,
lacase

celulase, fosfatase, [3-
glicosidase

lacase

celulase, lacase,
peroxidase
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SHISHUPALA, (2014)
PRABAVATHY &

NACHIYAR (2012)
CHOlI et al. (2005)
UZMA et al. (2016)
TOGHUEO et al. (2017)
GUPTA &
CHATURVEDI (2015)
ALBERTO et al. (2016)
YADAV et al. (2015)

DESIRE et al. (2014)
FOUDA et al. (2015)

DEVI et al. (2012)
KHAN et al. (2016)

WANG et al. (2006)
DAl et al. (2010)

*FS: Fermentacdo submersa. FES: Fermentagdo no estado sélido.
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Conforme pode ser observado nos dados da Tabela 3, verifica-se claramente que 0s
fungos endofiticos tém sido investigados principalmente por meio de testes em meio de
cultura sélido contendo polissacarideos diversos. Além disso, poucos estudos avaliaram a
producdo quantitativa de enzimas do complexo lignocelulolitico por fermentacdo no estado
solido ou por fermentagdo submersa ou realizaram caracterizagdo bioquimica de enzimas
especificas (LONGONI et al., 2012; ROBL et al., 2013; SENGUPTA et al., 2017) (Tabela 3).
Mais raros ainda sdo 0s estudos que avaliaram os extratos enziméticos de fungos endofiticos
na bioconversdo ou hidrolise de biomassas lignocelul6sicas. Dessa forma, considera-se uma
oportunidade que essa biodiversidade fungica endofitica associada as plantas seja explorada
de modo racional visando a descoberta de novas linhagens produtoras de enzimas com

aplicacdo industrial, fomentando assim a bioeconomia no Brasil.
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3. PROSPECCAO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Paullinia cupana E Rhizophora
mangle NO BRASIL REVELA NOVAS CEPAS ADEQUADAS PARA A
DESCONSTRUCAO EFICIENTE DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Resumo

Os fungos endofiticos sdo candidatos para selecdo de novas cepas lignoceluloliticas. Durante
milhdes de anos de coevolugcdo com as plantas, esses fungos desenvolveram um arsenal
enzimatico que permite sua atuacdo como degradadores de polissacarideos. O guaranazeiro
(P. cupana) é uma planta nativa da Amazonia e seus frutos sdo usados pela indudstria de
bebidas. O mangue-vermelho (R. mangle) € uma espécie estuarina tipica dos manguezais que
pode tolerar a &4gua salgada e inundagdes prolongadas. Os fungos endofiticos associados a
essas plantas ainda ndo foram sistematicamente investigados para a producdo de enzimas com
aplicacdo industrial. O objetivo desse trabalho foi avaliar uma colecdo de 291 fungos
endofiticos dessas plantas quanto a capacidade de produzir extratos enzimaticos eficazes para
desconstrucdo de bagaco de cana, principal matéria-prima para o desenvolvimento da
bioeconomia no Brasil. A estratégia foi baseada na caracterizacdo molecular das linhagens
associada a avaliacdo do perfil de degradacdo de 5 tipos de polissacarideos em meio de
cultura solido. As linhagens selecionadas pelos valores de indice enzimatico nessa primeira
etapa foram caracterizadas com foco na obtencdo de extratos enzimaticos a partir do cultivo
ndo otimizado em meio a base de bagaco pré-tratado por autohidrélise e farelo de trigo,
seguido de dosagem quantitativa de atividades enzimaticas, associada a analise de
desempenho dos extratos brutos na hidrélise de bagaco de cana pré-tratado por autohidrdlise.
Os resultados mostraram que a maioria das 291 linhagens pertence ao filo Ascomycota, sendo
possivel identificar 23 géneros diferentes; os mais frequentes foram Clonostachys, Diaporthe,
Fusarium e Trichoderma. Com base na analise estatistica dos dados de caracterizacéo
enzimatica das 291 cepas foi possivel selecionar 27 fungos, 0s quais apresentaram 0s maiores
valores de crescimento em meio com celulose microcristalina e os maiores indices
enzimaticos em meio contendo carboximetilcelulose, amido, xilana e pectina. Estas linhagens
selecionadas pertencem a grupos taxonémicos que ndo tém sido explorados industrialmente
para a producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas (Neofusicoccum,
Paraconiothyrium, Diaporthe, Talaromyces, Neopestalotiopsis, Clonostachys,
Annulohypoxylon). Com base na produgdo de FPase, endoglicanase, B-glicosidase e xilanase,
bem como em relacdo ao desempenho dos extratos (secretomas) na hidrolise de bagaco pré-
tratado por autohidrdlise, o extrato oriundo da cepa T. amestolkiae CP230 foi selecionado.
Este extrato alcancou uma producéo de glicose de 5,163 g/L nas condicdes utilizadas (5% de
teor de sélidos; 200 rpm; 50°C; 24 h). Em seguida, dois tipos de bagaco foram avaliados
como indutores da producdo enzimatica pela cepa CP230 (tratado por autohidrélise e tratado
por organosolv). O desempenho de hidrolise dessas mesmas biomassas com os extratos de T.
amestolkiae CP230 foi semelhante ao alcancado com o coquetel enzimatico comercial Cellic
CTec 3 quando aplicado como catalisador na hidrélise do bagaco pré-tratado (com 5,0% de
teor de solidos; 3,3 FPU/g de biomassa; 50°C; 200 rpm; 24 horas). Os dados indicam que 0s
fungos endofiticos de plantas tropicais de ambientes pouco explorados sdo uma fonte prolifica
de novas linhagens produtoras de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas para suplementar
coquetéis enzimaticos para sacarificacdo de biomassa, ou mesmo para a completa conversao
da celulose do bagaco de cana pré-tratado a agucares fermentesciveis.

Palavras-chave: endodfitos; fungos filamentosos; Amazdnia; manguezal; bioprospeccao;
celulase; hemicelulase; bagaco; Talaromyces amestolkiae; Saccharum; autohidrolise;
organosolv.
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3. SURVEYING OF Paullinia cupana E Rhizophora mangle ENDOPHYTIC FUNGI
IN BRAZIL REVEALS NEW STRAINS SUITABLE FOR THE EFFICIENT
DECONSTRUCTION OF LIGNOCELLULOSIC BIOMASS

Abstract

Endophytic fungi are candidates for selection of new lignocellulolytic strains. During
millions of years of coevolution with plants, these fungi have developed a catalytic
inventory that allows them to act as polysaccharide degraders. Guaranazeiro (P. cupana) is a
native plant of the Amazon and its fruits are used by the beverage industry. Red mangrove
(R. mangle) is a typical mangrove estuarine species that can tolerate salt water and
prolonged flooding. The endophytic fungi associated with these plants have not been
systematically investigated for the production of enzymes with industrial application. The
objective of this work was to evaluate a collection of 291 endophytic fungi from these plants
for their ability to produce enzymatic extracts effective for deconstructing sugarcane
biomass, the main raw material for the development of bioeconomy in Brazil. The strategy
was based on the molecular characterization of the strains associated with the evaluation of
the degradation profile of 5 polysaccharides in solid culture medium. The strains selected by
the enzymatic index value in this first screening were further characterized with a focus on
obtaining enzyme crude extracts from non-optimized cultivation in bagasse-based culture
medium pretreated by autohydrolysis and wheat bran followed by enzymatic activity
quantification. Crude extracts were also evaluated for hydrolysis performance on sugarcane
bagasse pretreated by autohydrolysis. The results showed that most of the 291 strains belong
to the Ascomycota phylum, being possible to identify 23 different genera; The most
common were Clonostachys, Diaporthe, Fusarium, and Trichoderma. Based on the
statistical analysis of the enzymatic characterization data of 291 strains it was possible to
select 27 fungi, which presented the highest growth values in medium with microcrystalline
cellulose and the highest enzymatic indexes in media containing carboxymethylcellulose,
starch, xylan, and pectin. These 27 selected strains belong to taxonomic groups that have not
been industrially exploited for the production of cellulolytic and hemicellulolytic enzymes
(Neofusicoccum,  Paraconiothyrium,  Diaporthe, Talaromyces,  Neopestalotiopsis,
Clonostachys, Annulohypoxylon). Based on the production of FPase, endoglycanase, [3-
glycosidase, and xylanase, as well as regarding the performance of the crude extracts in the
hydrolysis of sugarcane pretreated bagasse, the extract from the T. amestolkiae CP230 strain
was selected. The application of this extract achieved a glucose yield of 5.163 g / L under
the conditions used (5% solids content; 200 rpm; 50°C; 24 h). Then, two types of bagasse
were evaluated as inducers of enzyme production by strain CP230 (autohydrolysed and
organosolv-treated). The hydrolysis performance of these same biomasses with T.
amestolkiae CP230 crude extracts was similar to that achieved with the commercial Cellic
CTec 3 enzymatic cocktail when applied as a catalyst in the pretreated bagasse hydrolysis
(3,3 FPU/g biomass; 5% solids content; 200 rpm; 50°C; 24 h). The data indicate that
endophytic fungi of tropical plants from underexplored environments are a prolific source of
new cellulolytic and hemicellulolytic enzyme producing strains to supplement enzymatic
cocktails for biomass saccharification, or even for the complete conversion of pretreated
sugarcane bagasse to fermentable sugars.

Keywords: endophytes; filamentous fungi; Amazon; mangrove; bioprospecting; cellulase;
hemicellulase; bagasse; Talaromyces amestolkiae; Saccharum; autohydrolysis; organosolv.
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3.1. INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica é considerada uma fonte alternativa e sustentavel para
producdo de biocombustiveis, de produtos quimicos e de materiais. A valorizacdo da
biomassa lignoceluldsica deve favorecer a transicdo de uma economia baseada em carbono
fossil para uma economia baseada no uso eficiente e sustentavel de recursos bioldgicos
(chamada bioeconomia) (ARUNDEL & SAWAYA, 2009; USA, 2016; European Comission,
2018), limitando assim a emissdo de gases de efeito estufa e as mudancas climaticas
(UNITED NATIONS).

Entre os residuos agroindustriais lignoceluldsicos mais abundantes do Brasil estdo os
que sdo gerados pelo setor sucroalcooleiro energético (bagago de cana e palha) (CGEE, 2016).
A cana-de-agUcar (Saccharum) é considerada a principal biomassa para o desenvolvimento de
biorrefinarias de lignocelulose, ndo apenas para a conhecida producgdo de etanol, agucar,
bioeletricidade e alimentagdo animal, mas também para a obtencdo de diversos produtos
(CONAB, 2019). Isso, por sua vez, depende da degradacdo dos polissacarideos que compdem
a lignocelulose, o que envolve especialmente o uso de enzimas lignoceluloliticas.

Nesse sentido, os fungos filamentosos desempenham um papel crucial como
biocatalisadores nas biorrefinarias de residuos lignoceluldsicos, devido a sua capacidade de
produzir enzimas que podem clivar essas estruturas recalcitrantes (FERREIRA et al., 2016;
TROIANO et al.,, 2020). Esse papel de destaque é reforcado pelo fato de que muitos
bioprodutos de alto valor agregado (p. ex.: enzimas) sdo produzidos por fungos filamentosos
em substratos a base de acucares (PANDEY et al., 2015). Entretanto, tem havido um interesse
crescente em usar outros substratos mais econdmicos para tal finalidade, como os residuos
industriais, principalmente residuos industriais lignocelulésicos (FERREIRA et al., 2016;
TROIANO et al., 2020).

No caso das biorrefinarias de lignocelulose, atualmente é necessaria a utilizacdo de um
pré-tratamento efetivo da biomassa, seguido da adicdo de elevada carga de enzimas
lignoceluloliticas para sobrepor fatores limitantes do substrato e das enzimas, que dificultam a
hidrolise enzimatica (sacarificacdo) dos polissacarideos (BINOD et al., 2019). Os fungos
filamentosos produzem a maioria das preparacdes comerciais de enzimas para degradacdo da
lignocelulose (KUBICEK, 2012). Tais preparacfes sdao misturas de diferentes enzimas em
uma composicao ou coquetel (BINOD et al., 2019).

E nesse contexto que a obtencdo de novas cepas (selvagens ou recombinantes)

produtoras de extratos enzimaticos eficientes para a degradacdo da biomassa lignoceluldsica



60

tem ganhado importancia (ELLILA et al., 2017), principalmente na situacdo atual em que a
customizacdo de enzimas para cada tipo de biomassa tem se tornado indispensavel para a
viabilidade econdmica das biorrefinarias (SORENSEN et al.,, 2011; LIU et al., 2016;
FLORENCIO et al., 2017; BINOD et al., 2019). Nesse aspecto, a producéo on-site de enzimas
desenvolvidas especificamente para a biomassa alvo utilizando este mesmo material como
substrato de cultivo de fungos pode reduzir os custos do processo de sacarificacdo (SMITH et
al., 2014; JOHNSON, 2016; LIU et al., 2016; BINOD et al., 2019).

As enzimas necessarias para a hidrolise completa de materiais lignocelulésicos
incluem celulases, hemicelulases, pectinases, esterases, ligninases e outras enzimas auxiliares,
tais como as mono-xigenases liticas de polissacarideos. Essas enzimas podem ser produzidas
por uma ampla variedade de microrganismos, especialmente por fungos filamentosos
(KUBICEK, 2012). Embora a biodiversidade de fungos seja extraordinaria, com cerca de 1,5
milhGes de espécies estimadas (HAWKSWORTH & LUCKING, 2017), apenas cinco géneros
da classe Ascomycota (Aspergillus, Humicola, Penicillium, Rhizopus e Trichoderma)
produzem 60% das enzimas usadas em processos industriais diversos (3STERGAARD &
OLSEN, 2011; SURYANARAYANAN et al., 2012). Estes ascomicetos sdo considerados
chassi para producdo industrial por apresentarem caracteristicas importantes para
bioprocessos, como altas taxas de secrecéo de proteinas (BENOCCI et al., 2017).

Para o desenvolvimento de coquetéis enzimaticos especificos para determinada
biorrefinaria de lignocelulose, a biodiversidade fangica tem sido explorada cada vez mais pela
adocdo de estratégias robustas de bioprospeccao. Tais estratégias envolvem principalmente a
incorporacdo de materiais lignocelul6sicos no meio de cultivo basal como fonte de carbono, e
especialmente, a analise de desempenho dos extratos brutos (isto é, dos secretomas;
individualizados ou como suplemento de preparacdes enzimaticas disponiveis) na hidrolise da
biomassa de interesse, como critérios para selecdo de linhagens promissoras (KOVACS et al.,
2008; BERRIN et al., 2012; RAVALASON et al, 2012; SOUSA, 2017; JAIN &
AGRAWAL, 2018). Além disso, a prospeccdo de fungos de diferentes grupos ecoldgicos e
ecossistemas € uma estratégia Util para a descoberta de enzimas mais eficientes e com novas
propriedades cataliticas (KING et al., 2011; GIBSON et al., 2011; BERRIN et al., 2012;
SURYANARAYANAN et al., 2012; SEPPALA et al., 2017; THANH et al., 2019).

Nesse contexto, os fungos endofiticos constituem uma importante fonte de novas
cepas com propriedades metabolicas e cataliticas diversas. Esses fungos estdo presentes no
interior de todas as espécies conhecidas de plantas e sdo definidos como aqueles que podem

ou ndo crescer em meio de cultura e que habitam o interior da planta sem causar prejuizos e
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sem produzir estruturas externas visiveis (AZEVEDO &ARAUJO, 2007).

Embora bastante estudados quanto a biodiversidade e producdo de metabolitos
bioativos, a producdo de enzimas industriais por fungos endofiticos ndo tem sido
extensivamente explorada, apesar de sua capacidade de producdo de enzimas degradadoras de
parede celular vegetal para colonizacdo do hospedeiro (SCHULZ & BOYLE, 2005;
SURYANARAYANAN et al., 2012; CORREA et al., 2014; SURYANARAYANAN et al.,
2017). Com relacdo as enzimas lignoceluloliticas, os estudos existentes sobre endofitos
relataram etapas de triagem em substratos sintéticos ou producgdo de enzimas em fermentacédo
no estado sélido ou submersa (SENGUPTA et al., 2017; LONGONI et al., 2012; ROBL et
al., 2013), porém, poucos estudos avaliaram o desempenho das enzimas ou extratos em uma
biomassa lignocelulésica pré-tratada (SOUSA, 2017; MARQUES et al., 2018).

A Floresta Amazonica € a maior floresta tropical do mundo e esta situada no maior
bioma brasileiro, 0 bioma Amazoénia. Ela é caracterizada pela ampla diversidade biologica e
heterogeneidade de seus ecossistemas, bem como pelo alto grau de endemismo (ICMBio,
2018). Alguns estudos tém sido realizados com foco na prospeccdo de fungos
lignoceluloliticos desse bioma, especialmente em amostras de solos amazénicos, e tém
permitido, por exemplo, a selecdo de linhagens promissoras de Trichoderma produtoras de
enzimas para sacarificacdo de biomassa lignocelul6sica (KOVACS et al., 2008; SOUZA et
al., 2011; DELABONA et al., 2012; PANSA, 2017). No entanto, apesar das plantas tropicais
serem consideradas verdadeiros reservatorios de diversidade de fungos endofiticos
(ARNOLD, 2007; BLACKWELL, 2011), verifica-se uma escassez de estudos com foco na
busca de novas linhagens lignoceluloliticas a partir de plantas desse bioma.

O guaranazeiro (Paulinia cupana var. sorbilis; familia Sapindaceae) € uma
dicotileddnea nativa da Amazonia e seus frutos sdo usados pela industria de alimentos,
farmacéutica e cosmética. Seu cultivo é de importancia sécio-econdmica para a regiao,
movimentando varios setores da economia (DO NASCIMENTO FILHO et al., 2001). Com
relacdo a diversidade de fungos endofiticos do guaranazeiro, alguns estudos tém sido
realizados (DE FREITAS SIA et al., 2013; ELIAS, 2015; BATISTA et al., 2017), no entanto,
fungos fitopatogénicos do género Colletotrichum estdo entre os mais estudados nesta cultura
(BONATELLLI et al., 2016). Na ultima década, um consércio de pesquisa sobre a microbiota
endofitica do guaranazeiro foi realizado entre a Universidade de So Paulo e a Universidade
Federal do Amazonas (FAPESP, 2010). Parte da colecdo de fungos endofiticos do
guaranazeiro obtida por esse consércio encontra-se preservada nos bancos de germoplasma da

Embrapa e pode ser prospectada para diferentes finalidades.
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Outro ambiente tropical de interesse para a prospecgdo de novos fungos
lignoceluloliticos é o ecossistema manguezal. As plantas e as comunidades microbianas desse
ambiente séo consideradas adaptadas a uma condi¢do extrema que combina alta salinidade,
inundacdes de maré, ventos fortes e altas temperaturas (ALONGI, 2002). De fato, as plantas
tipicas de manguezal abrigam uma alta diversidade de fungos endofiticos (SEBASTIANES et
al., 2017). Entre as pesquisas sobre bioprospec¢do de fungos endofiticos de plantas de
manguezal para producdo de enzimas lignoceluloliticas pode ser citado o trabalho de
MAROLDI et al. (2017). Os autores investigaram 41 cepas endofiticas de folhas e ramos de
Avicennia nitida, Laguncularia racemosa e Rhizophora mangle e selecionaram cepas de
Aspergillus produtoras de extrato enzimatico com elevado desempenho na hidrolise de
celulose sintética, revelando o potencial desses fungos para producdo de enzimas industriais,
apesar de ndo terem avaliado os extratos enzimaticos em um processo de sacarificacdo de
biomassa lignocelulosica.

Considerando o amplo espectro de aplicagdes biotecnologicas de fungos endofiticos
de plantas tropicais, o objetivo deste trabalho foi caracterizar uma colecdo de fungos
endofiticos de plantas da Amazobnia e de manguezal visando a selecdo de novas cepas
produtoras de extrato enzimatico eficiente para hidrolise de biomassa de cana-de-agucar pre-
tratada por autohidrdlise. A estratégia utilizada foi baseada na caracterizacdo molecular dos
291 fungos prospectados visando a sua classificacdo taxonbmica, associada a avaliacdo do
perfil de degradacdo de polissacarideos utilizando testes em meio sélido com cinco fontes de
carbono distintas. Em seguida, as melhores cepas foram cultivadas em bagaco de cana pré-
tratado por autohidrolise e os extratos brutos (secretoma) foram investigados tanto em relacéo
as atividades enzimaticas (FPase, endoglicanase, B-glicosidase e xilanase) quanto em relacao
ao seu desempenho na hidrolise desta mesma biomassa, em comparagdo com enzima
comercial (Cellic CTec 3). Uma analise mais detalhada é apresentada para a cepa selecionada

CP-230 (do bioma Amazbnia), a qual foi identificada como Talaromyces amestolkiae.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Fungos utilizados, determinacéo de viabilidade e pureza

Os fungos endofiticos avaliados (256 cepas provenientes de P. cupana e 35 de R.
mangle) foram previamente isolados de raizes, folhas ou ramos de plantas de cultivo
comercial de guaranazeiro em Manaus (Amazonas) e em areas de manguezais de Cananéia e

Bertioga (S0 Paulo). O isolamento foi realizado por desinfeccio superficial (ARAUJO et al.,
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2014), sendo que os fungos endofiticos das plantas de manguezal foram isolados na Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Universidade de Sdo Paulo) (Projeto Fapesp
04/13910-6) e os fungos do guaranazeiro foram isolados na Universidade Federal do
Amazonas (Projeto Fapesp 09/53376-2). As cepas foram transferidas para a Embrapa
Agroenergia mediante acordo de cooperagdo técnica. As autorizacfes de acesso ao patriménio
genético concedidas pelos 6rgdos competentes para a realizacdo de pesquisa com esses fungos
sdo as de nimero 02001.008898/2012-21 (CGEN) e A57A858 (SISGEN).

Para a avaliagdo da viabilidade e pureza, os fungos foram transferidos do estoque
original (método de CASTELLANI, 1967) para meio de cultura BDA (batata dextrose agar)
(Sigma-Aldrich). Este € um meio comercial em conformidade com as especificacbes da
Farmacopéia dos Estados Unidos (USP) e também com a Farmacopéia Brasileira (2010). E
um meio a base de infusdo de amido de batata e glicose que favorece o crescimento de fungos
filamentosos e leveduriformes dos principais filos do Reino Fungi (BEEVER & BOLLARD,
1970). O meio foi acrescido de antibidticos (estreptomicina e penicilina, 50 pg/mL) para
impedir o eventual crescimento de bactérias contaminantes. As placas foram incubadas a
28°C por até 10 dias em camara de crescimento com fotoperiodo. Ap6s o crescimento, 0S
fungos purificados foram preservados pelo método de CASTELLANI (1967). Para tanto,
discos de oito mm de diametro com micélio foram transferidos de culturas jovens para tubos
com tampa de rosca de cinco mL, contendo agua destilada esterilizada. Os 291 fungos

encontram-se preservados na colecdo de “Microrganismos e Microalgas Aplicados a

Agroenergia e Biorrefinarias - CMMAABI0” da Embrapa Agroenergia (Brasilia/DF).

Informacdes mais detalhadas sobre as cepas sdo mostradas no Anexo 1.

O fungo mutante hipercelulolitico T. reesei RUT C-30 (ATCC® 56765™) foi utilizado
nos experimentos de producdo de enzimas. Esta cepa € considerada padrdo para estudos de
producdo de celulases, sendo reconhecida pela producédo de exo e endoglicanases. A linhagem

foi mantida pelo método Castellani (1967).

3.2.2. Caracterizacdo molecular de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle
3.2.2.1. Cultivo e extracdo de acidos nucléicos

Os 291 fungos foram cultivados em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo meio Potato
Glucose Agar (Sigma-Aldrich), com 50 pg/mL de penicilina. Apds o crescimento, fragmentos
de micélio foram coletados e transferidos para tubos do tipo Falcon de 50 mL, contendo 15
mL de meio de cultura PDB (Potato Dextrose Broth, Sigma-Aldrich). Os fungos foram

incubados a 28°C sob agitacdo (200 rpm) por até 10 dias. Apos o cultivo, o micélio foi
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coletado com auxilio de uma espétula esterilizada e transferido para uma folha de papel filtro
esterilizado (Papel Filtro Qualitativo 80 g 150 mm, Unifil). O micélio seco foi embrulhado em
folhas de papel aluminio esterilizado e armazenado em freezer (-20°C).

A maceracdo foi realizada com nitrogénio liquido até apresentar aspecto de um po
fino e em seguida esse material foi submetido & extragdo de acidos nucléicos conforme a
metodologia de RAEDER & BRODA (1985), com modificagbes. As modificactes
consistiram na realizacdo de um nUmero maior de lavagens com os solventes fenol e
cloroférmio (duas a trés lavagens ao invés de uma) e no tratamento com RNAse, que era a
Gltima etapa e passou a ser realizada ap0s a incubacdo do macerado a 65°C no tampédo de
extracdo. A quantificacdo e a qualidade dos &cidos nucléicos foram avaliadas tanto por analise
em espectrofotdometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific), quanto por andlise em
gel de agarose 1%, em comparacdo com DNA de bacteriofago lambda com concentractes
conhecidas (25, 50, 75 e 100 ng/uL). O gel de agarose foi fotodocumentado sob luz UV e o

acido nucléico foi preservado em freezer (-20°C).

3.2.2.2. Amplificacdo por PCR da regido 1TS1-5.8S-1TS2 do DNA ribossdmico e de
outros genes, purificacdo dos produtos e sequenciamento

O DNA gendmico extraido de cada uma das 291cepas foi utilizado como molde em
reacOes de PCR para amplificacdo da regido 1TS1-5,8S-1TS2 do DNA ribossdmico com 0s
primers ITS1-F (GARDES & BRUNS, 1993) e ITS-4 (WHITE et al., 1990), os quais
amplificam um fragmento de aproximadamente 570-600 pares de bases (pb). As reacGes de
amplificacdo da regido ITS1-5,8S-1TS2 foram preparadas em volume de 50 uL contendo 0,2
mM de dNTPs; 3,7 mM de MgCl,; tampdo 1X Colorless GoTag® Flexi Buffer pH 8,5
(Promega); 1,5 Unidades de GoTaq® G2 Hot Start Polymerase (Promega); 0,8 UM de cada
primer e 20 ng de DNA gendmico. A reacdo de PCR foi realizada em termociclador (Applied
Biosystems) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C por 4 min, seguida de 30
ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 30 seg, anelamento a 55°C por 30 seg,
extensdo a 72°C por 30 seg) e extensdo final a 72°C por 10 min.

Para os fungos selecionados para hidrolise enzimatica (27 cepas), além da regido
ITS1-5,8S-ITS2, outros marcadores foram amplificados por PCR: B-tubulin; calmodulin;
actin; e translation elongation factor 1 alpha (EF-1a). As condi¢es de amplificagdo para cada
um destes alvos é descrita a seguir.

A amplificagdo por PCR de uma regido especifica do gene B-tubulina foi realizada
com os primers Bt2a e Bt2b (GLASS & DONALDSON, 1995), os quais amplificam um
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fragmento de aproximadamente 350 pb. As reagdes de amplificacdo foram preparadas em
volume de 50 uL contendo 0,2 mM de dNTPs; 3,7 mM de MgCly; tampdo 1X Colorless
GoTaq® Flexi Buffer pH 8,5 (Promega); 1,5 Unidades de GoTaq® G2 Hot Start Polymerase
(Promega); 0,2 uM de cada primer e 20 ng de DNA gendmico. A reagédo de PCR foi realizada
em termociclador (Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: desnaturacao inicial a 94°C
por 4 min, seguida de 30 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento
a 58°C por 1 min, extenséo a 72°C por 1 min) e extensdo final a 72°C por 10 min.

A amplificacdo por PCR do gene calmodulina foi realizada com os primers CMD5 e
CMD6 (HONG et al., 2005), os quais amplificam um fragmento de aproximadamente 570 pb.
As reacbes de PCR e as condicBes de amplificacdo foram semelhantes as descritas para o gene
B-tubulina, exceto a temperatura de anelamento dos primers, que foi de 55°C, conforme
indicado por SAMSON et al. (2014).

A amplificagdo por PCR do gene actina foi realizada com os primers ACT-512F e
ACT-783R (CARBONE & KOHN, 1999), os quais amplificam um fragmento de
aproximadamente 300 pb. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em volume de 50 pL
contendo 0,2 mM de dNTPs; 2 mM de MgCly; tampdo 1X Colorless GoTaq® Flexi Buffer pH
8,5 (Promega); 1,5 Unidades de GoTaq® G2 Hot Start Polymerase (Promega); 0,5 UM de cada
primer e 20 ng de DNA gendmico. A reagdo de PCR foi realizada em termociclador (Applied
Biosystems) nas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 4 min, seguida de 35
ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 95°C por 30 seg, anelamento a 61°C por 30 seg,
extensdo a 72°C por 1 min) e extensdo final a 72°C por 10 min.

Para a amplificacdo do gene EF-la (translation elongation fator 1 alpha) foram
utilizados os primers EF1-728F e EF1-986R (CARBONE & KOHN, 1999), os quais
amplificam um fragmento de aproximadamente 350 pb. As reacdes de PCR e as condicbes de
amplificacdo foram semelhantes as descritas para 0 gene actina, exceto a temperatura de
anelamento dos primers, que foi de 58°C.

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
com marcador de peso molecular de 1 Kb e fotodocumentados sob luz UV. Em seguida, 0s
produtos de reacdo foram purificados com auxilio de Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega), quantificados e sequenciados com o0s respectivos primers utilizados nas
amplificacBes. O sequenciamento foi realizado para ambas as fitas (senso e antisenso) pela

empresa Eurofins do Brasil (Indaiatuba, S&o Paulo).
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3.2.2.3. Analise de sequéncias
As sequéncias foram analisadas com auxilio dos softwares Staden Package (STADEN
et al., 2000) ou Geneious R11 (https://www.geneious.com) para verificacdo da qualidade e

obtencdo das sequéncias consenso. As sequéncias de boa qualidade foram analisadas com a
ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) contra diferentes bases de dados:

GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Mycobank (http://www.mycobank.org/), e

Ribosomal Database Project (https://rdp.cme.msu.edu/). No caso do GenBank, a andlise foi

realizada tanto na base de dados global quanto na base de dados “Sequences from type
material ”. Para o género Fusarium, também foi utilizada a base de dados Fusarium-1D
(http://isolate.fusariumdb.org/blast.php) (GEISER et al, 2004). Os resultados foram

apresentados em tabela e somente as sequéncias com 100% de identidade aquelas de
linhagens tipo (type strains) foram classificadas ao nivel de espécie. Para as cepas cuja Unica
sequéncia obtida foi a da regido ITS do rDNA, a classificagdo foi apresentada ao nivel de

género, exceto quando a identidade com sequéncia oriunda de type strain foi de 100%.

3.2.3. Caracterizacdo enzimatica de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle
3.2.3.1. Triagem primaria: avaliacdo de 291 cepas quanto a capacidade de degradacado
de polissacarideos em meio de cultura sélido

Para a caracterizacdo enzimatica dos fungos foram realizados testes de crescimento e
de degradacdo em meio de cultura sélido contendo diferentes polissacarideos como fonte de
carbono: carboximetilcelulose (CMC sodium salt, low viscosity, Sigma-Aldrich), xilana de
madeira de faia (Sigma-Aldrich), pectina (from citrus peel, Sigma-Aldrich), amido solavel
(Sigma-Aldrich) e celulose microcristalina (Avicel PH-101, Sigma-Aldrich). Cada uma das
291 cepas foi retirada do estoque e inoculada em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio
de cultura BDA (Sigma-Aldrich). A incubacdo foi realizada a 25°C por sete dias. Essa
condicdo de cultivo foi escolhida com base na analise anterior de viabilidade e pureza dos
fungos, pois demonstrou ser adequada para o crescimento e desenvolvimento de todas as
cepas. Apds o crescimento, os fungos foram transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm)
contendo 20 mL de meio de cultura (Meio Minimo) contendo cada polissacarideo a ser
avaliado: 1% de carboximetilcelulose, xilana ou amido. Para avaliacdo da degradacdo de
pectina utilizou-se meio minimo com 0,5% de pectina, ajustado para pH 5 e 7. A preparagédo
destes meios de cultura e a analise estatistica dos experimentos sdo descritas a seguir.

Para a avaliacéo, foi utilizada a solucdo de sais de A. nidulans (PONTECORVO et al.,
1953) a qual contém (g/L): NaNOs 6,0; KCI 0,5; KH2PO4 1,5; MgSOs4 0,5; ZnSO4 0,001;


https://www.geneious.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.mycobank.org/
https://rdp.cme.msu.edu/
http://isolate.fusariumdb.org/blast.php
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FeSO4 0,001. A esta solugdo foram adicionados 10 g/L de celulose microcristalina e o pH foi
ajustado para 6,8. Agar bacterioldgico foi adicionado (15 g/L) e o meio foi esterilizado em
autoclave. A inoculacdo foi realizada pela transferéncia de um disco de micélio de oito mm de
didmetro para o centro das placas de Petri. A incubacdo foi realizada por 4 dias a 25°C e ap0s
este periodo os didmetros das col6nias foram mensurados com auxilio de paquimetro digital
(didmetro perpendicular). O delineamento foi do tipo inteiramente casualizado com trés
repeticdes. Os dados de crescimento em Avicel foram analisados com o software Genes
(CRUZ, 2008), com analise de variancia seguida de comparacao das médias por meio do teste
de Scott-Knott (1974) para separar as médias em grupos, ao nivel de 5% de significancia.

Os meios de cultura contendo CMC, xilana e amido foram preparados com solucao de
sais de A. nidulans (PONTECORVO et al., 1953) descrita anteriormente. A esta solugédo de
sais foram adicionados, respectivamente, 1% de CMC, 1% de xilana e 1% de amido como
fontes de carbono. O pH foi corrigido para 6,8 e &gar bacteriologicofoi adicionado (15 g/L).
Apos a esterilizagdo em autoclave, 0,1% de Triton X-100 esterilizado foi adicionado aos
meios de cultura com o intuito obter melhor visualiza¢do do halo, para que o crescimento nao
fosse total na placa e fosse possivel mensurar a degradacéo enzimatica em cada substrato.

O meio de cultura para avaliacdo da degradacdo de pectina foi preparado de acordo
HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975). O meio de cultura é composto por (g/L): extrato de
levedura 1,0; pectina citrica 5,0; dgar 20,0 e 50 mL de solugdo de sais 10x concentrada. A
solucéo de sais 10x concentrada foi preparada com: 20 g/L de (NH4)2SO4; 40 g/L de KH,PO4;
60 g/L de Na2HPOgs; 2 g/L de FeSOg4; 0,01 g/L de CaCly; 0,0001 g/L de H3zBOs, 0,001 g/L de
MnSOs; 0,0001 g/L de ZnSOs; 0,005 g/L de CuSOs. ApoOs a homogeneizagdo de todos os
reagentes, o pH foi corrigido para 5,0 e para 7,0 e, ap0s esterilizacdo, foi adicionado 0,1% de
Triton X-100 esterilizado ao meio. O meio de cultura com pH 5,0 é indicado para a detec¢édo
de poligalacturonase e o meio com pH 7,0 para deteccdo de pectina liase.

Todas as 291 cepas foram inoculadas em triplicata nos 5 meios de cultivo (CMC,
xilana, amido, pectina pH 5,0 e pectina pH 7,0) e foram incubadas a 25°C por 6 dias. Em
sequida, as placas foram examinadas para determinacdo do indice enzimatico, conforme

descrito a seguir: a) Xilana e pectina (pH 7,0 e 5,0): Primeiramente delimitou-se a regido do

crescimento do fungo (didmetro da colénia). Posteriormente, 5 mL de solucdo de iodo (iodeto
de potassio: 3 g; iodo ressublimado: 1g; agua destilada: 100 mL) foram adicionados na
superficie e as placas foram deixadas em repouso a temperatura ambiente por 15 min e
posteriormente foram lavadas com &gua destilada; o halo de degradacéo (didmetro do halo)

foi mensurado com auxilio de paquimetro digital. b) Amido: Apos a delimitacdo da regido do
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crescimento do fungo, aproximadamente 5 mL de solugédo de iodo foram adicionados nas
placas, as quais foram imediatamente lavadas com &gua destilada para revelacdo dos halos de
degradacéo; o halo de degradacdo foi mensurado com auxilio de paquimetro digital. c) CMC:
Apos delimitar a regido do crescimento do fungo, cerca de 10 mL de solucdo de vermelho
congo (0,1%) foram adicionados na superficie das colonias e as placas permaneceram em
repouso por 30 min a temperatura ambiente; posteriormente foi realizada a lavagem das
placas com uma solucdo de NaCl 1M; o halo de degradacéo formado foi mensurado.

A degradacgdo enzimatica dos substratos foi determinada por meio do célculo do indice
enzimatico (IE), que consiste na razdo entre o didmetro do halo e o didmetro das col6nias (IE:
didametro do halo/ didmetro da colbnia). Os dados de IE foram analisados com o software
Genes (CRUZ, 2008); foi realizada analise de variancia seguida de comparacdo das médias
por teste de Scott-Knott (1974), ao nivel de 5% de significancia.

Com base na analise estatistica dos dados de caracterizagdo enzimatica, linhagens
foram selecionadas considerando os seguintes critérios: maiores diametros de crescimento em
meio contendo celulose microcristalina; maiores valores de indice enzimatico em meio
contendo os polissacarideos CMC, amido, xilana e pectina (com pH 5,0 e pH 7,0); tipo de
perfil de degradacdo de polissacarideos (degradacdo exclusiva e/ou simultanea dos
polissacarideos); classificacdo taxonémica. Adicionalmente as analises estatisticas, graficos
do tipo heatmap (construidos em planilhas Microsoft Excel utilizando a feramenta de
formatacdo condicional) foram obtidos para melhor visualizacdo das classes fenotipicas
obtidas (definidas com base no perfil de degradacao dos polissacarideos CMC, xilana, pectina
e amido, e nas médias de crescimento em celulose microcristalina). Esta metodologia para
selecdo de cepas com base na producdo de enzimas em meio contendo diferentes
polissacarideos foi escolhida pois acredita-se que os fungos selecionados podem ter potencial
para degradar os componentes da biomassa lignocelulésica. Porém vale ressaltar que existem
gargalos como estabilidade e inibi¢cbes que podem interferir nesse processo.

Dessa forma, 27 linhagens foram definidas para avaliagdo em uma segunda etapa, no
cultivo em fermentacdo submersa tendo bagaco pré-tratado por autohidrélise como fonte
indutora da producdo de enzimas. Em seguida, 0s 27 extratos brutos obtidos (secretomas)
foram submetidos a quantificacdo de atividades enzimaticas e aqueles extratos com maior
valor de FPase foram avaliados quanto a liberacdo de acgucares redutores na hidrolise do

bagaco pré-tratado por autohidrolise.



69

3.2.3.2. Triagem secundaria: obtencdo de extrato enzimatico (secretoma) de cepas
selecionadas, dosagem de atividades enzimaticas e andlise de desempenho dos extratos
na hidroélise de biomassa lignocelul6sica

Obtencao de extratos enzimaticos brutos (secretomas) de fungos selecionados

Os 27 fungos selecionados foram reativados a partir do estoque por meio de
crescimento em meio de cultura Potato Glucose Agar (Sigma-Aldrich) a 25°C durante 7 dias
(condicédo definida como adequada para o crescimento conforme descrito anteriormente nos
Materiais e Métodos). Este cultivo serviu como fonte de indculo para a producdo de enzimas
em condigdes de fermentacdo submersa, conforme detalhado adiante.

O meio de producdo de enzimas teve bagaco de cana-de-aglUcar pré-tratado por
autohidrdlise (tratamento hidrotérmico) como fonte indutora. Para isso foi necessario realizar
0 pré-tratamento da biomassa. O bagaco de cana foi doado pela Usina Jalles Machado
(Goianésia, GO). O pré-tratamento foi realizado em um reator de processos quimicos de 5L
(autohidrdlise), usando 300 g (peso seco) da biomassa e 3L de agua. O reator foi
gradualmente aquecido até atingir 180°C, para posteriormente iniciar a reacdo durante 50
minutos e agitacdo a 600 rpm. Apos o tempo de reacédo, as amostras foram esfriadas e filtradas
para retirar a agua livre. Para utilizacdo no meio de cultivo dos fungos, esse bagaco pre-
tratado foi seco, triturado e armazenado a temperatura ambiente até 0 momento do uso.

O bagaco de cana pré-tratado por autohidrolise (ou tratamento hidrotérmico) foi
escolhido, pois esse tratamento apresenta algumas vantagens: ele consiste na utilizacdo de
agua submetida a condicdes de altas temperaturas (150-230°C) e pressao para o fracionamento
da biomassa na auséncia de reagentes quimicos, 0 que é uma das grandes vantagens em
relacdo a outros tratamentos; € um tratamento seletivo para a retirada de hemicelulose,
havendo pouca degradacdo da celulose, caracteristica essencial para a viabilizacdo técnico-
econémica de biorrefinarias de lignocelulose produtoras de etanol celuldsico, por exemplo;
essa baixa degradacdo minimiza também a formacdo de inibidores que podem prejudicar o
desempenho das etapas subsequentes (hidrolise enzimatica ou fermentacdo) (CARVALHO,
2018). Outro fator que contribuiu para a escolha desse tipo de bagaco pré-tratado foi o fato de
gue as caracteristicas e a composicdo da biomassa pré-tratada resultante sdo semelhantes as
obtidas pelo pré-tratamento por explosao a vapor, o qual ja é utilizado no Brasil em algumas
plantas de producdo de etanol de segunda geracdo, comerciais ou demonstrativas (CHANDEL
et al., 2019). Além disso, uma metodologia que considera a reutilizacdo da dgua durante o
processo de autohidrélise foi desenvolvida como resultado de uma parceria prévia entre a
UnB e a Embrapa Agroenergia (CARVALHO, 2018).
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O meio de cultura basal utilizado para producéo de enzimas pelos fungos selecionados
seguiu a composicdo descrita por Mandels & Weber (1969), uma das mais utilizadas para
producéo de celulases por fungos filamentosos (CHANDEL et al., 2012) (Tabela 4). Para o
preparo do meio de producdo de enzimas o0s seguintes componentes foram adicionados em
frascos Erlenmeyer de 250 mL: 1 g de bagaco de cana pré-tratado por autohidrolise (seco e
moido), 250 mg de farelo de trigo utilizado na industria de ra¢des (Bunge Alimentos S/A), e
50 mL de meio de Mandels e Weber (1969) (Tabela 4). A suplementagcdo com farelo de trigo
foi realizada devido ao fato desse substrato rico em nutrientes ser amplamente utilizado para
favorecer a producdo de hidrolases por uma ampla gama de fungos filamentosos
(CAMASSOLA & DILLON, 2007). Apos a esterilizagdo, cada frasco foi inoculado com 5
discos de 8 mm de didmetro contendo micélio dos fungos cultivados previamente em BDA

conforme descrito anteriormente.

Tabela 4. Meio de cultura de Mandels & Weber (1969) utilizado para producéo de enzimas
pelos fungos selecionados no presente trabalho.

Concentracio Componentes
0,3 g/L Uréia
1,4 g/L (NH4)2S04
2 g/L K2HPO4
0,4 g/L CaCl,.2H.0
0,3g/L MgSQO4.7H20
0,75 g/L Peptona bacteriologica
0,25 g/L Extrato de levedura
5 mg/L FeSO4.7H20
1,04 mg/L MnSQO4.7H20
2 mg/L CoCl2.6H20
0,1% Tween 80

Os frascos foram incubados por 7 dias, a 28°C e 180 rpm. AplGs o cultivo, o
sobrenadante (secretoma) foi coletado e transferido para tubos de 50 mL. Esses tubos foram
centrifugados a 4000 rpm por 30 min a 4°C. Essa etapa foi repetida para obtencdo de
sobrenadante limpo, sem restos celulares; azida sédica foi adicionada (0,02%) e as amostras
foram mantidas refrigeradas até a avaliacdo enzimatica. O delineamento experimental foi do

tipo inteiramento casualizado com 3 repeticdes.

Determinacdo de proteina total dos extratos enzimaticos
A determinacdo de proteinas totais presentes nos sobrenadantes (secretomas) foi
realizada pelo método do &cido bicinconinico (SMITH et al., 2014), de acordo com 0 manual

do fabricante (Thermo Scientific — Pierce ® BCA Protein Assay Kit). As quantificagbes
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foram feitas adicionando 25 pL de cada amostra de sobrenadante a 200 pL do reagente BCA
(Bicinchoninic acid kit for protein determination, Sigma-Aldrich). A mistura foi incubada a
37°C em estufa por 30 min, em seguida a leitura em comprimento de onda 562 nm foi
realizada em espectrofotometro (SpectraMax M2e, Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA,
EUA). Para conversdo dos valores de absorbancia para valores de massa foi construida uma
curva padrdo com solucdo de BSA (albumina sérica bovina; 2 mg/mL), variando a
concentracdo de proteina entre 0,05-2 mg/mL. Cada analise foi realizada em triplicata.

Atividades enzimaticas

As atividades enzimaticas foram determinadas utilizando microplacas. Os ensaios
foram realizados em termociclador em microplacas de 96 pocos a 50°C e pH 5,0 (tampé&o
citrato de sodio-acido citrico 0,1 M). Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
quantidade de enzima que libera 1umol de equivalentes a glicose ou xilose por minuto, nas
condicbes de ensaio. Foram calculadas também a atividade especifica, que consiste no

namero de unidades de atividade por miligrama de proteina (U/mg de proteina).

a) Determinacdo do potencial de sacarificacdo do extrato enzimatico (FPase):

Para determinar o potencial de sacarificacdo do extrato enzimatico foi utilizado ensaio
de FPase em microplacas (em triplicata). Como substrato foram utilizados discos de 7 mm do
papel filtro Whatman n°1 (GE Healthcare, UK) (XIAO et al., 2004). Foi obtida a curva padrao
de glicose, usando-se uma solucdo de glicose a 10 mg/mL. Este ensaio corresponde ao
método de FPase (GHOSE, 1987), o qual foi adaptado por XIAO et al. (2004) para realizacao
em microplacas e apresenta boa correlagdo com a metodologia original.

Os controles foram feitos em triplicata para o branco da enzima (sem substrato),
branco do substrato (sem enzima) e para cada amostra. Em cada pogo foram adicionados 40
pL de tampdo citrato de sédio/acido citrico 0,1 mol/L pH 5,0, um disco de papel filtro tipo
Whatman® e 20 pL do extrato enzimatico. Na reacdo controle (branco da enzima) foram
adicionados em cada po¢o 40 pL de tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,2mol/L pH 5,0 e
20 uL da enzima. E na reacdo controle (branco do substrato) foram adicionados 60 pL de
tampdo citrato de sddio/acido citrico 0,1mol/L pH 5,0 e um disco de papel filtro. Apds
incubacdo por 60 min a 50 °C, 120 pL de solucdo de acido 3,5 - dinitro - salicilico (DNS)
(MILLER, 1959) foram adicionados e a mistura foi novamente incubada por 10 min a 97°C.

Para determinar a absorbancia, 36 pL foram retirados de cada um dos pocos e

transferidos para uma microplaca de Elisa contendo 160 pL de &gua destilada em cada poco.
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A leitura da absorbancia foi feita em 540 nm (SpectraMax M2e, Molecular Devices Co.,
Sunnyvale, CA, EUA). A atividade enzimatica foi expressa em U/mL, sendo definida como a
quantidade de agucares redutores liberada na unidade de tempo por mililitro de extrato (umol
de agUcar redutor/min/mL).

b) B-glicosidase:

A determinagdo de B-glicosidase em D-celobiose foi realizada em microplacas de PCR
(triplicata). No ensaio foi preparada uma solugdo de D-celobiose (Sigma-Aldrich) a 15 mM
em tampdo citrato/acido citrico 0,1M pH 5,0. Foi feita uma curva padrdo de glicose,
utilizando-se uma solucédo de glicose a 5 mg/mL (GHOSE, 1987). Aos pocos correspondentes
ao branco da enzima foram adicionados 100uL de tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1M
pH 5,0 e 100 puL do extrato e aos pogos correspondentes ao branco do substrato adicionou-se
100 pL tampéo citrato/acido citrico 0,1 M pH 5,0 e 100 pL da solucdo celobiose 15 mM
(substrato). Ao pogo correspondente ao branco do aparelho (solucdo utilizada para zerar a
leitura da Absorbancia) foram adicionados 200uL de tampao citrato/acido citrico 0,1 M pH
5,0. Para os ensaios de atividade enzimatica, foram adicionados 100 pL de solucéo celobiose
e 100 pL do extrato enzimatico. A reacdo foi colocada em termociclador e incubada a 50°C
por 30 min com uma etapa adicional de 95°C por 10 min para inativacdo das enzimas.

Para deteccdo da glicose gerada, 2,5 pL de cada uma das amostras contidas nos pogos
da placa de PCR foram transferidos para uma placa de ELISA. Em seguida, 250 pL do
reagente glicose oxidase (Bioclin) foram adicionados e a placa foi incubada em
espectrofotometro (SpectraMax Plus384, Molecular Devices) a 37°C por 10 min. A
absorbéancia foi determinada a 505 nm. A curva padrdo de glicose foi composta de quatro
pontos, preparada com diluicdes da solucdo padrédo de glicose a 5 mg/mL. O ensaio foi
realizado em triplicata.

O calculo da atividade enzimatica foi realizado utilizando o valor obtido da
absorbancia da amostra, descontado do valor da absorbancia do branco da enzima e do branco
do substrato. Como resultado obtido, calculou-se a concentracdo de glicose gerada a partir da
equacdo obtida com a curva padrdo. A atividade enzimatica foi expressa em U/mL, sendo
definida como a quantidade de glicose liberada na unidade de tempo por mililitro de extrato
(wmol de glicose/min/mL).

c) Xilanase

A quantificacdo de xilanase foi realizada em placa de PCR (96 pogos) utilizando 10

ML de solugdo de xilana de faia 1% - Sigma Aldrich (substrato) com 10 pL de extrato

enzimatico.
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Ao branco da enzima foram adicionados 10 pL de tampéo citrato de sddio/acido
citrico 0,1 M pH 5,0 e 10 pL do extrato enzimatico. Ao branco do substrato adicionou-se 10
ML tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5,0 e 10 pL de solugdo de xilana 1%. Em
termociclador, a placa de PCR foi incubada a 50°C por 30 min. No intervalo da incubacéo, foi
preparada uma solucdo padréo de xilose 5 mg/mL para o preparo da curva padréo.

Apb6s a incubacdo, foram adicionados 30 pL de solucdo de DNS (acido
dinitrosalicilico) e novamente a placa foi vedada e incubada em termociclador, desta vez, a
95°C durante 10 min. Em uma placa de Elisa foram adicionados 160 pL de agua destilada a
cada um dos pocos e apds homogeneizar com pipeta multicanal, todo o contetdo da placa de
PCR foi transferido. A absorbancia foi determinada a 540 nm em espectrofotometro.

Uma unidade de xilanase (Ul.mL™) foi definida como a quantidade de enzima que
hidrolisa o substrato para gerar 1 pmol de xilose por minuto. Foi descontado o valor da
absorbancia do branco da enzima e do branco do substrato. Com o resultado obtido, calculou-
se a concentracdo de xilose gerada a partir da equacdo obtida com a curva padrdo, com as
diluigdes realizadas.

d) _Endoglicanase

Realizada conforme descrito no item 3.2.3.2.2 ¢ (xilanase), o substrato nesta reacéo é
CMC (carboximetilcelulose) e a curva de padrdo foi preparada com solucdo de glicose 5

mg/mL.

Hidrdélise enzimatica de bagaco de cana pré-tratado por autohidrdlise

Empregando extrato enzimatico dos fungos selecionados, foi realizada a hidrolise
enzimatica de bagaco pré-tratado por autohidrdlise (descrito anteriormente). A hidrolise foi
feita em placas “DeepWell” de 24 pogos (Axygen Biosciences, Hangzhou, China).

A hidrélise enzimatica foi realizada com teor de so6lidos de 5 % (m/v). Em cada um
dos pocos, foram colocados 0,7 g de biomassa pré-tratada (73% de umidade), volume de
extrato enzimatico (2,5 mL, ~50% do volume total) e solucdo tampéo acido citrico/citrato de
sodio 0,1 M pH 5,0 em um volume final de 4 mL. A hidrdlise foi realizada em triplicata. As
placas foram imediatamente vedadas com filme plastico e incubadas em um agitador orbital
sob agitacdo constante de 200 rpm, a 50°C, durante 24 horas. O hidrolisado foi coletado e em
seguida centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e depois avaliado para determinacao
da quantidade de glicose, xilose e celobiose, utilizando HPLC-RID.

Com base nos resultados deste experimento, uma cepa foi selecionada para

continuidade da avaliacdo enzimatica.
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3.2.3.3. Caracterizacdo enzimética e desempenho de hidrolise do extrato enzimatico
(secretoma) produzido por Talaromyces amestolkiae CP-230 apds cultivo em dois tipos
de bagaco de cana pré-tratado

Com base no desempenho de hidrolise do bagaco tratado por tratamento hidrotérmico
nos testes anteriores, uma cepa foi selecionada (T. amestolkiae CP-230). Para melhor
caracterizacdo enzimatica dessa cepa e para definir qual tipo de bagaco pré-tratado é mais
adequado para inducdo da producéo de enzimas, um novo cultivo foi realizado para obtencao
de extratos enzimaticos. Dessa vez, o cultivo foi realizado utilizando duas biomassas pré-
tratadas distintas como fonte indutora no mesmo meio de cultivo descrito anteriormente:
bagaco pré-tratado por autohidrélise (seco e triturado) e bagaco pré-tratado por método
organosolv (seco e triturado; obtido da seguinte forma: pré-tratado em solugéo etanol e agua,
teor de solidos na proporc¢édo sélido:liquido de 1:6 (m/v) a 180 ° C por 2 horas). Estes dois
extratos enzimaticos (secretomas) foram denominados CP230-H e CP230-O, respectivamente,
e foram submetidos a dosagem de atividades enzimaticas (descritas anteriormente) e aplicados
na hidrolise dessas mesmas biomassas pre-tratadas.

O experimento de hidrélise enzimatica das biomassas pré-tratadas por autohidrolise e
organosolv foi realizado com 3 repetigdes em placas “Deep Well”, com 5% (m/v) de
biomassa pré-tratada, em tampéo acido citrico/citrato de sodio 0,1 M pH 5,0. Nesta etapa, a
enzima foi dosada por FPU/g de biomassa (base seca), para melhor comparacdo entre 0s
extratos obtidos. A dosagem utilizada foi de 3,3 FPU/g de biomassa (padronizacéo feita pela
menor atividade FPase, apresentada pelo extrato CP230-0). Além dos extratos enzimaticos
obtidos pelo cultivo de T. amestolkiae CP-230, o coquetel enziméatico comercial Cellic CTec3
(220 FPU/ mL, padréo de comparacdo) foi incluido nos experimentos, na mesma dosagem de
3,3 FPU/g de biomassa.

Apos a hidrolise, a fracdo liquida foi recuperada e as concentragdes de glicose, xilose e
celobiose determinadas por HPLC-RID (Aminex HPX-87H). Foi utilizado teste t de Student
(0=0.05) para avaliar se houve diferen¢a significativa entre as médias dos teores de glicose
presentes no hidrolisado. Além dos valores de concentracdo dos acucares, também foi
calculada a conversdo da celulose em glicose (concentracdo de glicose obtida na hidrolise
enzimatica/glicose maxima tedrica, calculada com base no teor de glicana da biomassa).

Para determinacdo do teor de celulose, hemicelulose e lignina das biomassas utilizadas
foi realizada a sua caracterizacdo quimica. Para tanto, foi utilizada metodologia de ensaio

adaptada de Gouveia et al. (2009). As amostras de 1 grama de bagaco pré-tratado (moido a 20
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mesh em moinho Wiley) foram transferidas para tubos de 25 mL e tratadas com 5 mL de
H2S04 72% (v/v), sob vigorosa agitacdo, em um banho termostatizado a 45°C por 7 min.

As amostras foram transferidas para frascos erlenmeyers de 250 mL, adicionando-se o
volume de 125 mL de &gua. Os erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e
autoclavados por 30 min a 121°C. Apo6s a descompressdo da autoclave, os frascos foram
retirados e resfriados a temperatura ambiente, sendo a fracdo sélida separada da fracéo liquida
por filtragdo em papel filtro qualitativo. A fracdo liquida foi transferida para baldo
volumétrico de 250 mL, o qual teve o seu volume completado com agua destilada; a fracdo
solida foi lavada com &gua destilada; esta solucdo foi utilizada para analises de carboidratos.
A quantificacdo dos carboidratos foi feita por cromatografia liquida (HPLC/RID), utilizando
coluna Aminex HPX-87H (BioRad) aquecida a 45°C, fase mével constituida de uma solucédo
de H2S04 0,005 M com vazéo de 0,6 mL/min e detector RID a 40°C.

Para determinacdo da lignina insoluvel, o papel filtro contendo a fragdo sélida foi
lavado com 2000 mL de &gua destilada e foi seco em estufa a 100°C, até atingir massa
constante. Desse modo, considerou-se a massa seca retida no papel filtro como lignina.

Para determinar os polissacarideos foram calculados os teores de celulose e
hemicelulose, utilizando os seguintes fatores de conversdo: celulose = 0,90 x Glicose (g) +
0,95 x celobiose (g) + 1,2 x HMF (g) + 3,09 x &cido férmico (g) e hemicelulose = 0,88 x
xilose (g) + 0,88 x arabinose (g) + 0,72 x &cido acético (g) + 1,37 x furfural (g). A
composicdo dos materiais lignoceluldsicos utilizados no presente trabalho é mostrada no

quadro abaixo.

Bagaco de cana (pré-tratamento hidrotérmico)

% Média Desvio
Celulose 48,41 2,16
Hemicelulose 1,42 0,16
Lignina 40,69 0,78

Bagaco de cana (pré-tratamento organosolv)

Média Média Desvio
Celulose 52,39 1,72
Hemicelulose 11,22 0,36
Lignina 18,81 0,58
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Classificacdo taxondmica de uma colecdo de fungos endofiticos de P. cupana e R.
mangle por meio de analise de sequéncia da regido 1TS1-5.8S-1TS2 do DNA ribossémico

Neste trabalho, uma colecdo de 291 fungos endofiticos de plantas da Amazonia e de
manguezal foi avaliada quanto a viabilidade e pureza e foi caracterizada por métodos
moleculares (analise de genes marcadores taxonémicos).

Os resultados mostraram produtos de amplificacdo Unicos da regido ITS1-5.8S-1TS2
do rDNA, com tamanho de aproximadamente 600 pb, os quais foram obtidos com sucesso
para as 291 cepas avaliadas. A Figura 10 representa o perfil de amplificacdo obtido para
alguns fungos utilizando os primers ITS1-F e ITS4.

Figura 10. Produtos de amplificacdo da regido 1TS1-5.8S-1ITS2 do rDNA de fungos
endofiticos de P. cupana e R. mangle. A primeira canaleta a esquerda representa o marcador
de peso molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). A numeragdo correspondente as
seguintes cepas: 129 (EP 565), 130 (EP 613), 142 (EP 608), 243(31G), 265 (RZ487%*), 273
(RZ 464), 274 (CED 433/1 A), 275 (RZ 491), 277 (CED 389B), 278 (CE 93*), 279 (EP558),
280 (CE 101 OU 161*), 281 (EP 541), 282 (EP 600*), 283(RZ 491 NOVO), 286 (RZ 521),
290 (CE 101), 294 (EP 593), 295 (EP 596). Os asteriscos sdo denominacdes que vieram nos
cddigos das cepas, ndo representam nenhum significado.

Ao todo, das 291 cepas sequenciadas, 218 apresentaram sequéncias da regido ITS com
qualidade suficiente para analise, com tamanho de no minimo 400 pb. Os resultados
mostraram que, das 218 cepas que puderam ser classificadas, 4 pertencem ao filo
Basidiomycota (Classe Agaricomycetes) e 214 ao filo Ascomycota. Entre 0s ascomicetos, 163
pertencem a classe Sordariomycetes, 40 a classe Eurotiomycetes e 11 a classe
Dothideomycetes. Das 218 cepas, 5 ndo corresponderam a nenhum género fangico conhecido
depositado nos bancos de dados avaliados. Em funcao disso, esses fungos foram classificados
de acordo com a maior identidade com sequéncias dos bancos de dados utilizados. Por

exemplo, 3 basidiomicetos foram classificados como pertencentes a ordem Agaricales; 1
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ascomiceto como pertencente a ordem Xylariales; e 1 ascomiceto pertencente a classe
Eurotiomycetes, conforme mostrado no Anexo 1.

Ao todo foi possivel distinguir 23 géneros diferentes, sendo que os mais frequentes
foram Clonostachys, Diaporthe, Fusarium e Trichoderma. Especificamente, os 23 géneros
identificados pela analise da regido ITS do rDNA e sua frequéncia foram: 3 Annulohypoxylon,
13 Aspergillus, 49 Clonostachys, 1 Colletotrichum, 1 Cordyceps, 40 Diaporthe, 2 Dokmaia, 1
Eutypa, 38 Fusarium, 2 Lasiodiplodia, 5 Neofusicoccum, 2 Neopestalotiopsis, 1 Neurospora,
1 Ophiocordyceps, 3 Paecilomyces, 2 Paraconiothyrium, 11 Penicillium, 1 Phialemonium,1
Sarocladium,12 Talaromyces, 1 Trametes, 22 Trichoderma e 1 Xylaria (Anexo 1).

Com relacdo a espécie vegetal de origem dos fungos, observou-se que 0s géneros
Colletotrichum, Neurospora, Sarocladium, Trametes e Xylaria foram identificados apenas
entre os 35 fungos endofiticos de mangue-vermelho (R. mangle). Enquanto que
Annulohypoxylon, Aspergillus, Clonostachys, Cordyceps, Dokmaia, Eutypa, Lasiodiplodia,
Neopestalotiopsis, Ophiocordyceps, Paecilomyces, Paraconiothyrium, Phialemonium e
Talaromyces foram identificados entre as 256 cepas oriundas do guaranazeiro (P. cupana).

Para alguns grupos de taxonomia complexa (Aspergillus, Penicillium, Trichoderma,
Fusarium, Diaporthe) é necessario avaliar outros genes além da regido ITS, para classificacdo
ao nivel de espécie, o que também é denominado como anélise multilocus (CHAVERRI et al.,
2015). Devido a isso, optou-se por apresentar os dados de classificagdo ao nivel de género
para as 218 cepas que tiveram sequéncias de boa qualidade. Ainda assim, conforme mostrado
no Anexo 1, algumas cepas foram apresentadas com identificacdo ao nivel de espécie quando
alcancaram 100% de identidade com sequéncias de ITS de type strains em mais de uma base
de dados utilizada. Futuramente, analises filogenéticas deverdo ser realizadas para cada
género identificado, em comparacdo com sequéncias de linhagens tipo das espécies que
compdem o género.

Poucos trabalhos tém sido realizados para avaliara diversidade de fungos endofiticos
associados ao guaranazeiro (SIA et al., 2013; BATISTA et al., 2017; SILVA et al., 2018).
Fungos fitopatogénicos do género Colletotrichum estdo entre 0s mais estudados, pois causam
doencas de impacto econdmico para a cultura (BONATELLI et al., 2016). Alguns estudos
identificaram fungos endofiticos de guaranazeiro da Amazbdnia capazes de produzir
metabolitos bioativos (ELIAS, 2015; SILVA et al., 2018; ELIAS et al., 2018). De forma
semelhante ao observado neste trabalho, os autores relataram a identificacdo de Aspergillus,
Clonostachys, Diaporthe, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium,Talaromyces, Trichodermae

Xylaria, entre outros, como parte da microbiota endofitica desta planta. Os resultados do
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presente trabalho ampliam o conhecimento do inventério de géneros até entdo descritos em
associacdo endofitica com as folhas, ramos, frutos, sementes e raizes de P. cupana. Isso €
exemplificado pela descoberta de que Annulohypoxylon, Cordyceps, Dokmaia, Eutypa,
Lasiodiplodia, Neopestalotiopsis, Ophiocordyceps, Paraconiothyriume Phialemonium
compbem a comunidade microbiana endofitica desta planta tipica da Amazénia.

Plantas de manguezal sdo colonizadas por uma ampla diversidade de fungos
endofiticos, apesar de seu habitat extremo em termos de salinidade, pH, e influéncia de marés
(LI et al., 2016). Em relacdo aos fungos endofiticos de mangue-vermelho (R. mangle), podem
ser citados os trabalhos de SEBASTIANES (2010) e de COSTA et al. (2012). Assim como
observado nos resultados, esses autores relataram que essa planta € comumente colonizada
por Diaporthe, Neofusicoccum,Fusarium, Trichoderma, Colletorichum, Xylaria, Neurospora,
entre outros. Embora um menor nimero de cepas tenha sido avaliado neste trabalho em
comparacdo com outros relatos sobre fungos endofiticos de R. mangle, espécies de
Sarocladium e de Trametes sdo descritas pela primeira vez como componentes da
comunidade de fungos dessa planta tipica de manguezal.

Os resultados obtidos contribuiram para o avanco do conhecimento da diversidade de
fungos associados a P. cupana e R. mangle em seus ambientes naturais. Além disso, 0s
resultados foram Uteis para enriquecer os bancos de germoplasma de microrganismos da
Embrapa, em especial a “Cole¢do de Microrganismos e Microalgas Aplicadas a Agroenergia
e Biorrefinarias”, a qual mantém as cepas deste estudo. Uma vez purificadas e identificadas,
os 291 fungos foram caracterizados quanto a capacidade de produzir enzimas para

despolimerazacédo de polissacarideos, conforme descrito adiante.

3.3.2. Capacidade de degradacdo de polissacarideos em meio de cultura sélido de 291
fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle e selecdo de cepas produtoras de enzimas

A caracterizacdo enzimatica de 291 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle foi
realizada como parte de uma estratégia para selecdo de cepas promissoras quanto a
degradacdo de polissacarideos. Essa triagem primaria teve como foco a determinacdo do
indice enzimatico e do perfil de degradacdo dos polissacarideos carboximetilcelulose (CMC),
amido, xilana e pectina, sendo que a capacidade de crescimento em celulose microcristalina
também foi investigada. A prospeccdo de fungos produtores de enzimas por meio de testes em
meio sélido € uma estratégia simples e rapida para analise de um grande namero de cepas
(POINTING, 1999). A producdo de zonas de clareamento do substrato ao redor da coldnia

indica a despolimerizacdo dos polissacarideos pelas enzimas secretadas (ZHANG et al., 2006;
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HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975).

Os resultados da determinagdo do indice enziméatico em 5 substratos diferentes, bem
como da capacidade de crescimento em celulose microcristalina dos 291 fungos sdo
mostrados no Anexo 1.

Com relag&o a determinacgdo do indice enziméatico em diferentes substratos verificou-
se que mais de 80% das linhagens avaliadas foram capazes de degradar pelo menos um dos
polissacarideos avaliados (carboximetilcelulose, xilana, pectina em pH 5, pectinaem pH 7 e
amido) (Figura 11). Essa degradacdo foi evidenciada por valores de indice enzimatico
maiores que 1, o que é indicativo de secrecdo de endoglicanase, xilanase, poligalacturonase,
pectina liase e amilase, respectivamente (Figura 11). Ao todo, de 291 linhagens, 87,97%
produziram endoglicanase, 91,75% produziram xilanase, 91,06% produziram
poligalacturonase, 93,81% produziram pectina liase e 85,22% produziram amilase. Apenas 7
(2,4%) cepas nao cresceram em nenhum dos 5 meios de cultura utilizados (Anexo 1).

A andlise estatistica revelou diferencas significativas entre as cepas (p < 0,01) quanto
a capacidade de producéo de enzimas (Anexo 1). Os fungos que apresentaram valores de
indice enzimatico maiores que 1 em pelo menos 1 dos substratos puderam ser agrupados em
classes fenotipicas, conforme o perfil de degradacéo de polissacarideos (simultanea de 2 ou

mais substratos, ou exclusiva de 1 dos polissacarideos testados) (Anexo 1).
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Figura 11. Porcentagem de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle (total de 291 linhagens) que
apresentaram indice enzimatico (IE) > 1 quando cultivados por 6 dias a 25°C em meio sélido contendo
diferentes polissacarideos como Unica fonte de carbono. Carboximetilcelulose (CMC), xilana, pectina
(pH 5,0), pectina (pH 7,0) e amido sdo substratos utilizados para detecgdo preferencialmente de
endoglicanase, xilanase, poligalacturonase, pectina liase e amilase, respectivamente.

Das 214 cepas produtoras de amilase (isto €, que apresentaram IE > 1 em amido), 4
delas apresentaram os maiores valores de IE (2,68 a 4,14) e foram identificadas como

Neopestalotiopsis, Neofusicoccum, Paraconiothyrium e Clonostachys. Das 256 linhagens que
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degradaram xilana, 18 delas (~~7%) apresentaram 0s maiores valores de IE (2,96 a 5,26) e
pertencem aos géneros Paraconiothyrium, Annulohypoxylon, Neopestalotiopsis, Aspergillus,
Clonostachys, Talaromyces, Sarocladium, Neofusicoccum, e Diaporthe. Em relacdo a
producdo de pectinases, das 252 cepas produtoras de poligalacturonase, 13 delas (~~5%)
apresentaram os maiores valores de IE (2,76 a 4,03), com destaque para cepas classificadas
como Neopestalotiopsis, Annulohypoxylon, Diaporthe e Neofusicoccum, entre outras cepas
ndo identificadas. J& entre as 258 cepas produtoras de pectina liase, 16 delas (~~6%)
apresentaram os maiores IE (3,25 a 6,36) e foram classificadas como Paraconiothyrium,
Neopestalotiopsis, Aspergillus, Neofusicoccum, Agaricales, Clonostachys, Diaporthe,
Phialemonium, Talaromyces, Xylariales e Cordyceps.

Com relagdo a producdo de celulases (endoglicanase), das 237 cepas produtoras, 27
delas (~~11%) apresentaram o0s maiores valores de IE (2,75 a 4,18) e foram classificadas
como Aspergillus, Diaporthe, Neofusicoccum, Talaromyces, Fusarium, Clonostachys, e
outras cepas ndo identificadas (Anexo 1).

Alem da determinagdo do indice enzimatico em meio contendo celulose solivel
(CMC), as 291 cepas também foram caracterizadas quanta a capacidade de crescer em
celulose microcristalina como Unica fonte de carbono (substrato insoltvel). O crescimento
nesse substrato indica a producao de celulases totais. Das 291 cepas, apenas 3 ndo cresceram
neste substrato (Tabela 5; Anexo 1), e para as cepas que cresceram, o diametro variou de 0,85
mm até 85 mm. Das 288 cepas que cresceram em Avicel, aproximadamente 14%
apresentaram crescimento maximo (75 a 85 mm) nas condi¢des avaliadas (Anexo 1; Tabela
5), indicando o potencial desses fungos para degradar materiais celulésicos.

A analise estatistica dos dados de crescimento em Avicel também revelou diferencas
significativas entre as linhagens (Anexo 1). De modo geral, a maioria das linhagens
classificadas como Neofusicoccum e Trichoderma apresentou crescimento superior na
celulose microcristalina (> 75 mm), juntamente com alguns representantes de
Annulohypoxylon, Clonostachys, Lasiodiplodia, Diaporthe, Fusarium, Neurospora,
Paecilomycese Penicillium (Tabela 5). Também foi possivel observar que, salvo algumas
excecOes, a maioria das cepas de Penicillium, Talaromyces, Aspergillus e Clonostachys
apresentou menor crescimento em celulose microcristalina (Anexo 1). Também foi observado
que as linhagens com maior capacidade de crescimento em Avicel ndo foram as mesmas que
apresentaram os maiores valores de indice enzimatico em meio contendo CMC (Anexo 1).
Isso revela a importancia de avaliar estes dois tipos de celulose (solavel e insoltuvel) em

programas de bioprospeccdo de fungos celuloliticos.
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Tabela 5. Didametro de crescimento de 291 linhagens de fungos endofiticos de P. cupana e R.
mangle em meio contendo celulose microcristalina (Avicel PH-101) como Unica fonte de
carbono, apds 4 dias de crescimento a 25°C. *Teste de Scott-knott a 5% (p=0,005, 95%) de
nivel de significancia.

Crescimento  NUmero de Classificacdo taxondmica
(mm) linhagens
0,00 3 Diaporthe, Agaricales
0,85a9,95 25 Clonostachys, Diaporthe, Fusarium, Xylariales, Phialemonium,

Talaromyces, Trametes, Trichoderma, Xylaria

10,21 a 29,97 73 Annulohypoxylon, Aspergillus, Clonostachys, Diaporthe,
Dokmaia,Eutypa, Fusarium, Paecilomyces, Paraconiothyrium,
Penicillium, Talaromyces, Lasiodiplodia

30,08 a 49,70 96 Annulohypoxylon, Aspergillus, Clonostachys, Cordyceps, Diaporthe,
Dokmaia,Fusarium, Ophiocordyceps, Paecilomyces, Penicillium,
Talaromyces, Trichoderma

50,71 a 69,90 47 Fusarium, Neopestalotiopsis, Penicillium, Colletotrichum,Agaricales,
Aspergillus
70,43 a 85,00 47 Annulohypoxylon, Clonostachys, Lasiodiplodia, Diaporthe, Fusarium,

Neofusicoccum, Neurospora,Penicillium, Trichoderma, Paecilomyces

Com base nos resultados de indice enzimatico, de crescimento em celulose
microcristalina e de identificacdo taxonémica foram selecionadas 27 cepas para uma segunda
etapa de triagem, com foco na producdo de celulases e hemicelulases em cultivo em
fermentacdo submersa e analise de desempenho de extratos enzimaticos (secretoma) na
hidrolise de biomassa lignocelulésica. Embora tenha sido dada preferéncia para as linhagens
com valores elevados de IE e de crescimento em celulose microcristalina, algumas linhagens
com valores medianos foram também selecionadas por apresentarem um perfil de degradacéo
completo, ou seja, foram capazes de degradar todos os polissacarideos avaliados. Das 27
cepas selecionadas, 5 sdo de R. mangle e 22 de P. cupana.

As Figuras 12 e 13 resumem graficamente (heatmap) os dados de IE e de crescimento
em celulose microcristalina, respectivamente, obtidos para as 27 cepas selecionadas para
continuidade da bioprospeccdo (aproximadamente 10% do total de cepas). Para uma melhor
identificacdo das 27 cepas selecionadas, outros genes marcadores taxondmicos foram
sequenciados e avaliados. Os resultados da analise do gene EFla contra diferentes bases de
dados sdo apresentados no Anexo 2. As Figuras 12 e 13 mostram a classificagdo das cepas

selecionadas com base nesses genes e no ITS rDNA, quando possivel ao nivel de espécie.
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Neste trabalho foi realizada pela primeira vez uma ampla caracterizagdo do perfil de
degradacdo de polissacarideos de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle, com uma
triagem primaria para selecionar linhagens para sacarificagdo de biomassa lignocelulosica.
Como citado anteriormente, fungos endofiticos dessas plantas tém sido investigados quanto a
producdo de metabdlitos bioativos.

O dUnico trabalho que relata algum tipo de caracterizacdo enzimética de fungos
endofiticos de P. cupana é o de SILVA et al. (2018). Estes autores isolaram 37 cepas de P.
cupana da Amazonia e avaliaram a producdo de amilase e celulase usando testes qualitativos.
A presenca ou auséncia de halo de degradacdo do substrato foi avaliada. Amilase foi
produzida por espécies dos géneros Pestalotiopsis, Diaporthe, Mycoleptodiscus, Fusarium,
Mycena, Penicillium e Trichoderma. Celulase foi detectada para espécies dos géneros
Diaporthe, Pestalotiopsis, Fomitopsis, Mycoleptodiscus, Paecilomyces, Arxiella, Fusarium,
Penicillium, Trichoderma, Colletotrichum e Xylogone. Alguns desses géneros também

produziram amilases e celulases em condi¢es semelhantes no presente trabalho (Anexo 1).
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Figura 12. Representacdo gréafica (heatmap)dos valores de indice enzimatico (médias) de 27 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle selecionados para
continuidade da bioprospeccdo visando & selecdo de cepas produtoras de extrato enzimatico eficiente para hidrélise de biomassa lignocelulésica. A
classificacdo apresentada foi baseada na analise dos genes 1TS1-5,8S-ITS2, EFla e actina contra diferentes bases de dados.”Fungos de R. mangle; "Fungos de

P. cupana.
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Figura 13. Representacdo grafica (heatmap) dos valores médios de didmetro (mm) das colbnias apos
crescimento em meio minimo contendo Avicel PH-101 como Unica fonte de carbono de 27 fungos
endofiticos de P. cupana e R. mangle selecionados para continuidade da bioprospeccdo visando a
selecdo de cepas produtoras de extrato enzimatico eficiente para hidrélise de biomassa lignocelul6sica.
O experimento foi realizado em triplicata e os fungos foram incubados por 4 dias a 25°C. A
classificagcdo apresentada foi baseada na analise dos genes ITS1-5,8S-1TS2, EFla e actina contra
diferentes bases de dados. *Fungos de R. mangle; “‘Fungos de P. cupana.

Em relacdo aos fungos endofiticos de R. mangle, pode ser citado o trabalho de
MAROLDI et al. (2018). Os autores avaliaram uma colecdo de 41 fungos endofiticos de
diferentes plantas de manguezal, entre elas R. mangle, quanto a capacidade de produgéo de
celulases. A triagem inicial foi feita exclusivamente em meio minimo s6lido contendo Avicel

como fonte de carbono. Todos os 11 fungos endofiticos de R. mangle avaliados (1 linhagem
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de Aspergillus, 2 de Diaporthe, 1 de Fusarium, 4 de Trichoderma, 1 de Penicillium e 2 de
Xylaria) foram capazes de crescer em celulose microcristalina, revelando sua capacidade de
degradar materiais celulésicos. A analise foi do tipo presenca ou auséncia de crescimento
ap6s 7 dias, ndo sendo possivel separar as cepas de crescimento lento ou vigoroso. No
presente trabalho, o crescimento em Avicel foi verificado para todas as 35 linhagens
endofiticas de R. mangle, sendo que o maior crescimento (> 75 mm) foi observado para cepas
de Neofusicoccum e de Trichoderma provenientes dessa planta (Anexo 1).

Quanto a producdo de enzimas degradadoras de polissacarideos, as linhagens que
apresentaram os maiores crescimentos em Avicel e os maiores indices enzimaticos em outros
polissacarideos pertencem a grupos taxondmicos que nao tém sido tradicionalmente utilizados
para producdo de enzimas industriais, tais como Neofusicoccum, Paraconiothyrium,
Diaporthe, Talaromyces, Neopestalotiopsis, Clonostachys, Annulohypoxylon. Esses fungos
estdo entre os 27 selecionados e sua capacidade de producdo de enzimas bem como o

desempenho de hidrolise de seus extratos enzimaticos sdo detalhados a seguir.

3.3.3. Producéo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas por 27 fungos endofiticos em
cultivo submerso com bagaco de cana pre-tratado por autohidrélise como fonte de
carbono

A pesquisa envolvendo prospeccdo de novos microrganismos produtores de enzimas
continua a identificar oportunidades para aumentar o desempenho de preparacfes enzimaticas por
meio da suplementacdo com enzimas provenientes da biodiversidade (BERRIN et al., 2012).

Nesse contexto, a associacdo de analise de desempenho na hidrdlise as etapas de triagem
tem um papel importante na busca por fungos produtores de extratos enzimaticos (secretomas)
eficientes para sacarificacdo. As 27 linhagens previamente selecionadas foram cultivadas em
fermentacdo submersa em condi¢cdes ndo otimizadas, utilizando essa mesma biomassa como fonte
de carbono (bagaco de cana pré-tratado por autohidrolise), aléem de farelo de trigo e meio de sais de
MANDELS & WEBER (1969). O extrato enzimatico da linhagem hipercelulolitica de referéncia T.
reesei Rut-C30 obtido nas mesmas condi¢des foi incluido nas analises para comparacdo de
atividade enzimatica. A Figura 14 apresenta a morfologia de todas as 27 linhagens selecionadas

para producdo enzimatica.
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CE 101 ou 161

RZ 482

CED 334

CED 432 EP 652 EPS51/1 CED 371

CED 409 BDA 79 (11A)

CE 101 v CED 413 CE14
Figura 14. Fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle cultivados em meio de cultura Potato
Glucose Agar durante 20 dias a 25°C, exceto as linhagens CED413 e CED414, cultivadas em PDA por
7 dias a 25°C. As linhagens estdo identificadas com seus respectivos codigos.
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O potencial de sacarificacdo dos 27 extratos fungicos e do extrato controle foi determinado
por meio da anélise de FPase (ndo padronizada conforme Ghose, 1957). O secretoma com maior
potencial de sacarificacdo foi o de T. reesei Rut-C30 (0,524 U/mL). Mesmo ndo sendo as condi¢oes
ideais de inducéo dessa cepa mutante, 0 meio de Mandels & Weber foi desenvolvido originalmente
para T. reesei e 0 bagaco pré-tratado por autohidrolise e farelo de trigo foram capazes de induzir a
secrecdo de celulases totais por esse fungo, nas condigdes utilizadas (Figura 15). Entre os 27
secretomas avaliados, 0s mais promissores quanto ao potencial de sacarificagdo (FPase) foram 0s
dos fungos endofiticos do guaranazeiro. Por exemplo, Neofusicoccum sp. EP650 (0,322 U/mL) e T.
amestolkiae CP230 (0,301 U/mL), sequidos de Diaporthe sp. CED385 (0,217 U/mL).

Das 27 linhagens avaliadas quanto a producéo de B-glicosidase, verificou-se que 4 delas,
bem como o controle, ndo produziram essa enzima (0,00 U/mL) (Figura 16). T. reesei Rut-C30 é
reconhecido pela baixa capacidade de secrecdo de B-glicosidase. Os trés melhores extratos quanto
aos niveis de pB-glicosidase foram os de T. amestolkiae CP230 (1,66 U/mL), Annulohypoxylon
stygium EP555 (1,66 U/mL) e Neopestalotiopsis sp. CED409 (1,58 U/mL), sendo que ndo houve
diferenca significativa entre esses extratos.

Quanto a producéao de xilanases (Figura 17), a maior producéo foi da cepa Diaporthe sp.
CED382 (1,95 U/mL), seguida pela cepa Diaporthe sp. BDA79(11A) (1,71 U/mL), e pelas cepas
Neofusicoccum ribis 12G (1,67 U/mL) e Diaporthe sp. CED371 (1,69 U/mL). Esses extratos foram
significativamente superiores aos obtidos pela cepa controle T. reesei Rut-C30 (1,48 U/mL). Esses
resultados mostram que essas linhagens podem ser candidatas para producdo de xilanases a serem
avaliadas em misturas enzimaticas para sacarificacdo de biomassa ou para outras aplicacdes.

Quanto a producéo de endoglicanases (Figura 18), os valores de atividade alcancados pelo
fungo endofitico de R. mangle Diaporthe sp. BDA79(11A) (4,98 U/mL) foram significativamente
superiores aos do controle T. reesei Rut-C30 (3,70 U/mL), seguido de Neofusicoccum sp.
BDAG64(9A) (3,03 U/mL). A Figura 19 mostra os resultados de determinacdo do teor de proteinas

nos extratos enzimaticos (secretomas).
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Figura 15. Valores de FPase do extrato enzimatico bruto de 27 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle ap6s 7 dias de cultivo em meio de Mandels e

Weber suplementado com bagaco de cana pré-tratado por autohidrélise e farelo de trigo. Os valores foram comparados com T. reesei Rut-C30. Os valores
representam médias de trés repeticdes. A Gltima linhagemno grafico é a cepa dereferéncia hipercelulolitica T. reesei Rut-C30.
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Figura 16. Avaliacdo da atividade enzimética de B-glicosidase do extrato bruto de 27 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle apds 7 dias de cultivo em
meio de Mandels e Weber suplementado com baga¢o de cana pré-tratado por autohidrolise e farelo de trigo. Os valores foram comparados com T. reesei Rut-
C30. Os valores representam médias de trés repeticdes. A Ultima linhagem no gréfico é a cepa de referéncia hipercelulolitica T. reesei Rut-C30.
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Figura 17. Avaliacdo da atividade enzimatica de xilanase do extrato bruto de 27 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle ap6s 7 dias de cultivo em meio
de Mandels e Weber suplementado com bagaco de cana pré-tratado por autohidrélise e farelo de trigo. Os valores foram comparados com T. reesei Rut-C30.
Os valores representam médias de trés repeti¢es. A Ultima linhagem no grafico é a referéncia hipercelulolitica T. reesei Rut-C30.
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Figura 18. Avaliacdo da atividade enzimética de endoglicanase do extrato bruto de 27 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle ap6s 7 dias de cultivo em
meio de Mandels e Weber suplementado com baga¢o de cana pré-tratado por autohidrolise e farelo de trigo. Os valores foram comparados com T. reesei Rut-
C30. Os valores representam médias de trés repeticdes. A Ultima linhagem no gréfico é a referéncia hipercelulolitica T. reesei Rut-C30.
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Figura 19. Determinacdo de proteina total do extrato bruto de 27 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle apds 7 dias de cultivo em meio de Mandels e
Weber suplementado com bagaco de cana pré-tratado por autohidrélise e farelo de trigo. Os valores foram comparados com T. reesei Rut-C30. Os valores
representam médias de trés repeticdes. A Ultima linhagem no gréfico € a referéncia hipercelulolitica T. reesei Rut-C30.
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A determinacdo da atividade especifica das enzimas nos extratos também foi realizada e os
dados sdo descritos na Tabela 6. A atividade especifica € um parametro importante para avaliar
a atividade enzimética em relacdo a quantidade de proteinas na amostra. Em geral, uma alta
atividade especifica é indicativa da maior concentracdo da enzima de interesse entre as
proteinas totais da amostra. Observa-se que quando comparados com 0 extrato enzimatico
bruto da cepa mutante hipercelulolitica T. reesei Rut-C30, varios dos 27 extratos dos fungos
endofiticos selvagens apresentaram atividade especifica consideravelmente superior, nas
condicdes utilizadas (p. ex.: endoglicanase dos extratos de Diaporthe sp. BDA79(11A) e de
Neofusicoccum sp. BDA64(9A); B-glicosidase do extrato de Neopestalotiopsis sp. CED409;
xilanase do extrato de Diaporthe sp. CED432) (Tabela 6). Embora a atividade especifica seja
variavel em funcdo de diferentes fatores (cinética do cultivo, pH, temperatura, interacdo das
enzimas com o substrato), os dados reforcam o potencial de producdo de enzimas para
despolimerizagéo de polissacarideos de varios dos 27 fungos endofiticos selecionados, mesmo

quando cultivados em condi¢des ainda ndo otimizadas.

Tabela 6. Atividades especificas de FPase, xilanase, B-glicosidase e endoglicanase dos
extratos enzimaticos das 27 linhagens selecionadas (Ul/mg). Os valores representam as
médias de 3 repeticdes.

Atividade especifica (Ul/mg)

Linhagem FPase Xilanase B-glicosidase Endoglicanase
CP230 0,129 0,594 0,710 1,055
CE101/161 0,063 1,064 0,378 1,274
CED334 0,214 1,812 1,417 1,773
CED409 0,217 1,856 1,991 2,378
EP551/1 0,014 0,455 0,057 0,117
CE101 0,058 0,879 0,385 0,942
CED371 0,145 0,845 0,123 0,703
2G 0,059 0,748 0,117 0,499
CE103 0,046 0,350 0,027 0,546
EP593 0,070 0,270 0,152 0,457
BDAG4(9A) 0,183 1,783 1,421 4,584
BDAT79(11A) 0,280 2,014 0,729 5,877
CP256 0,057 0,666 0,000 0,485
EP650 0,237 1,203 0,846 2,075
EP555 0,159 0,939 1,239 1,836
CEDA414 0,094 0,921 0,722 1,085
CED385 0,285 1,703 0,897 2,902
EP595 0,105 0,834 0,000 1,736
CED382 0,128 1,182 0,297 1,753
RZ482 0,077 1,041 0,429 0,000
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CED342 0,042 0,572 0,000 0,196
CED413 0,000 0,000 0,000 0,000
BDAGA(2A) 0,201 1,442 0,848 1,573
12G 0,154 1,231 0,427 0,994
RZ478 0,046 0,536 0,039 0,778
CED432 0,223 2,071 0,831 3,041
EP652 0,043 0,349 0,018 0,254

T. reesei Rut-C30 0,324 1,001 0,000 2,837

Neste trabalho diversos géneros de fungos endofiticos de plantas tropicais de biomassa
pouco explorados foram investigados com maior detalhe em relacdo a sua capacidade de produzir
extratos enzimaticos brutos contendo enzimas para despolimerizacao de polissacarideos. Com base
nos dados de quantificacdo de atividades enzimaticas, os fungos gque merecem destaque séo:
Neofusicoccum sp. EP650, Neofusicoccum ribis 12G, Neofusicoccum sp. BDAG4(9A),
Talaromyces amestolkiae CP230, Annulohypoxylon stygium EP555, Neopestalotiopsis sp.
CEDA409, e varias linhagens de Diaporthe sp. [CED385, CED382, CED371, BDA79(11A)].

Neopestalotiopsis ndo tem sido estudado quanto a producdo de enzimas degradadoras de
polissacarideos, sendo este o primeiro relato de caracterizacéo enzimatica para fungos desse género.
Apenas um trabalho na literatura relata a producédo de lacases ligadas ao micélio produzidas por
linhagens endofiticas de Neopestalotiopsis para uso na remediacdo de efluentes téxteis
(MARZALL-PEREIRA et al., 2019).

Neofusicoccum pertence a familia Botryosphaeriaceae (Classe Dothideomycetes) e é
reconhecido como um enddéfito comum, porém, vérias espécies desse género sdo fitopatogénicas.
Por exemplo, Neofusicoccum parvum causa doengas importantes no tronco de varias espécies
arboreas. O arsenal enzimatico desses fungos tem um papel relevante no ciclo da doenca e alguns
poucos estudos foram realizados visando a caracterizacdo enzimatica de espécies de Neofusicoccum.
Por exemplo, ESTEVES et al. (2014) avaliaram uma colecdo de espécies de Botryosphaeriaceae
por testes qualitativos em diferentes substratos, e também quantificaram atividades enzimaticas nos
sobrenadantes de varias espécies de Neofusicoccum (ap06s cultivo em meio minimo contendo CMC
e extrato de levedura). Os autores detectaram celulases, lipases, proteases e lacases e destacaram que
as endoglicanases de diferentes espécies de Neofusicoccum séo ativas a temperatura de 70°C. Em
outro estudo, MARTIN-SAMPEDRO et al. (2015) isolaram fungos endofiticos de Eucalyptus e
identificaram diferentes espécies de Neofusicoccum. Os autores avaliaram as cepas em testes com
meio solido e detectaram a producdo de lacases. Estes exemplos, juntamente com os dados de
producdo enzimatica obtidos no presente trabalho, confirmam que espécies do género

Neofusicoccum s&o promissoras para desconstrucéo de biomassa.
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Outro género selecionado como promissor para producdo de enzimas foi Talaromyces, no
caso a especie T. amestolkiae. Conforme observado nos resultados, a cepa endofitica de
guaranazeiro T. amestolkiae CP230 produziu altos niveis de atividade de B-glicosidase (1,66 U/mL)
em condi¢cbes ndo otimizadas de cultivo e apresentou elevado potencial de sacarificacdo nas
condigdes utilizadas (Figura 15).

Varias espécies de Talaromyces sdo reconhecidas pela capacidade de producéao de celulases
e hemicelulases. No caso de T. amestolkiae, merecem destaque os trabalhos realizados com as f-
glicosidases desse fungo. Por exemplo, EUGENIO et al. (2017) isolaram uma cepa de T.
amestolkiae na Espanha e verificaram elevada capacidade de produgdo de p-glicosidase. Os autores
relataram a producdo de 1,4-1,8 U/mL em cultivos em fermentagdo submersa com meio de Mandels
contendo diferentes fontes de carbono, inclusive na presenca de glicose, 0 que indica que a f-
glicosidase desse fungo néo € retroinibida pelo produto. No caso, no presente trabalho foram obtidos
niveis semelhantes de atividade de B-glicosidase em cultivo a base de bagago de cana pré-tratado
por autohidrélise. Os autores também descobriram que 0 genoma desse fungo possui varias copias
de genes de B-glicosidase e que duas dessas proteinas sdo secretadas quando o fungo é cultivado em
diferentes fontes de carbono. Sendo que uma delas é induzida por substrato celulésico e a outra é
produzida independentemente do tipo do substrato (EUGENIO et al.,, 2017). A caracterizacdo
bioquimica dessas 2 proteinas revelou estabilidade em uma ampla faixa de pH e estabilidade
térmica a 50°C por mais de 72 horas (MENDEZ-LITER et al., 2017), 0 que tem permitido sua
aplicacdo suplementar na sacarificacdo de biomassas lignocelulosicas em niveis comparaveis aos
obtidos com B-glicosidases comerciais (MENDEZ-LITER et al., 2017).

Entre os fungos endofiticos cujos extratos mostraram altos niveis de atividade enzimética
estdo varias linhagens de Diaporthe endofiticas de guaranazeiro e de R. mangle (Figuras 15 a 18).
Esse género é comumente isolado como endofitico de diversas espécies de plantas e tem sido
estudado pela capacidade de produzir diversos metabdlitos bioativos. No entanto, os relatos sobre o
potencial de producdo de enzimas lignoceluloliticas sdo escassos. O trabalho de MAROLDI et al.
(2018) reportou a caracterizacdo enzimatica de fungos endofiticos de plantas de manguezal e
selecdo de cepas para sacarificacdo de celulose microcristalina. Os autores investigaram diferentes
linhagens endofiticas de Diaporthe e de outros fungos. Para producéo enzimatica e quantificacdo, 0s
fungos foram cultivados em fermentacdo no estado solido em meio a base de farelo de trigo. Os
autores observaram que entre os fungos avaliados, linhagens de Diaporthe foram as mais
promissoras para producgdo de endoglicanase (34 U/g) e xilanase (77 U/qg).

Como visto, 0s novos fungos selecionads tém potencial de producdo de

carbohidrolases diversas para aplicagdo industrial. Considerando os resultados obtidos sobre
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potencial de sacarificacdo (FPase) (Figura 15) dos 27 extratos avaliados, 16 foram
selecionados (com base em FPase maior que 0,1 Ul/mL) para continuidade da bioprospeccéo,

agora com foco na analise de seu desempenho na hidrolise enzimética de biomassa.

3.3.4 Desempenho de hidrolise do extrato enzimético bruto (secretoma) de 16 linhagens
de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle

Seguindo-se a estratégia estabelecida de analise de extratos enzimaticos brutos na hidrolise
de biomassa pré-tratada para selecdo de novas linhagens de fungos lignoceluloliticos, dos 27
extratos avaliados anteriormente, 16 foram selecionados para sacarificacdo de biomassa,
considerando os resultados obtidos na anélise do potencial de sacarificacéo (Figura 15).

Os 16 extratos selecionados para a etapa de hidrolise de biomassa sdo mostrados na Tabela
7. Nota-se que foram escolhidos somente aqueles que apresentaram 0,1 Ul/mL de FPase. Na Tabela
7 também ¢ indicada a quantidade de FPU/g de massa seca que foi adicionada na reacéo de hidrolise

com cada extrato enzimatico.

Tabela 7. Valores de FPU/g dos 27 extratos enzimaticos brutos obtidos no presente trabalho.
Em negrito estdo marcados os 16 extratos que prosseguiram na bioprospecc¢do, com foco na
andlise de seu desempenho de hidrolise.

Linhagem de fungo Ul/mL FPU/g massa seca
CP230 0,301 2,786
CE101/161 0,054 0,495
CED 334 0,196 1,819
CED409 0,172 1,595
EP551/1 0,046 0,424
CE101 0,080 0,742
CED371 0,269 2,494
2G 0,094 0,874
CE103 0,128 1,182
EP593 0,195 1,809
BDAG64(9A) 0,121 1,119
BDA79 (11A) 0,237 2,196
CP256 0,075 0,692
EP 650 0,322 2,983
EP 555 0,212 1,966
CED 414 0,132 1,220
CED 385 0,275 2,544
EP 595 0,094 0,869
CED 382 0,210 1,947
RZ 482 0,059 0,548
CED 342 0,059 0,544
CED 413 0,114 1,059
BDAGA (2A) 0,214 1,986
12G 0,209 1,940
RZ478 0,095 0,877
CED 432 0,144 1,334

EP 652 0,093 0,864
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Uma vez que esse experimento de hidrolise foi realizado por meio de padronizacdo por
volume ao invés de padronizagdo por atividade de FPase, foi realizada uma anélise de correlacdo
estatistica. A analise de correlacdo entre FPU/g e liberacdo de glicose na hidrdlise foi realizada
para comprovar que indefere utilizar padronizagdo por volume ou por atividade. Os extratos
com maior atividade de FPase, e que consequentemente ofereceram maior dosagem de FPU
para a reacdo de hidrdlise, ndo correspondem as maiores liberacdes de glicose ao final da

hidrélise. Os dados sdo aleatoriamente dispersos como mostrado na Figura 20.

3.5

3.0 .

FPU/g massa seca

0.5
0,0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Glicose liberada (g/L)

Figura 20. Dispersdo de glicose liberada e FPU/g de massa seca para cada um dos 16 extratos
avaliados. Para o conjunto de dados foi calculado o coeficiente de correlagdo produto-momento
(r=0,51), indicando ndo existe uma forte dependéncia linear entre as variaveis.

Os resultados obtidos a partir da aplicacdo dos 16 extratos enzimaticos de fungos
endofiticos selecionados em reacdes de hidrolise de bagaco de cana pré-tratado por
autohidrolise sdo mostrados na Figura 21. Foi possivel observar que dos 16 extratos avaliados
na hidrolise do bagaco, o proveniente do cultivo do fungo Talaromyces amestolkiae CP230
foi o que produziu o maior valor de glicose (5,163 g/L), seguido por Neofusicoccum ribis 12G
(2,440 g/L) e Diaporthe citri CED385 (2,273 g/L). Com relacdo a producdo de xilose, 0 extrato
mais efetivo também foi o de T. amestolkiae CP230 (0,923 g/L), seguido por Neofusicoccum
EP650 (0,913 g/L) e Neofusicoccum sp. BDA64(9A) (0,821 g/L).

Com base nesses resultados de desempenho de hidrolise, a linhagem T. amestolkiae
CP230 foi selecionada para uma investigacdao mais detalhada. Ela foi submetida a um novo
cultivo em fermentacdo submersa, tendo como fonte indutora dois tipos de bagaco pré-
tratado: autohidrdlise e organosolv. Essa analise foi realizada a fim de determinar qual tipo de
bagaco pre-tratado é mais adequado para inducdo da producdo de enzimas, visando futura

otimizacgéo da producdo de celulases por essa linhagem. Os dados s&o mostrados a seguir.



99

Xilose H Glicose m Celobiose

.

EP 650 bedefg

{; bede

[o

EP 555 fgh

-

) abc

CED 432 defg
de

| abcd

CED 414 eh

| cde
CED 385 be
e

F+ bcde

|

CED 382 bedef

|

Linhagens

B, abc

BDA 79 (11A) cdefg

l

e

L ab
BDAG4(9A) ‘ bede

i

[
1

| abcd
BDA 6A 2A — bed
e
) abc
12G b
e

1

EP593 i

il

bede
CED 409 fg
de

HH  def

CED 371 efe

]

H bcde

CED 334 efg
de
1
|
H a
CP 230 2
d
1
1
- miRi
CE 103 hi
! 2
T T T T T T 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0

Concentragdo (g/L)

Figura 21. Concentracdo de glicose, xilose e celobiose (g/L) obtida apds 24 horas de reacdo de
hidrélise de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por autohidrolise, utilizando 16 extratos enzimaticos
brutos (secretoma) provenientes do cultivo de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle em meio
de Mandels e Weber com farelo de trigo e bagago pré-tratado por autohidrolise seco e moido. Os
valores representam a média de triplicatas e as barras de erro, o desvio padrdo. As médias identificadas
por uma mesma letra, para uma mesma resposta, ndo diferem significativamente segundo teste de
Tukey (p>0,005).
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3.3.5. Anadlise dos extratos enzimaticos brutos obtidos dos cultivos de T. amestolkiae
CP230 na hidrolise de bagaco de cana pré-tratado por autohidrolise e organosolv

Devido ao bom desempenho de hidrolise do extrato enziméatico (secretoma) do fungo
T. amestolkiae CP230 nos testes anteriores, um novo cultivo foi realizado, tendo 2 tipos de
bagaco pré-tratado como fonte indutora (autohidrélise e organosolv). Este novo cultivo foi
realizado para investigar o efeito do tipo de bagaco na producgdo enzimatica e no desempenho
de hidrolise, em comparacdo com uma enzima comercial (Cellic CTec 3). Também procurou-
se determinar qual tipo de bagaco pré-tratado € mais adequado para inducdo da producédo de
enzimas, visando futura otimizacao da producéo de celulases por essa linhagem.

Os resultados de atividade enzimatica e de determinacdo do teor de proteina total dos
extratos oriundos dos cultivos em bagago autohidrélise (CP230-H) e bagago organosolv
(CP230-0) sédo resumidos na Tabela 8. Nota-se que os niveis de B-glicosidase e de xilanase
ndo diferiram entre os secretomas oriundos de cultivo em bagaco autohidrolise e organosolv.
No entanto, as atividades de FPase e endoglicanase foram significativamente superiores

quando o cultivo foi feito com bagaco autohidrélise.

Tabela 8. Atividades enzimaticas e concentracdo de proteina total dos extratos brutos do
fungo T. amestolkiae CP230, em que CP230-H (cultivado em bagaco de cana-de-agucar pré-
tratado por autohidrélise), e CP230-O (cultivado em bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por
organosolv). Os valores representam a média de triplicatas seguidas pelo desvio padrdo. Os
resultados foram comparados por teste t (comparacdo de medias).

CP230-H CP230-O Teste t (significAncia 5%o)
Proteina (mg/mL) 1,530 £ 0,192 3,033 £ 0,252 CP230-H < CP230-O
Fpase (U/mL) 0,461 + 0,028 0,252 £ 0,016 CP230-H > CP230-0O
Endoglucanase (U/mL) 1,718 £0,128 0,201 + 0,014 CP230-H > CP230-O
Xilanase (U/mL) 2,547 £ 0,679 1,936 + 0,118 CP230-H = CP230-0
B-glicosidase (U/mL) 5,329 + 0,053 5,484 + 0,713 CP230-H = CP230-0O

A Figura 22 mostra os resultados da hidrolise de dois tipos de bagaco pré-tratado
(autohidrélise e organosolv) com os extratos CP230-H e CP230-O, em compara¢do com a
enzima comercial. E possivel observar que, tanto os valores médios de glicose obtidos quanto
o rendimento de glicose (%) em relacdo ao maximo tedrico, ndo diferem entre si na hidrolise
do bagaco pré-tratado por autohidrolise com os 3 extratos enzimaticos (Figura 22A). O
mesmo comportamento foi observado durante a hidrélise do bagaco pré-tratado por
organosolv (Figura 22B). Essa semelhanca de desempenho de hidrolise dos extratos do fungo
CP230 com a enzima comercial revela o potencial desse fungo para sacarificacdo de

biomassas lignocelulésicas.
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Figura 22. A. Concentracdo de acucares liberada ap6s 24 h de reacdo de hidrolise enzimatica (5% de
sélidos, 3,3 FPU/qg) de biomassa pré-tratada por A) Autohidrélise e B) Organosolv. O desempenho dos
extratos CP230-H (cultivo em bagaco de cana-de-aclcar pré-tratado por autohidrélise), CP230-O
(cultivo em bagaco de cana-de-actcar pré-tratado por organosolv) e Cellic® CTec 3 foi comparado,
em pares, por Teste t de comparacdo de médias com nivel de significancia de 5%. Em A), CP230-H =
CP230-0; CP230-H = Cellic® CTec; CP230-O = Cellic® CTec. Em B), CP230-H = CP230-0O;
CP230-H = Cellic® CTec; CP230-0O = Cellic® CTec.

Também foi possivel observar que maior rendimento de glicose (%) foi obtido na
hidrolise do bagaco pré-tratado por organosolv, o que era esperado, dada a maior quantidade
de celulose disponivel para hidrolise nesse tipo de biomassa do que na biomassa pré-tratada
por autohidrolise, por exemplo.

A queda de rendimento de glicose observada na hidrélise do bagaco pré-tratado por
autohidroolise em comparagcdo com o bagaco pré-tratado por organosolv foi de 14,78% para a

enzima comercial, 15,8% para o extrato CP230-H, e 9% para o extrato CP230-0O. Isso pode
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dever-se, em particular, & presenca de lignina (e seus efeitos negativos na hidrolise
enzimatica) no bagaco de cana pré-tratado por auto-hidrdlise, tanto em sua forma nativa
quanto em sua forma degradada (por exemplo, fragmentos de lignina insoldveis em éagua e
outros fendlicos derivados de lignina).

Conforme relatado anteriormente, T. amestolkiae é capaz de produzir diversas f-
glicosidases com elevada estabilidade térmica e tolerancia a retroinibicdo pela glicose,
caracterisiticas importantes para o processo de sacarificacdo de biomassas pré-tratadas
(MENDEZ-LITER et al., 2018; EUGENIO et al., 2017). No entanto, o desempenho de seu
extrato bruto (secretoma) na sacarificacdo de biomassas complexas, tal como o bagaco de
cana, ainda ndo havia sido demonstrado, o que foi feito no presente trabalho. A
disponibilidade da sequencia gendmica (EUGENIO et al., 2017), associada ao desenvolvinto
de ferramentas para sua manipulacéo certamente facilitardo o melhoramento genético visando
aumento da producao de enzimas para aplicagdes em biorrefinarias.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que a bioprospec¢do de fungos
endofiticos de plantas de ambientes pouco explorados e hotspots de biodiversidade constitui
uma estratégia prolifica para descoberta de novas cepas fungicas com capacidades cataliticas

e metabolicas de grande valor biotecnologico.

3.4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo, 291 fungos endofiticos de plantas tipicas da Amazodnia e manguezal
foram identificados e avaliados quanto ao potencial de producdo de enzimas degradadoras de
polissacarideos. Os resultados do presente trabalho contribuiram para o avanco do
conhecimento da diversidade de fungos associados a P. cupana e R. mangle em seus
ambientes naturais. Com uma abordagem robusta de prospeccao, foi possivel obter dados de
producdo destas enzimas por fungos que ndao tém sido tradicionalmente explorados
comercialmente. Dentre estes, a linhagem T. amestolkiae CP230 foi selecionada como
promissora para a producdo de enzimas para conversdo de biomassa lignoceluldsica em
acucares fermentesciveis. O extrato enzimatico (secretoma) produzido por essa linhagem teve
desempenho semelhante ao coquetel enzimatico comercial Cellic CTec 3 quando aplicado
como catalisador na hidrdlise de bagaco de cana-de-aclcar pré-tratado. E importante ressaltar
que as condicbes de cultivo desse fungo ainda ndo foram otimizadas, sugerindo que esta
linhagem selvagem pode ser candidata para estudos futuros de otimizacdo das condigdes de

cultivo e melhoramento genético visando aumento da producédo de celulases.
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ANEXO 1. Avaliacdo de 291 fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle quanto ao indice enzimatico em diferentes fontes de carbono e

capacidade de crescimento em Avicel PH-101.

Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (apds 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
Agaricales EP559 2,22d 1,73e - 2,83e 1,009 41,76d
Agaricales EP560 - - - - - -
Agaricales EP595 2,12d 2,81d 1,95d 4,07c - 54,29¢c
Annulohypoxylon EP605 1,00f - 1,24e - - 27,94e
Annulohypoxylon stygium EP551/1 2,41d 3,94b 3,88a 1,54h 2,06d 78,18a
Annulohypoxylon stygium EP555 - 2,98¢ 2,800 - 2,42c 30,52e
Aspergillus CE130 1,79 2,21d 1,099 2,39f 2,14d 40,97d
Aspergillus CE65 OU 69 2,10d 2,00e 1,05g 2,08g 1,98e 38,72d
Aspergillus CE93 1,66e 2,13d 1,98d 2,39f 2,31c 39,62d
Aspergillus CEDA4592 1,53e 1,54e 1,009 1,909 1,34f 17,14f
Aspergillus EP535 1,60e 2,21d 1,99d 2,36f 2,09d 36,20d
Aspergillus EP563 2,32d 2,34d 1,88e 2,98e 2,13d 34,03e
Aspergillus EP615 2,42d 2,78d 2,08d 2,65f 1,98e 43,76d
Aspergillus EP641 1,16f 2,26d 2,06d 2,099 2,00e 33,71e
Aspergillus EP691 (4 OU 9) 1,54e 1,93e 1,05f 2,224 2,22d 42,02d
Aspergillus RZ487 1,46e 2,16d 1,74d 2,019 1,77e 44,04d
Aspergillus CED459 1,35e 1,46e 1,58e 1,759 1,41f 19,09f
Aspergillus pseudonomius EP593 1,46f 3,74b 2,52¢ 4,55h 2,40c 55,58¢
Aspergillus pseudonomius CED428 4,18a 1,61e 1,43e 1,10i 1,00e 58,27¢
Clonostachys CEl174 2,22d 2,28d 1,5% 3,12e 2,06d 31,62¢
Clonostachys CE187 2,19d 2,16d 1,38f 2,67f 2,34c 33,29
Clonostachys CED323 1,64e 2,70d 1,62¢ 3,13e 2,04d 39,62d
Clonostachys CED324 2,04d 2,52d 1,65e 2,85e 1,219 20,60f
Clonostachys CED325 2,00d 2,10d 1,45e 2,02¢ 1,81e 42,64d
Clonostachys CED326 2,11d 3,69b 1,5% 3,83c 2,68b 36,95d
Clonostachys CED330 2,31d 2,72d 1,37f 2,67f 1,83e 42,85d
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
Clonostachys CED332 2,17d 2,55d 1,40f 2,81e 2,13d 10,249
Clonostachys CED336 1,92d 2,71d 1,44e 2,69f 1,93e 40,31d
Clonostachys CED340 2,36d 2,96¢ 1,94e 3,00e 1,92¢ 35,41d
Clonostachys CED342 2,00d 3,12¢ 1,48¢e 3,14e 1,91e 34,28e
Clonostachys CED346 2,29d 2,48d 1,60e 2,57f 1,96e 40,68d
Clonostachys CED350 1,96d 2,54d 1,56e 2,57f 1,79% 38,77d
Clonostachys CED359 1,62¢ 2,82d - 1,95g 1,43f 10,679
Clonostachys CED361 1,80e 2,72d 1,34f 2,79 2,12d 42,12d
Clonostachys CED368 - 2,49d 1,72e 2,86e 1,84e 34,69¢
Clonostachys CED386 2,09d 2,05d 1,33f 2,44f 2,31c 31,81e
Clonostachys CED406 2,11d 2,25d 1,48e 2,089 1,82¢ 41,93d
Clonostachys CED424 2,34d - 1,64e 3,02e 2,17d 36,38d
Clonostachys CED438 1,72¢ 1,85e 1,31f 2,51f 1,8% 4,339
Clonostachys CED441 1,99d 2,60d 1,48e 2,54f 2,16d 13,85f
Clonostachys CP258 1,15e 2,77d 1,56e 2,60f 1,24f 30,28¢e
Clonostachys CP288 1,72¢ 2,67d 1,38f 2,279 2,18d 18,79f
Clonostachys EP562 1,97d 2,05d 1,54e 2,224 1,76e 34,52¢
Clonostachys EP571 1,12f 2,10d 1,34f 1,949 1,66e 38,29d
Clonostachys EP574 2,22d 2,12d 1,51e 2,31f 1,96e 35,18d
Clonostachys EP594 2,10d 1,83e 1,57e 3,08e 2,15d 19,88f
Clonostachys EP626 2,42d 2,06d 1,62¢ 2,35f 2,01e 38,16d
Clonostachys EP630 - 1,56e - 1,92¢ 1,61e 24,93e
Clonostachys EP652 2,98c 2,36d 1,44e 2,03g 1,84e 38,14d
Clonostachys RzA74 2,19d 2,40d 1,73d 2,56f 1,099 10,70g
Clonostachys RZ484 2,09d 2,68d 1,80d 2,87e 2,28¢ 34,34e
Clonostachys RZ510 2,14d 2,28d 1,42¢ 2,82¢ 2,15d 31,78e
Clonostachys CP256 1,63e 2,56d 1,68e 2,54f 2,07d 79,40a
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
Clonostachys CEDA421 1,53e 2,39d 1,73e 2,441 1,24f 9,549
Clonostachys CE155 1,15f 2,12d 1,58e 2,32f 1,67e 33,85e
Clonostachys CE32 2,15d 2,00e 1,43e 1,689 1,53f 38,77d
Clonostachys CE72 1,91d 2,41d 1,43e 2,169 2,07d 17,64f
Clonostachys CED347 2,16d 2,72d 1,55e 2,89 2,06d 41,75d
Clonostachys CED348 2,33d 2,43d 1,48e 2,53f 2,42¢ 36,47d
Clonostachys CED352 1,88d 2,02d 1,85e 2,179 1,74e 19,37f
Clonostachys CED354 1,67e 1,97d 1,50e 2,049 1,41f 13,089
Clonostachys CED393 2,10d 2,58d 1,56e 1,44h 1,169 10,819
Clonostachys CED394 1,86d 2,42d 1,40f 2,209 2,41c 42,53d
Clonostachys CED405 2,13d 2,51d 1,86e 2,53f 2,32¢C 37,25d
Clonostachys CED441/2 2,27d 2,58d 1,52¢ 2,219 1,96e 35,03e
Clonostachys CED444 2,19d 2,37d 1,87e 2,39f 1,88e 38,95d
Clonostachys CED449 B 1,79 2,35d 1,75 2,52f 1,71e 33,15¢
Clonostachys CEDG612 2,07d 1,76e 1,28f 3,05e 2,31c 11,369
Colletotrichum gigasporum 52G 2,04d 1,17f 1,51e 1,38h 1,009 50,71c
Cordyceps EP616 1,98d 2,46d 1,78d 3,25d 1,91e 39,61d
Diaporthe CED398 - 2,41d 1,009 2,55f - 32,68¢e
Diaporthe 11G 1,62¢ 2,83d 2,34c 2,59f 2,42¢ 3,959
Diaporthe 60G 1,66e 1,61e 1,39f 1,48h 1,45f 71,59b
Diaporthe BDA79(11A) 3,67b 2,81d 1,81e 3,66d 1,50f -
Diaporthe CE114 - 1,93e - - - 11,679
Diaporthe CED341 1,61e 1,39f - 1,42h - 35,00e
Diaporthe CED362/2 2,58d 1,56e 1,75e 1,00i 1,44f 69,22b
Diaporthe CED364 2,16d 1,52¢ 2,00d 1,00i 1,35f 58,56¢
Diaporthe CED367 1,00f 1,10f 1,75e 1,11i - 77,81a
Diaporthe CED385 3,45h 2,05d 2,44c¢ 1,09i 1,55f 61,57c
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
Diaporthe CED388 - 3,18c 3,36b - - 21,21f
Diaporthe CED404 2,56d 2,45d 1,79 1,22i 1,54f 30,22e
Diaporthe CEDA412 3,58b 1,74e 3,11b 1,50h 1,45f 32,52¢
Diaporthe CED414 1,00f - 2,83b - - 79,70a
Diaporthe CEDA417/2 1,60e - - - - 79,70a
Diaporthe CED420 2,84c 1,10f 1,72e 1,00i 1,66e 53,28¢
Diaporthe CEDA426 3,22¢ 1,00f 2,11d 1,609 1,12¢ 79,26a
Diaporthe CED429 2,14d 1,97e 1,73e 1,09i 1,199 60,24c
Diaporthe CEDA431 - - - - - 32,21e
Diaporthe CED432 3,22¢ 1,42¢ 1,81e 1,00i 1,38f 85,00a
Diaporthe CED433/1 2,05d 1,85e - 1,57h 1,009 36,60d
Diaporthe CED440 3,63b 2,18d 1,55e 1,00i 1,39f 42,33d
Diaporthe CED443 2,60d 2,20d 2,09d 1,21i 1,149 52,36¢
Diaporthe CED458 2,70d 1,00f 2,50c 1,25h 1,29f 56,89¢
Diaporthe EP541 2,85¢c 1,35f 1,8% 1,00i 1,009 44,73d
Diaporthe EP578 1,00f 1,54e 1,61e 1,33h - 53,13c
Diaporthe EP579 1,00f 1,45e 1,26f 1,56h - 29,97e
Diaporthe EP583 1,00f 1,67e 1,00f 1,36h - 31,78e
Diaporthe CED371 4,05a 1,62¢ 2,07d - 1,169 70,51b
Diaporthe CED382 3,97a 2,20d 2,50c 1,00i 1,119 56,68¢
Diaporthe CED413 1,35e 1,63e 3,54a 1,97¢ - 44,50d
Diaporthe 14G 2,01d 2,26d 1,98d 2,29f 1,61e 49,30c
Diaporthe 20G 3,24c 1,48e 1,81e 2,90e - 24,51e
Diaporthe CED362/1 3,06¢ 1,67e 2,13d 1,04i 1,009 67,00b
Diaporthe CED395I 3,23c 1,87e 2,02d 1,00i 1,009 54,01c
Diaporthe CED419 2,10d 2,22d - 2,80e - 44,50d
Diaporthe CED423 2,94c 2,25d 2,65¢ 1,21i 1,009 54,28c
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)

Diaporthe CEDA427 - 2,17d 2,53c 2,59f - 53,40c
Diaporthe CED433/2 1,32e - - - - 53,15¢
Diaporthe EP568 2,37d 1,59 1,46e 1,23g 1,13g 77,64a
Dokmaia EP618 1,00f 1,00f 2,24c 2,239 1,219 27,20e
Dokmaia EP642 1,22f 2,58d 1,70d 1,00i 1,46f 26,44e
Eurotiomycetes (classe) EP584 1,81e 2,32d 1,51e 2,019 1,87e 39,19d
Eutypa EP5962 1,00f - - - - 20,56f
Fusarium 30G 1,76e 1,27f 1,28f 1,839 1,46f 6,009
Fusarium 50G 1,3% 2,39d 1,009 2,209 1,61e 31,67e
Fusarium 65G 1,69 1,77e 1,29f 2,069 1,64e 68,74b
Fusarium BDA102 (16A) 2,63d 2,15d 2,37c 2,129 - 21,82f
Fusarium BDA75 (10A) 1,69 1,62¢ 1,25f 1,949 1,53f 79,36a
Fusarium CED353 2,29d 2,15d 1,65e 2,129 2,23d 47,89c
Fusarium CED358 1,62¢ 1,91e 1,37f 1,629 1,52f 49,76¢
Fusarium CED370 1,99d 2,39d 1,84e 2,179 1,83e 61,11c
Fusarium CED379 1,96d 1,82¢ 1,53e 1,799 1,35f 67,77b
Fusarium CED446 1,00f 2,25d 1,48e 2,129 1,64e 79,70a
Fusarium CED452 1,85d 1,64e 1,28f 1,769 1,019 62,04c
Fusarium EP530 2,00d 1,84e 1,77e 2,039 1,69 70,43b
Fusarium EP536 1,40e 1,92¢ 1,37f 1,84g 1,54f 60,00c
Fusarium EP547 2,55d 1,76e 1,66e 2,179 1,65e 56,02¢
Fusarium EP588 1,58e 2,00e - 2,069 1,33f 65,05¢c
Fusarium EP602 2,01d 1,8% 1,64e 2,099 1,75e 61,91c
Fusarium EP607 2,25d 2,14d 1,63e 2,209 1,75e 67,95b
Fusarium EP608 2,23d 1,8% 1,48e 1,809 1,97e 79,40a
Fusarium EP610 1,90d 1,47e 1,53e 1,739 1,58e 46,76d
Fusarium EP624 2,64c 2,41d 2,33c 2,019 1,009 25,11e
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)

Fusarium EP628 2,42d 1,00f 1,72d 1,95¢ 1,65e 60,09c
Fusarium EP633 2,21d 1,97e 1,45e 1,97¢g 1,99 68,17b
Fusarium EP639 2,23d 1,90e 1,65e 2,44f 2,00e 63,91c
Fusarium L1RC3(68-1) 1,39 2,02d 1,29 1,93¢g 1,53f 8,309
Fusarium L2FB3 21-1(38A) 1,27f 1,58e 1,38e 1,82¢ 1,29f 6,259
Fusarium RZ463 1,67e 1,67e 1,31e 1,21i 1,64e 17,85f
Fusarium Rz475/1 1,88d 2,87d 1,48e 1,04i 1,65e 39,20d
Fusarium Rz480 2,20d 2,57d 1,56e 1,83g 1,88e 39,20d
Fusarium RZ495 1,63e 2,21d 1,29 2,00g 1,60e 66,76b
Fusarium RZ496 1,61e 2,33d 1,33e 2,179 1,069 11,219
Fusarium RZ506 2,10d 1,83e 1,88d 2,169 1,049 35,34d
Fusarium RZz511 2,20d 1,52¢ 2,30c 1,799 1,45f 48,51c
Fusarium RZ513/2 2,26d 2,00e 1,3% 1,87g 1,77e 69,90b
Fusarium RZ513/2 B 2,33d 1,91e 1,47¢ 1,969 1,65e 72,66b
Fusarium CED357 1,81e - 1,40f 1,649 1,51f 58,05¢
Fusarium CED4591 2,99c 2,45d 1,62¢ 2,089 1,74e 42,48d
Fusarium CED460 2,05d 2,09d 2,06d 2,039 2,01e 46,19d
Fusarium solani RZ482 2,05d 1,94e 1,37e 2,079 1,61e 78,22a
Lasiodiplodia CED450 1,00f 2,33d 2,02d 2,44f 1,49f 79,70a
Lasiodiplodia CED333 2,24d 1,00f 1,009 1,00i - 28,93e
N&o determinado 10G - - 2,49¢c 2,119 - 24,56e
N&o determinado EP544 2,25d 2,61d 1,90r 2,159 1,83c 23,15f
Né&o determinado EP549 1,31f 1,72¢ 1,48e 1,47h 1,209 20,75f
Né&o determinado EP545 2,20d 1,70e 1,45e 2,03g 1,41f 66,61b
N&o determinado BDA101(15A) 1,77e 1,50e 1,53e 1,829 1,59 2,409
Né&o determinado BDA44A (5A) 1,16f 1,30f 1,25f 1,42h 1,009 8,30¢
N&o determinado BDA57 (7A) 1,30f 1,22f 1,099 1,30h 1,009 8,30¢
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
Né&o determinado BDAS85 (12A) 1,47e 1,79 2,22d 3,03e - 41,37d
N&o determinado CE104 1,48e 1,36f 1,009 1,26h 1,009 79,70a
N&o determinado CE82 - 1,8% 2,76b 3,05e 1,67e 36,46d
N&o determinado CED329 2,34d 2,32d 1,75 2,68f 1,129 9,859
N&o determinado CED338 3,41b 1,91e 1,65e 1,779 1,009 38,98d
Né&o determinado CED345A 1,20f 1,98e 1,94e 1,659 1,63e 17,76f
N&o determinado CED349 2,22d 2,43d 1,42¢ - 2,12d 37,81d
N&o determinado CED351 2,00d 2,84d 1,66e 2,47 1,72¢ 35,04e
N&o determinado CED375 2,02d 2,60d 1,87e 2,87e 1,25f 10,73g
N&o determinado CEDA403 3,19¢ 1,19f 1,53e 1,26h 1,30f 68,600
N&o determinado CEDA422 2,79 1,45e 1,93e 1,19i 1,41f 77,94a
N&o determinado CED449 1,33e 1,53e 1,45e 2,029 1,129 79,70a
N&o determinado CEDA462 2,43d 2,32d 1,93e 2,47f 2,14d 28,39
N&o determinado EP318 1,96d 2,65d 1,87e 1,759 - 43,28d
N&o determinado EP531 - 1,94e 2,61c 2,80e 1,46f 26,24e
N&o determinado EP549/1 2,13d 3,65b 2,58¢c 1,11i 1,23f 16,53f
N&o determinado EP549/2 2,08d 1,98e 1,94e 1,759 1,55f 22,23f
N&o determinado EP550 2,19d - 1,52¢ 2,009 1,70e 73,64b
N&o determinado EP553 - - - 2,94e 1,33f 39,60d
N&o determinado EP554 - - - 1,759 - 24,56e
N&o determinado EP564 1,61e 2,40d 1,94e 1,72g 1,009 56,94c
N&o determinado EP570 1,68e 1,34f 1,74e 1,809 1,009 19,98f
Né&o determinado EP572 2,10d 2,19d - 2,209 1,58e 31,63e
Né&o determinado EP573 2,35d 2,24d 1,79d 2,47f 1,60e 10,21g
N&o determinado EP575 - - 1,67e 4,13c 1,159 7,58¢
Né&o determinado EP576 1,00f 2,57d 2,98b 1,909 - 64,87c
N&o determinado EP577 2,08d 2,37d 1,55e 2,199 1,34f 17,71f
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
N&o determinado EP580 2,01d 2,61d 1,77d 2,85e 1,95e 33,91e
N&o determinado EP5801 1,00f 1,75e 1,45e 1,999 1,64e 35,97d
N&o determinado EP581 1,89d 3,35¢C 1,51e 1,83g 1,26f 10,909
N&o determinado EP585 2,77c 1,51e 2,49c 1,10i 1,63e 61,37c
N&o determinado EP598 2,46d 1,45e 1,94d 1,00i 1,32f 56,34c
N&o determinado EP599 2,34d 2,68d 1,3% 1,00i 1,049 9,879
N&o determinado EP599N - 2,25d 3,11b 2,65f 1,80e 26,19
N&o determinado EP600 1,79 2,54d 1,98d 2,43f 1,92¢ 30,97e
N&o determinado EP601 1,88d 1,73e 1,66e 1,83g 1,72¢ 71,96b
N&o determinado EP603 2,75¢C 2,27d 1,78d 2,079 1,96e 62,52¢c
N&o determinado EP606 1,92d 1,06f 2,01d 1,669 1,55f 25,38e
N&o determinado EP6091 1,00f 1,57e 1,61e 1,63g 1,209 49,14c
N&o determinado EP6092 - 2,12d 1,02f 2,95e 2,26d 27,07e
N&o determinado EP612 2,02d 1,71e 1,79d 1,85¢ 1,38f 39,20d
N&o determinado EP613 A - - 1,88d 2,34f - -
N&o determinado EP614 - 2,02d 3,18b 3,33d 2,34c 33,60e
N&o determinado EP621 3,39b 1,70e 2,03d 2,55f 1,009 76,09a
N&o determinado EP623 2,10d 1,46e 2,25¢c 1,47h 1,129 64,45¢c
N&o determinado EP632 1,52¢ 1,69 0,50f 1,909 1,46f 79,40a
N&o determinado EP634 2,17d 2,32d 1,72d 2,179 1,009 9,699
N&o determinado EP644/1 1,80e 2,18d 1,74d 2,209 - 36,55d
N&o determinado EP647 1,35e 1,76e 1,44e 1,87g 1,24f 59,13c
Né&o determinado EP649 1,91d 2,28d 1,67e 2,68f 2,34c 16,77f
Né&o determinado EP654 1,96d 1,58e 1,50e 2,93e 1,73e 51,63c
N&o determinado L1RC411/36-1(33A) 1,00f 1,33f 1,86d 1,50h 1,009 8,30¢
Né&o determinado L2RB3 20-1 (42A) - - - - - 79,82a
N&o determinado RZ468 2,23d 1,56e 1,88d 1,54h - 31,51e
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Classificac@o taxondmica

Cadigo das cepas

indice enzimatico® em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C)

Crescimento (mm) em
Auvicel (ap6s 4 dias a

CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)

N&o determinado RZ494 1,55e 2,08d 1,43e 2,33f 1,02g 10,51g
N&o determinado Rz497 2,27d 2,16d 1,33e 1,00i 1,63e 39,20d
N&o determinado RZ498 1,97d 1,46e 1,64e 1,58¢ 1,39f 8,879
N&o determinado RZ499 2,39d 2,15d 2,02d 2,269 1,24f 26,15e
N&o determinado RZ499 NOVO 1,94d 1,76e 1,23e 2,41f 1,15¢ 9,95¢g
N&o determinado RZ502 - 1,73e 1,42¢ 1,78¢ 1,45f 27,14e
N&o determinado RZ504 2,13d 2,13d 1,83d 1,95¢ 2,06d 38,25d
N&o determinado RZ516 1,83e 2,15d 1,5% 2,179 1,28f 10,229
N&o determinado RZ518 1,92¢ 2,73d 1,51e 2,66f 2,32¢C 21,07f
N&o determinado RZ520 1,61e 2,35d 1,81d 1,729 1,70e 79,70a
N&o determinado RZ522 2,27d 2,53d - 1,819 1,61e 68,00b
N&o determinado RZ524 1,00f 1,09f 1,00f 1,19i 1,009 77,01a
Neofusicoccum 12G 1,52e 3,42b 3,02b 3,08e 2,39¢ 75,03a
Neofusicoccum 2G 1,46e 2,76d 2,65¢ 3,01e 2,13d 79,68a
Neofusicoccum BDAG64 (9A) 1,25f 2,96¢ 2,56¢ 2,49f 2,32¢C 80,00a
Neofusicoccum BDAGA (2A) 1,5% 3,35¢c 1,57e 3,50d 2,09d 80,13a
Neofusicoccum EP650 3,54b 1,94e 2,52¢ 4,29b 3,01b 43,05d
Neopestalotiopsis CED409 2,09d 3,85b 3,21b 4,69h - 68,77b
Neopestalotiopsis CED334 2,91c - 4,03a 4,43b 4,14a 67,44b
Neurospora dictyophora 73G - - 2,45¢c - - 79,00a
Ophiocordyceps RZ513/1 2,17d 2,68d 1,53e 2,42f 2,13d 31,84e
Paecilomyces EP609 1,96d 2,17d - 2,88e 1,18¢ 79,70a
Paecilomyces EP611 - 1,91e 2,48c 2,069 1,209 34,81e
Paecilomyces RG486 1,51e 1,88e 1,76d 2,239 1,009 10,679
Paraconiothyrium CE101 1,50e 3,08c - 6,02a 2,31c 10,94g
Paraconiothyrium CE101/161 - 5,26a 1,009 6,36a 2,76b 13,34¢
Penicillium 22G 1,75e 1,69e 1,92e 1,64g 1,53f 18,66f
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indice enzimatico™ em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C) Crescimento (mm) em
Classificacdo taxondmica | Cdédigo das cepas Avicel (ap6s 4 dias a
CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
Penicillium CED335 - - 1,069 1,54h - 16,58f
Penicillium EP558 1,79 1,63e 1,61e 1,57h 1,009 54,59¢
Penicillium EP597 1,33e 1,40f 1,00f 1,00i - 28,66e
Penicillium EP5972 - 1,00f 1,00f 1,47h - 21,72f
Penicillium RZ464 1,89d 1,78e 1,50e 1,84g 1,009 42,04d
Penicillium Rz481 2,47d 2,17d 2,02d 2,109 1,74e 11,929
Penicillium RZ491NOVO 1,72¢ 1,93e 1,84d 2,53f 1,26f 30,08e
Penicillium RZ505 1,75e 2,54d 2,64c 2,50f 1,64e 14,27f
Penicillium RzZA78 2,12d 1,77e 1,77d 1,849 1,73e 79,37a
Penicillium citrinum CED343 1,56e 2,41d 1,91e 3,04e 2,08d 23,85f
Phialemonium EP566 1,46e 2,23d 1,80e 3,52d 2,45¢C 7,839
Sarocladium 71G 1,33e 3,500 1,43e 3,08r 2,20d 1,909
Talaromyces CED322 - 1,47e 1,069 1,93g - 14,76f
Talaromyces EP551/2 1,34e - - 1,00i - 18,81f
Talaromyces RZ470 1,62¢ 2,30d 2,26c 1,41h 1,95e 17,16f
Talaromyces Rz471 1,08f 2,69d 1,21e 3,00e 1,69 27,84e
Talaromyces RZ475/2 1,37e 1,00f 1,87d 1,909 1,68e 10,22¢g
Talaromyces RZ485 2,80c 1,95e 2,08d 2,74f 1,42f 24,41e
Talaromyces Rz491 2,02d 3,00c 2,14d 2,049 1,219 8,209
Talaromyces RZz521 2,06d 1,82¢ 2,07d 2,24q9 1,26f 11,729
Talaromyces aculeatus CEDA411 2,08d 2,50d 1,61e 2,62f 2,21d 9,109
Talaromyces amestolkiae CP230 2,32d 3,62b 1,57e 3,38d 2,06d 24,29
Talaromyces apiculatus EP551/3 3,27¢c 1,69 1,95e 2,099 1,009 22,73f
Talaromyces pinophilus CP2191 1,04f 2,35d 1,07g 1,899 2,06d 38,54d
Trametes versicolor B1F1A (17A) - - - - - 2,009
Trichoderma 51G 1,00f 1,34f 1,24f 1,47h 1,009 6,49
Trichoderma 6G 1,10f 1,23f 1,169 1,28h 1,009 76,00a
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indice enzimatico™ em diferentes fontes de carbono (ap6s 6 dias a 25°C) Crescimento (mm) em

Classificacdo taxondmica | Cdédigo das cepas Avicel (ap6s 4 dias a
CMC Xilana Pectina (pH 5) | Pectina (pH 7) Amido 25°C)
Trichoderma BDA-A3R1-2 (18A) 1,24f 1,23f 1,24f 1,40h 1,009 79,73a
Trichoderma CE103 1,20f 1,00f 1,32f 2,179 1,00g 79,70a
Trichoderma CED363 - 1,5% - 2,039 - 79,70a
Trichoderma EP613 1,17f 1,43e 1,33e 1,00i 2,08d 14,48f
Trichoderma RZ476 - 1,56e 1,39% 1,34h - 77,3%
Trichoderma Rz477 - - - - - 38,99d
Trichoderma RZ488 1,00f 1,00f 1,32e 1,22i 1,009 49,04c
Trichoderma RZ512 1,08f 1,78e 1,21e 1,15i 1,44f 39,20d
Trichoderma RZ525 1,20f 1,17f 1,00f 1,29h 1,009 79,70a
Trichoderma RZ526 1,00f 1,04f 1,00f 1,14i 1,009 76,57a
Trichoderma 24G 1,00f 1,24f 1,29f 1,25h 1,009 78,90a
Trichoderma CED369 - 1,79 1,69 2,279 1,32f 77,70a
Trichoderma CED418 1,63e 2,07d 1,64e 1,679 1,15¢ 20,11f
Trichoderma CED445 2,27d 2,52d 1,46e 2,43f 1,54f 79,70a
Trichoderma asperelloides 23G - - - - - 0,859
Trichoderma asperelloides CE104 NOVO 1,23f 1,00f 1,27f 1,33h 1,159 18,66f
Trichoderma asperelloides CEl1 1,00f 1,65e 1,44e 1,629 1,42f 34,76e
Trichoderma lentiforme CED448 - 1,92¢ 1,57e 1,659 1,47f 79,70a
Trichoderma lentiforme CE103 NOVO 1,12f 1,00f 1,119 1,51h 1,009 79,70a
Trichoderma spirale CE145 2,17d 2,31d 1,129 2,099 2,19d 79,70a
Xylaria 19G 2,42d 1,80e 1,78e 2,139 1,009 2,009
Xylariales (ordem) 31G 1,10f - - 3,36d - 8,029

Dindice enzimatico: razio entre o didmetro do halo de degradacio enzimética e o didmetro da colonia. Valores > 1 indicam secrecdo de enzimas no meio de cultura
resultando em uma zona de degradacgdo visivel ao redor da coldnia. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott (alfa=0,05). (-) Auséncia de
crescimento. Para cada substrato sdo apresentadas as médias de trés repeticdes por linhagem. Os substratos carboximetilcelulose (CMC), xilana, pectina (pH 5,0), pectina (pH
7,0), amido e Avicel PH-101 sdo utilizados para deteccéo de atividade de endoglicanase, xilanase, poligalacturonase, pectina liase, amilase e celulases totais, respectivamente.
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ANEXO 2. Classificagdo taxondmica de 27 cepas selecionadas de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle com base na analise da sequéncia
do gene EFla (tefl).

Linhagens Primers Pares de | GenBank Mycobank CBS
bases

2G EF1-728F/EF1 | 280 99.63% Neofusicoccum kwambonambiense 99,64% 99,64% Neofusicoccum parvum
986R (EU821870.1) Neofusicoccum parvum (CBS 122553EU683654) | (CBS122553)

12G EF1-728F/EF1 | 289 97.91% Neofusicoccum parvum(KF766426.1) 98,27%Botryosphaeria parva (CBS 110301) 98,56% Neofusicoccum parvum
986R (CBS122553)

BDAGA(2A) EF1-728F/EF1 | 290 98.25% Neofusicoccum parvum(KF766426.1) 98,61%Botryosphaeria parva (CBS 110301) 99,64% Neofusicoccum parvum
986R (CBS122553)

BDAG64(9A) EF1-728F/EF1 | 292 97.91 % Neofusicoccum parvum(KF766426.1) 98,28%Botryosphaeria parva (CBS 110301) 98,56% Neofusicoccum parvum
986R (CBS122553)

BDA79(11A) | EF1-728F/EF1 | 373 100% Diaporthe mayteni KC343865.1 71,35% Diaporthe musigena(AB900128) 73,25% Diaporthe ambigua
986R (CBS117374)

CE101 EF1-728F/EF1 | 507 76.77% Paraconiothyrium hakeae - -
986R (KY979892.1)

CED 334 EF1-728F/EF1 | 296 100.00% Neopestalotiopsis surinamensis 100% 100% Neopestalotiopsis surinamensis
986R (KM199518.1) Neopestalotiopsis surinamensis(CBS 450.74) (CB450.74)

CED 342 EF1-728F/EF1 | 241 88.61% Clonostachys chloroleuca 99,56% Clonostachys sp. (CBS 12475) 99,56% Clonostachys sp. (CBS124754)
986R (KX184988.1)

CED 432 EF1-728F/EF1 | 366 82.86% Diaporthe kochmanii (JN645809.1) 83,88% Diaporthe sp (AB900132) 89,37% Diaporthe sp. (AB900132)
986R

CED 371 EF1-728F/EF1 | 272 97,38% Diaporthe ueckerae(KJ590747.1) 86,99% Diaporthe sp (AB900132) 97,86% Diaporthe absenteum
986R (KP267971)

CED 382 EF1-728F/EF1 |- - - -
986R

CED 385 EF1-728F/EF1 | 301 84.83% Diaporthe masirevicii (KJ197239.1) 85,30% Diaporthe sp (AB900132) 96,99% Diaporthe citri (CBS199.39)
986R

CED409 EF1-728F/EF1 | 294 100.00% Neopestalotiopsis surinamensis 100% 100% Neopestalotiopsis surinamensis
986R (KM199518.1) Neopestalotiopsis surinamensis(CBS 450.74) (CBS450.74)

CED 413 EF1-728F/EF1 | 364 99.71% Diaporthe hongkongensis( KC343845.1) | 88,62% Diaporthe musigena(AB900128 ) 99,71% Diaporthe hongkongensis
986R (CBS1154488)

CED 414 EF1-728F/EF1 | 365 82.86% Diaporthe kochmanii(JN645809.1) 83,83% Diaporthe sp (AB900132) 92,09% Diaporthe citri (CBS119.39)
986R

CP230 EF1-728F/EF1 | 300 - - ndo identificou
986R

CP256 EF1-728F/EF1 | 243 89.03% Clonostachys chloroleuca 100% Clonostachys (CBS 124754) 100% Clonostachys sp. (CBS124754)
986R (KX184988.1)

EP 555 EF1-728F/EF1 | 328 - - ndo identificou
986R

EP 595 EF1-728F/EF1 - - ndo identificou

986R
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EP593 EF1-728F/EF1 - - ndo identificou
986R

EP 650 EF1-728F/EF1 | 322 97.91% Neofusicoccum parvum (KF766426) 75,33% ndo identificou
986R Neofusicoccum parvum (CBS 122553

EP 652 EF1-728F/EF1 | 244 89.03% Clonostachys chloroleuca 100% Clonostachys (CBS 124754) 100% Clonostachys sp. (CBS124754)
986R (KX184988.1)

Rz478 EF1-728F/EF1 - - 85,88% Neopestalotiopsis saprophytica
986R (CBS115452)

RZ 482 EF1-728F/EF1 | 342 97.07% Fusarium paranaense (KF597797.1) 99,01% Fusarium solani (DQ247163) 99,01% Fusarium solani (DQ247163)
986R

CE 103 EF1-728F/EF1 - - ndo identificou
986R

EP551/1 EF1-728F/EF1 - - ndo identificou
986R

CE101/161 EF1-728F/EF1 - - ndo identificou

986R
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4. PRODUCAO RECOMBINANTE DAS B-EXPANSINAS DE CANA-DE-
ACUCAR SacEXP49 E SacEXP82 E SUA APLICACAO PARA
MODIFICACAO DAS PROPRIEDADES FiSICAS DA CELULOSE

Resumo

A cana-de-agUcar (Saccharum) é considerada uma das matérias-primas mais promissoras para
0 desenvolvimento da bioeconomia no Brasil. A disponibilidade de sequéncias gendmicas
completas dessa planta tem facilitado a descoberta e caracterizagcdo funcional de genes de
interesse, ndo somente visando o aumento da produtividade e qualidade dessa cultura, mas
também para avaliacdo do potencial biotecnolégico de suas proteinas para aplicacbes
diversas. As expansinas sdo proteinas encontradas em diferentes organismos e especialmente
em plantas. Elas estdo envolvidas em varios processos e atuam no rompimento das ligacdes nao
covalentes entre as microfibrilas de celulose por um mecanismo ndo enzimatico, levando ao
afrouxamento e extensdo da fibra. Devido a essas caracteristicas, elas sdo consideradas
candidatas para uso em diferentes aplicacGes. Ndo somente na sacarificacdo enzimatica de
biomassa lignocelulosica (o afrouxamento das fibras de celulose pelas expansinas pode facilitar
0 acesso das celulases as microfibrilas), mas também para modificacdo das propriedades fisicas
da celulose. Embora existam métodos disponiveis para extracdo de expansinas de tecidos
vegetais, a desvantagem desses métodos € que as expansinas sdo isoladas em pequenas
quantidades. Além disso, sdo necessarias varias etapas de trabalho e purificacdo, o que dificulta
0 uso de tais métodos para extracdo em larga escala. Assim, ha uma grande necessidade por
meios e métodos que viabilizem a producdo recombinante de expansinas de plantas em
microrganismos em quantidade suficiente para aplicac6es diversas. O grupo de pesquisa ao qual
este trabalho esta vinculado tem se dedicado ao estudo de expansinas da cana-de-agucar e sua
aplicacdo biotecnoldgica. Até o momento foram identificados mais de 92 genes diferentes de
expansinas no genoma da cana-de-agucar e sua expressdo tem sido avaliada pelo grupo em
diferentes partes da planta. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo dar
continuidade as pesquisas sobre expansinas de cana-de-agticar. Especificamente, duas [-
expansinas previamente identificadas por apresentarem especificidade de atuacdo no colmo de
plantas adultas (SacEXP49 e SacEXP82) foram expressas com sucesso nha levedura
metilotrofica Pichia pastoris X-33 e alguns aspectos basicos de sua funcdo foram
investigados. Diferentes analises foram realizadas com as [-expansinas recombinantes,
incluindo ensaio de ligacao a celulose microcristalina, determinacéo da resisténcia a tracao de
papel filtro tratado com as expansinas recombinantes e testes de hidrolise enzimatica de
bagaco de cana pré-tratado por método organosolv, utilizando celulases comerciais. Os
resultados mostraram que as expansinas recombinantes foram secretadas no sobrenadante das
culturas e apresentaram alteracdes pds-traducionais. A identidade das proteinas secretadas foi
confirmada por andlise protedmica baseada em espectrometria de massas. Estas expansinas
recombinantes foram capazes de se ligar a celulose microcristalina (Avicel PH-101)
preferencialmente a 30°C e ndo apresentaram atividade hidrolitica sobre papel filtro. As -
expansinas recombinantes nao tiveram efeito sinérgico com celulases na hidrélise do bagaco de
cana pré-tratado pelo processo organosolv nas condigdes experimentais utilizadas (baixa carga
enzimatica e temperatura de 30°C). No entanto, 0 extrato proteico concentrado e dialisado
contendo as [3-expansinas recombinantes foram capazes de reduzir acentuadamente a resisténcia
a tracdo do papel filtro em pH 4,8 e 30°C.

Palavras-chave: Saccharum, p-expansina, expressao heter6loga, Komagataella phaffii, forca
ténsil, papel filtro, bagago, organosolv, proteina recombinante.
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4. RECOMBINANT PRODUCTION OF THE SACEXP49 AND SACEXP82
SUGARCANE B-EXPANSINS AND THEIR APPLICATION TO MODIFY THE
PHYSICAL PROPERTIES OF CELLULOSE

Abstract

Sugarcane (Saccharum) is considered one of the most promising raw materials for the
development of the bioeconomy in Brazil. The availability of complete genomic sequences of
this plant has facilitated the discovery and functional characterization of genes of interest, not
only aiming the increase of productivity and quality this culture, but also to evaluation of
biotechnological potential from its proteins for various applications. Expansins are proteins
found in different organisms and especially in plants. They are involved in various processes
and act in the disruption of non-covalent bonds between cellulose microfibrils by a non-
enzymatic mechanism, leading to fiber loosening and extension. Due to these characteristics,
they are considered candidates for use in different applications. Not only in enzymatic
saccharification of lignocellulosic biomass (the loosening of cellulose fibers by expansins can
facilitate cellulases' access to microfibrils) but also to modification of the cellulose physical
properties. Although there are methods available for extracting plant tissue expansins, the
disadvantage of these methods is that expansins are isolated in small quantities. Besides, are
necessary various work steps and purification, making it difficult the use of such methods for
large-scale extraction. Thus, there is a great need for means and methods that enable the
recombinant production of plant expansins in microorganisms in sufficient quantity for
diverse applications. The research group to which this work is linked has been dedicated to
the study of sugarcane expansins and its biotechnological application. To date more than 92
different expansin genes have been identified in the sugarcane genome and their expression
has been evaluated by the group in different parts of the plant. In this context, the present
work had as objective to continue the research about sugarcane expansins. Specifically, two
previously identified p-expansins for present action specificity in the stem of adult plants
(SacEXP49 and SacEXP82) were successfully expressed in Pichia pastoris X-33, and some
basic aspects of its function were investigated. Different analyses were performed with
recombinant -expansins, including microcrystalline cellulose binding assay, determination of
tensile strength of recombinant expansin-treated filter paper and organosolv-pretreated
sugarcane bagasse enzymatic hydrolysis tests, using commercial cellulases. The results
showed that recombinant expansins were secreted in the culture supernatant and present post-
translational changes. The identity of the secreted proteins was confirmed by proteomic
analysis based on mass spectrometry. These recombinant expansins were capable of binding
to microcrystalline cellulose (Avicel PH-101) preferably at 30°C and showed no hydrolytic
activity on filter paper. Recombinant B-expansins no had synergistic effect with cellulases on
the hydrolysis of sugarcane bagasse pretreated by the organosolv process under the
experimental conditions used (low enzymatic load and temperature of 30°C). However,
concentrated and dialyzed protein extract containing recombinant -expansins were able to
reduce markedly the tensile strength of the filter paper at pH 4.8 and 30 ° C.

Keywords: Saccharum, p-expansin, heterologous expression, Komagataella phaffii, tensile
strength, filter paper, bagasse, organosolv, recombinant protein.
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4.1. INTRODUCAO

No Brasil, a relevancia da industria na producdo e transformacdo de recursos
renovaveis como cana-de-acucar, florestas para papel e celulose, e culturas agricolas,
conferem ao pais uma oportunidade de ter uma forte atuacdo na bioeconomia mundial
(CGEE, 2016). A cana-de-aclcar € considerada uma das matérias-primas mais promissoras
para o desenvolvimento da bioeconomia no Brasil (CNI, 2014; CGEE, 2016). E considerada a
principal biomassa para o desenvolvimento de biorrefinarias de lignocelulose, ndo apenas
para a conhecida producdo de etanol, aglcar, bioeletricidade, para alimentagdo animal em
propriedades de pequeno, médio e grande porte, mas também para a obtencdo de diversos
produtos (CONAB, 2019). Por exemplo, a producéo de papel e celulose a partir da palha da
cana ja é uma realidade no Estado de Sdo Paulo (ZAPAROLLI, 2018). Acidos organicos,
bioplasticos, compostos bioativos, pigmentos, enzimas e agroquimicos sdo e/ou podem ser
obtidos a partir da conversdo dos aclcares do caldo ou da biomassa (bagaco e palha), bem
como da conversdo dos subprodutos como vinhaga e torta de filtro, usando processos
quimicos ou rotas bioquimicas, fomentando o desenvolvimento de modelos de biorrefinarias
integradas e a economia circular.

As expansinas sdo proteinas ndo hidroliticas encontradas na parede celular das plantas
(MCQUEEN-MASON et al., 1992; COSGROVE, 2000). Elas rompem as ligacbes nao
covalentes entre as microfibrilas de celulose e entre essas e 0s demais polimeros da matriz por
um mecanismo ndo enzimatico, levando ao afrouxamento e extensdo da parede celular
(MCQEEN-MASON & COSGROVE, 1994; SAMPEDRO & COSGROVE, 2005;
COSGROVE, 2015). As expansinas estdo envolvidas em diferentes respostas fisiologicas,
como crescimento de folhas e caule, abertura e fechamento de estdmatos, reproducéo,
amadurecimento, interacdes simbioticas (do mutualismo ao parasitismo), tolerancia a
estresses abidticos e bioticos, e outros processos nos quais ocorrem modificacGes da parede
celular (COSGROVE, 2015; MAROWA et al., 2016; SANTIAGO et al., 2018). Proteinas
semelhantes as expansinas de plantas sdo encontradas em bactérias, fungos e outros
organismos (nematodos, moluscos, amebas, virus) e sdo denominadas expansinas-like (p. ex.:
swollenin; loosenin; cerato-platanin). Nestes organismos, as func@es das expansinas-like sdo
ainda pouco compreendidas e estdo relacionadas a diferentes aspectos da biologia das
espécies (KENDE et al., 2004; FAVARO & POLETTO, 2013; CHASE et al., 2019).

Uma mesma planta pode apresentar dezenas a centenas de genes codificadores de
expansinas de diferentes subfamilias, com caracteristicas bioquimicas (pH e temperatura

otimas), especificidades de substrato e formas de atuacdo distintas. Por exemplo, as plantas
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possuem genes codificadores de pelo menos quatro subfamilias de expansinas: a-expansina
(EXPA), B-expansina (EXPB), expansin-like A (EXLA) e expansin-like B (EXLB). Estas
proteinas contém entre 225 a 300 amino&cidos divididos entre dois dominios e um peptideo
sinal. O dominio N-terminal (I) possui dobramento do tipo DPBB (double psi g barrel) com
similaridade estrutural as proteinas da familia 45 de glicosil hidrolases (glycoside hydrolases -
GH45), tais como as B-1,4-endoglicanases (SAMPEDRO & COSGROVE, 2005). Apesar
desta semelhanca estrutural, as expansinas ndo possuem a atividade de B-1,4-glicanase das
enzimas GH45, que por sua vez ndo possuem a atividade de extensdo de parede celular das
expansinas (YENNAWAR et al., 2006). O dominio Il na regido C-terminal apresenta
homologia as proteinas denominadas group 2 pollen allergens. Este dominio contém
aminoéacidos aromaticos conservados e importantes para a ligagdo a polissacarideos e se
assemelha ao modulo de ligacdo a carboidrato da familia 63 (carbohydrate binding module -
CBM63) (GEORGELIS et al., 2012; COSGROVE, 2015).

Devido as suas caracteristicas, as expansinas e as expansinas-like tém sido avaliadas
para diferentes aplicacGes. Por exemplo, seu estudo tem sido voltado principalmente para
aplicacdo como um aditivo na sacarificacdo enzimatica da celulose presente em biomassas
lignoceluldsicas. Nas biorrefinarias de lignocelulose é necessaria a utilizagdo de um pré-
tratamento efetivo seguido da adicdo de elevada carga de enzimas lignoceluloliticas para
sobrepor fatores limitantes do substrato e dos coquetéis enzimaticos, que dificultam a
hidrolise da fracdo celuldsica da biomassa (ARANTES & SADDLER, 2010). Assim, foi
proposto que o afrouxamento de microfibrilas de celulose pela acdo de proteinas néo
hidroliticas (expansinas e expansinas-like) pode facilitar o acesso das enzimas hidroliticas as
fibras, aumentando a area superficial disponivel para a acdo enzimatica e tornando a
sacarificacdo mais eficiente (COSGROVE et al., 1998; BAKER et al., 2000; COSGROVE,
2001; ARANTES & SADDLER, 2010; LIU et al., 2015; GEORGELIS et al., 2015).

Além da ja conhecida aplicagdo como um aditivo na sacarificacdo enzimética de
componentes da biomassa lignoceluldsica, as expansinas de plantas e as expansinas-like de
outros organismos tém potencial para uso em diferentes processos onde o afrouxamento de
microfibrilas de celulose ou modificac@es das propriedades fisicas e quimicas da celulose sejam
necessarias: i) Industria de papel: para obtencdo de polpa de celulose (COSGROVE, 2001;
PERE et al., 2006); para reciclagem de papel (LIAN-CHAO & COSGROVE, 2004); para
obtencdo de produtos de papel com propriedades fisico-quimicas distintas (maior volume,
maciez, suavidade, melhor adsorc¢do de aditivos amaciadores) feitos a partir das fibras tratadas

com expansinas (Documento CN103866604A); para modificar as fibras da polpa e aumentar a
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taxa de absorcdo de agua de folhas de papel fabricadas com a polpa tratada com expansinas
(MA & TAUSCHE, 2013); e para enfraquecer ou diminuir a resisténcia mecéanica das fibras do
papel (Documento JPH08510728A). ii) Industria téxtil: para melhor impregnacéo de corantes
nas fibras (COSGROVE; TAKEDA, 2007); para fabricacéo, tratamento e acabamento de téxteis
a base de celulose (BERENDES et al., 2001). iii) IndUstria de alimentos e ra¢cbes animais: como
uma tecnologia para aumentar o desempenho de utilizagdo das fibras ou a fermentacao ruminal
(Lletal, 2019; ADESOGAN et al., 2019).

Além da atuacdo sobre celulose, a agdo sinergistica durante a degradacdo enzimatica de
outros polissacarideos (tais como pectina e xilana) também ja foi demostrada para algumas
expansinas de plantas (WEI et al., 2010) e expansinas-like de fungos (GOURLAY et al., 2013;
SANTOS et al., 2017). Sinergismo com quitinases na degradacdo enzimatica de quitina foi
observado para algumas expansinas-like de fungos (TOVAR-HERRERA et al., 2015). Esse
efeito sinérgico é de grande interesse dada a relevancia da quitina e da quitosana para diversas
aplicagOes biotecnologicas (DUTTA et al., 2004); tal efeito tambeém representa um indicativo de
possivel aplicacdo como um bioproduto com acéo antifungica.

A elicitacdo/estimulacdo de respostas de defesa das plantas contra estresses bidticos foi
demonstrada para algumas expansinas-like secretadas por fungos mutualistas (BROTMAN et
al., 2008) e fungos fitopatogénicos (QUARANTIN et al., 2019). A obtencdo de plantas
geneticamente modificadas com alteracdes na expressdo de expansinas especificas é uma
estratégia promissora para 0 melhoramento genético de caracteristicas relacionadas ao
desenvolvimento vegetal e a tolerancia a estresses bioticos e abidticos (LI et al., 2011,
COSGROVE, 2015; MAROWA et al, 2016), ou mesmo para serem utilizadas como
biofabricas para producéao dessas proteinas (VERMA et al., 2010; YOON et al., 2016).

Outras aplicacdes das expansinas e das expansinas-like podem ser preditas em funcéo do
seu modo de acdo, mas ainda carecem de comprovacdes: seu uso como aditivo para aumentar a
eficiéncia de obtencdo de protoplastos de células vegetais (ou de células fungicas, no caso de
expansinas-like que atuam sobre a quitina); nas diferentes etapas de processamento de fibras
téxteis ou tecidos; em diferentes etapas de processamento da polpa de celulose na inddstria de
papel e na obtencdo de papéis com novas caracteristicas demandadas pelo consumidor; para
facilitar a extracdo de 6leos essenciais ou metabdlitos bioativos de diferentes tipos de biomassas
ou residuos agroindustriais; entre outros usos na agricultura, agroinddstria e industria quimica
baseada em celulose (obtencdo de nanocelulose e nanofibras a partir de diferentes matérias-
primas, gomas, espessantes, entre outros produtos).

Apesar dos esforcos para caracterizacdo bioquimica de expansinas de plantas, o
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nimero de expansinas-like microbianas caracterizadas € maior em comparacdo com as
plantas, conforme revisdes de Georgelis et al. (2015), Liu et al. (2015), Martinez-Anaya
(2016) e Cosgrove (2017). Exemplos de expansinas de plantas caracterizadas quanto a sua
acdo sinérgica com celulases durante a hidrélise de celulose incluem expansinas extraidas de
diferentes partes de plantas de milho (Zea mays) e de outras gramineas (BAKER et al., 2000);
COSGROVE & MCQUEEN-MASON, 1999; COSGROVE, 2001), de pepino, produzida
heterologamente por sementes transgénicas de milho (YOON et al., 2016), de arroz,
produzidas por Escherichia coli (SEKI et al., 2015), e de tomate, produzida por P. pastoris
(K. phaffii) (LIU et al., 2014). A escassez de estudos sobre expansinas de plantas se deve em
parte a dificuldade de produzi-las em hospedeiros heterélogos na sua forma funcional e em
quantidades necessarias para purificacdo, investigacdo bioquimica, e aplica¢cdes industriais
(KERFF et al., 2008; LIU et al., 2015; YOON et al., 2016).

Embora existam métodos disponiveis para extracdo de expansinas de tecidos vegetais
(COSGROVE & MCQUEEN-MASON, 1999; COSGROVE, 2001; MA & TAUSCHE, 2013;
Documento JPH08510728A), a desvantagem desses métodos é que as expansinas sdo isoladas
em pequenas quantidades. Além disso, sdo necessarias varias etapas de trabalho e purificacédo, o
que dificulta o uso de tais métodos para extracdo em larga escala. Assim, hd uma grande
necessidade por meios e métodos que viabilizem a produgdo recombinante de expansinas de
plantas em microrganismos em quantidade suficiente para aplicacdes diversas. Até o0 momento
ndo ha expansinas de plantas comerciais, seja na sua forma nativa ou recombinante. De fato, a
Unica expansina disponivel comercialmente € a expansina-like EXLX1 da bactéria Bacillus
subtilis, produzida de forma recombinante por E. coli para uso exclusivo em pesquisa, e
distribuida nos EUA pela Lucigen Corporation (Middleton, WI - N0.30502-1).

No caso das expansinas de cana-de-agucar, estudos anteriores baseados na analise de
sequéncias de bibliotecas de cDNA ou na analise de dados de RNA revelaram que expansinas
de familias distintas sdo diferencialmente expressas dependendo da idade e do tecido da
planta (LIMA et al., 2001; CASU et al., 2007; MATTIELLO et al., 2015; GONCALVES,
2017). O grande namero de genes codificadores de expansinas em diferentes espécies vegetais
(monocotiledéneas e dicotileddneas) levanta questdes intrigantes sobre a funcdo dessas
proteinas e o significado de sua redundancia no genoma das plantas. De fato, determinar o
padrdo e o controle da expressdo génica € o primeiro passo para elucidar a funcdo de
expansinas individuais (LEE & KENDE, 2002).

A luz disso, o grupo de pesquisa ao qual este trabalho esta vinculado estudou esse

assunto. Por exemplo, Pereira et al. (2017) identificaram e validaram (utilizando a
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metodologia de PCR em tempo real) trés genes de expansinas com expressao preferencial em
colmos de plantas adultas (oito meses; ponto de colheita) de cana-de-agUcar da cultivar
RB867515. As expansinas que tiveram a expressdo génica validada foram uma a-expansina e
duas B-expansinas (denominadas SacEXP49 e SacEXP82). Especificamente, verificou-se que
essas duas B-expansinas ndo foram expressas nas folhas de plantas adultas da cultivar
RB867515, o que revela sua especificidade de atuagdo apenas em colmo de plantas adultas em
ponto de colheita (PEREIRA et al, 2017). Em outro estudo, Santiago et al. (2018)
identificaram pelo menos 92 genes diferentes codificadores de expansinas no genoma da
cana-de-acUcar (variedade SP80-3280). A expressdo desses 92 genes foi avaliada por meio de
analise transcriptomica (RNA-seq). Sua expressao é dependente do tecido e da idade das
plantas, sendo que genes com expressdo preferencial em folhas de plantas jovens (60 dias) de
cana-de-agucar foram identificados. Em conjunto, esses estudos abrem a possibilidade de usar
uma estratégia racional baseada em dados de expressdo génica para selecionar e caracterizar
as expansinas da cana em termos de seu potencial biotecnoldgico, seja para investiga-las
como um aditivo para aumentar a eficiéncia da sacarificagdo enziméatica da biomassa da
propria cana, ou como um bioproduto renovavel para aplicagdes que dependem de
modificacdo das propriedades fisicas da celulose.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo dar continuidade as pesquisas
sobre expansinas de cana-de-agucar. Especificamente, duas [p-expansinas previamente
identificadas por apresentarem especificidade de atuacdo no colmo de plantas adultas
(SacEXP49 e SacEXP82) foram expressas com sucesso em P. pastoris (K. phaffii) e alguns
aspectos basicos de sua funcdo foram investigados. Diferentes analises foram realizadas com
as P-expansinas recombinantes, incluindo ensaio de ligacdo a celulose microcristalina,
determinacdo da resisténcia a tracdo de papel filtro tratado com as expansinas recombinantes e
testes de hidrélise enzimatica de papel filtro e de bagaco de cana pré-tratado por método
organosolv, utilizando celulases comerciais. Os resultados sdo discutidos para indicar a
melhor aplicagdo das B-expansinas recombinantes de cana-de-acUcar SacEXP49 e SacEXP82

de acordo com suas caracteristicas.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Modificagdo genética de P. pastoris X-33 para producao das p-expansinas de cana-
de-acucar SacEXP49 e SacEXP82
Selecao, sintese e clonagem de genes em vetor de expressdo de P. pastoris

Dois genes codificadores de p-expansinas de cana-de-agucar (SacEXP49 e SacEXP82)
foram selecionados para analise com base em resultados prévios obtidos pelo grupo de
pesquisa ao qual este trabalho estd vinculado (PEREIRA et al., 2017; SANTIAGO et al,,
2018). A Tabela 9 apresenta as caracteristicas destes dois genes. Os genes selecionados foram
sintetizados e clonados no vetor de expressdo génica comercial pPICZB (Life Technologies),
cujo promotor € o AOX1, induzivel por metanol. Esse vetor também contém gene de
resisténcia ao antibidtico zeocina. A construcdo génica sintética foi obtida com a sequéncia
codificadora de DNA nativa (sem introns; cédon nativo), e com o sinal de secre¢cdo nativo
(peptideo sinal nativo). Além disso, o codon de parada (stop codon) nativo da sequéncia de
cada gene foi mantido. Essa construcdo permite que a proteina madura secretada pela
levedura recombinante ndo contenha em sua regido C-terminal o peptideo composto pelo
epitopo myc e cauda de afinidade por histidina (cauda de poli histidina) presente no vetor
comercial pPICZB. Os plasmideos recombinantes sintetizados (pPICZB_SacEXP49 e
pPICZB_SacEXP82) foram recebidos da GenOne (Brasil) na forma liofilizada, contendo 2 ug
de DNA. Esse material foi ressuspendido em 20 pL de agua ultrapura estéril livre de

nucleases e armazenado a uma concentracdo estoque de 100 ng/pL.

Tabela 9. Origem e caracteristicas das expansinas de cana-de-agucar selecionados para estudo.

. _ Massa
: - Acesso S P03|9ao . Poptq molecular P
Expansina Subfamilia G g (n°de  peptideo isoelétrico ! Caracteristicas
enBank B T B proteina
) Sl (p1) secretada
Expressédo
preferencial e;n
g p-expansin 29,181 colmo adulto”™;
SacEXP82 (EXPB) MG204125 287 aa 1-26 7,58 KkDa 100% de
identidade com
SacEXP82
Expresséo
preferencial e;n
g p-expansin 26,351 colmo adulto”™;
SacEXP49 (EXPB) MG204121 266 aa 1-26 4,88 KDa 100% de
identidade com
SacEXP49

ADados obtidos por Pereira et al. (2017); os dois transcritos exclusivos de colmo de plantas adultas da
cultivarRB867515 identificados por Pereira et al. (2017) possuem 100% de identidade e correspondem as
proteinas SacEXP49 e SacEXP82 identificadas por Santiago et al. (2018) no genoma da variedade SP80-3280.
8Dados obtidos por Santiago et al. (2018)a partir da analise de 92 genes codificadores de expansinas do genoma
dacultivar comercial SP80-3280.
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Transformacdo de E. coli DH10B com os plasmidios pPICZB-SacEXP49 e pPICZB-
SacEXP82
Para o preparo de células de E. coli DH10B eletrocompetentes, a cepa foi inoculada

em meio LB so6lido de modo a obter col6nias isoladas (meio LB: 4g de triptona, 2g de extrato
de levedura e 4g de NaCl em 400 mL de agua destilada). Uma coldnia foi inoculada em 10 mL
de meio LB, seguindo-se incubagdo a 37°C, 200 rpm por 16-20 horas. Em 200 mL de meio
LB foram adicionados 5 mL de pré-indculo. As células cresceram a 37°C sob agitacdo (200
rpm) até atingir ODsoonm de 0,4-0,6. ApOs o crescimento, as células foram mantidas em gelo
por 30 min e a cultura foi centrifugada a 1500 g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 10 mL de solucdo gelada de glicerol 10% estéril.
As células foram novamente centrifugadas, ressuspendidas em 500 pL de glicerol 10% estéril
gelado, aliquotadas (50 uL) em microtubos de 1,5 mL e preservadas em ultrafreezer.

Para cada plasmideo contendo o gene de interesse foi utilizada uma aliquota de célula
eletrocompetente. Dois uL. do DNA plasmidial (solucdo de 10 ng/pL) foram adicionados a 50
uL de celula competente. Cada mistura foi transferida para uma cubeta e a eletroporacgéo foi
realizada (Pre-set Protocol para E. coli: Imm, 1,8 KV com 1,8kV, 200Q e 25uF, Bio-Rad).
Imediatamente apos o pulso, 800 uL de meio de cultura SOC (Tabela 10) foram adicionados
na cubeta, homogeneizados e transferidos para microtubo de 1,5 mL estéril. O microtubo foi
incubado a 37°C por 1 hora, sob agitacdo. O plaqueamento das células foi feito em meio LB
Agar com zeocina (25 pg/mL) espalhando-se as células com alcas de Drigalski estéreis. As
placas foram incubadas a 37°C por periodo aproximado de 16 h (SAMBROOK &

RUSSELL,2001) e avaliadas quanto a formacgéo de colbnias resistentes a zeocina.

Tabela 10. Composicdo do meio de cultura liquido SOC.

Reagentes Composicao
Triptona 2%
Extrato de levedura 0.5%
Cloreto de sddio (NaCl) 10 mM
Cloreto de potassio (KCI) 2.5 mM
Cloreto de magnésio (MgCl.) 10 mM
Glicose 20 mM

Avaliacdo dos transformantes de E. coli DH10B contendo os plasmidios pPICZB-SacEXP49
e pPICZB-SacEXP82

Colbnias isoladas de E. coli DH10B resistentes a zeocina foram coletadas das placas

da transformacdo e inoculadas em tubos de 15 mL contendo 3 mL de LB e zeocina (25

pg/mL). Apos a incubagdo (37°C, 16 h, 180 rpm), parte da cultura foi preservada em glicerol
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30%em ultrafreezer (essa preservacao dos transformantes foi realizada misturando-se 375 pL
de glicerol 80% e 625 pL de cultura bacteriana). O restante foi centrifugado (1 min, 14.000
rpm) e o sobrenadante foi descartado.

A extragdo do DNA plasmidial (miniprep) foi realizada conforme a seguir: No
microtubo contendo o pellet de células previamente centrifugadas foram adicionados 200 pL
da Solucdo I (50 mM de glicose; 250 mM de Tris-HCI pH 8,0; 10 mM de EDTA pH 8,0). Em
seguida foram adicionados 200 pL da Solucédo Il (0,2M de NaOH; 1% de SDS). E por dltimo
200 pL da Solugdo 111 (5M de acetato de potassio; 100 mL de acido acético). Os microtubos
foram misturados por inversdo (10 vezes) e centrifugados por 10 min a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL ao qual foram adicionados
420 pL (0,7 do volume) de isopropanol e em seguida centrifugou-se por 15 min e descartou-se
0 sobrenadante. Posteriormente foram adicionados 200 uL de etanol 70% e os microtubos
foram centrifugados por 5 min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e deixado na
bancada por 30 min para secar completamente. E por fim, ressuspendeu-se 0 DNA plasmidial
em 30 pL de &gua ultrapura esterilizada, conforme descrito por Sambrook &Russel (2001).

Para confirmar se os plasmideos pPICZB-SacEXP49 e pPICZB-SacEXP82 continham
0s genes de interesse, 0 DNA plasmidial extraido foi analisado quanto ao padréo de restrigéo,
utilizando as enzimas de restricdo (New England BioLabs) selecionadas para a sintese das
sequéncias (EcoRI na extremidade 5’ e Xbal na extremidade 3’). As reacOes de clivagem
foram realizadas em volume final de 10 pL, conforme descrito na Tabela 11. Os reagentes
foram misturados em microtubos de 1,5 mL e as reacdes foram incubadas a 37°C por por

aproximadamente 16 horas (overnight).

Tabela 11. Reac6es de clivagem com enzima de restri¢do dos plasmidios pPICZB-SacEXP49
e pPICZB-SacEXP82.

Reagentes Quantidade
Tampéo da enzima - Tango (Promega) 1,0 uL
DNA plasmidial de interesse 2,0 uL
EcoRlI 0,4 puL
Xbal 0,4 UL
Agua ultrapura esterilizada 6,2 uL

Transformacéo de P. pastoris X-33 (K. phaffii) com os plasmideos pPICZB-SacEXP49 e
pPICZB-SacEXP82:

Os transformantes de E. coli DH10B previamente checados quanto a presenca dos
plasmidios recombinantes pPICZB-SacEXP49 e pPICZB-SacEXP82 foram cultivados em 5

mL de LB contendo zeocina. A extracdo de DNA plasmidial foi realizada com PureYieldTM
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Plasmid Miniprep (Promega) para obtencdo de quantidade suficiente de plasmidio para as
etapas posteriores; novamente o DNA plasmidial extraido foi checado por analise
eletroforética do padréo de restricdo com as enzimas EcoRI e Xbal (New England BioLabs).
Apds a extracdo dos plasmideos recombinantes foi realizada a linearizacdo destes
vetores. Esta etapa é necessaria para que ocorra a integracdo do gene de interesse no genoma
da levedura. A enzima de restricdo utilizada para linearizar os plasmidios recombinantes
pPICZB-SacEXP49 e pPICZB-SacEXP82foi Pmel (New England BioLabs). A Tabela 12
apresenta areacdo utilizada para linearizacdo dos plasmidios recombinantes. Os reagentes
foram misturados em tubos de 1,5 mL e as reagdes foram incubadas a 37°C por

aproximadamente 16 horas (overnight).

Tabela 12. Reacdo de clivagem com enzima de restricdo para linearizagdo dos plasmidios
pPICZB-SacEXP49 e pPICZB-SacEXP82.

Reagentes Quantidade
Tampédo da enzima de restri¢cdo -10X Buffer O- (Thermo Fisher Scientific) 1,0 uL
DNA plasmidial de interesse 2,0 uL (~~10 ug)
Pmel10 U/puL(New England BioLabs) 0,2 pL
Agua ultrapura esterilizada 6,8 UL

Para a precipitacdo foram adicionados 1/10 do volume de acetato de sddio 3M e 2,5 X
do volume de etanol 100% gelado. O contetido foi homogeneizado por inversdo e armazenado
a -80°C por 1 hora. Depois a mistura foi centrifugada por 15 min a 14.000 rpm e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado e novamente
centrifugado por 15 min a 14.000 rpm. Por fim, o conteudo foi seco e ressuspendido em 50
ML em &gua ultrapura esterilizada (SAMBROOK & RUSSELL,2001).

O preparo de células competentes de P. pastoris X-33 seguiu protocolo do manual
EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen). Células de P. pastoris X-33 foram
inoculadas em 10 mL de meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) em frasco de 125 mL e
incubadas a 28°C, 250 rpm, por 20 h. As células foram diluidas e verificadas até que a
ODsoonm estivesse entre 0,1-0,2 em 10 mL de YPD. Uma aliquota de 3 mL foi inoculada em
200 mL de meio YPD. O indculo foi incubado a 28°C com agitacdo (250 rpm) até que a
ODsoonm necessaria fosse atingida (1,3-1,5). Apds atingir a ODeoonm €sperada (4 a 6 h), a
cultura foi transferida para quatro tubos de 50 mL e incubada em gelo por 30 min para
interromper o crescimento. As células foram centrifugadas a 1500 g durante 5 min a 4°C e
ressuspendidas em 200 mL de &gua ultrapura estéril gelada. Outras centrifugacGes foram
realizadas sendo que o pellet foi ressuspendido em 100 mL e na ultima etapa, em 20 mL de

sorbitol 1 mol/L a -20°C. Por fim, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL
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de sorbitol 1 moL/L gelado e imediatamente utilizadas na transformagéo.

O protocolo para eletroporacdo de P. pastoris X-33 foi baseado no manual
EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen). Para cada transformacao, foram adicionados
10 pL do DNA plasmidial linearizado e precipitado com etanol (~~10 pg) em 80 uL de célula
competente; a mistura foi mantida em gelo por 5 min. As células foram transferidas para
cubetas de 0,2 cm também geladas. A eletroporacdo ocorreu nas seguintes condigdes: 1500 V,
25 uF, 400 Q (Bio-Rad). Logo apds a eletroporacdo, foi adicionado 1mL de sorbitol 1moL/L
a cubeta, depois todo o volume foi transferido para um microtubo estéril de 1,5 mL. As
células foram incubadas a 28°C, sem agitacdo, por duas horas. Apds a incubacdo foram
plagueados 100 pL das células em YPDS sdlido (Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol)
com 200 pg/mL de zeocina. O restante foi centrifugado a 3000 g por 5 min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 100 pL de
sorbitol 1mol/L gelado e plagueadas em YPDS solido com 200 pg/mL de zeocina. As placas

foram incubadas a 30°C por 4 dias para obtencdo dos transformantes.

Avaliacdo de transformantes de P. pastoris X-33 por PCR

Para confirmar se 0s genes de interesse foram integrados no genoma da levedura, o
DNA genémico proveniente da lise das leveduras foi diretamente utilizado como molde em
reacOes de PCR. Para tanto, foram utilizados primers especificos que flanqueiam as regides
5% 3" do promotor AOX1, o qual € responsavel pela maior parte da atividade alcool oxidase
da célula. Células transformantes foram diretamente coletadas das placas seletivas contendo
os transformantes e inseridas nos tubos contendo o mix de PCR (Tabela 13). Para a
amplificacdo, foi feita uma desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento do primer a 54°C por 30 segundos e

extensdo a 72°C por 4 minutos. A extensdo final foi a 72°C por 10 minutos.

Tabela 13. Reacdo de PCR para confirmacdo da insercdo dos genes de interesse no genoma
de P. pastoris X-33.

Reagentes VVolume Concentracdo final
10X Reaction Buffer (Invitrogen) 10 uL 1X

MgCl; (25 uM e Promega) 3,7 UL 3,7mM

dNTPs (10 mM) 0,2 uL 0,2 mM
Primer 5> AOX1 Forward 1,25 uL 0,8 mM
Primer 3° AOX1 Reverse 1,25 uL 0,8 mM

Platinum Tagq DNA Polymerase (5U/pL Promega) 0,25 L 10U
Agua ultrapura esterilizada (para 25 pL) 8,6 UL -

1 transformante - -
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Os transformantes de P. pastoris X-33 confirmados por PCR foram preservados por
ultracongelamento (em glicerol 30%) para posterior cultivo e analise de producdo das

proteinas recombinantes.

4.2.2. Cultivo de transformantes de P. pastoris X-33 e andlise de perfil proteico via
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os transformantes de P. pastoris X-33 confirmados via PCR foram selecionados para
cultivo e avaliagdo do perfil proteico. Para isso, foram realizados experimentos de inducéo da
expressdo com metanol usando os meios de cultura Buffered Glycerol / Methanol-complex
(BMGY / BMMY), de acordo com as instrugdes fornecidas pela Invitrogen. Inicialmente,
uma colonia isolada de cada transformante foi coletada e inoculada em 25 mL de meio
BMGY, em Erlenmeyer estéril de 250 mL. Esta cultura foi incubada a 30°C e 200 rpm, até
atingir uma ODeoonm de 2 a 6 (aproximadamente 16-18 horas). As células foram ent&o
centrifugadas a 1500 x g por 15 min a temperatura ambiente e ressuspendidas em 50 mL de
meio BMMY. A cada 24 horas, foi adicionado metanol absoluto (Sigma-Aldrich) a uma
concentracdo final de 1%, para manter a inducdo dos transformantes. Durante a inducéo,
aliquotas de 1 mL foram coletadas (0, 24, 48 e 72 horas). Cada aliquota foi centrifugada a
1500 x g por 15 min e o sobrenadante foi transferido para outro tubo e armazenado a -80°C
para posterior analise da expressdo das proteinas por SDS-PAGE. O mesmo procedimento foi
realizado para a cepa controle P. pastoris X-33 transformada com o vetor pPICZB vazio.

Os sobrenadantes coletados durante o cultivo e ao final do periodo de inducdo foram
analisados em gel de poliacrilamida desnaturante em sistema de eletroforese vertical (Bio-
Rad). Para isso, aliquotas de 20 pL do sobrenadante foram misturadas com 20 puL do tampéo
de amostra B-mercaptoetanol (Tris-HCI 125 mM, glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol
0,01% e P-mercaptoetanol 1%). Em seguida, as amostras foram fervidas a 100°C por 5
minutos antes da aplicacdo no gel para desnaturacdo das proteinas. Os sobrenadantes foram
avaliados por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12%, conforme Sambrook &
Russell (2001). A corrida foi conduzida em tampdo de corrida 1X com uma voltagem
constante de 160 V. Os reagentes e volumes do gel desnaturante de poliacrilamida 12%
foram: a) Gel concentrador 4%: Agua 3,5 mL; Acrilamida/Bis 30% 650 pL; Tris-HCI 1,0M
pH 6,8 1,25 mL; SDS 10% 50 pL; APS 10% 50 uL. b) Gel separador 12%: Agua 3,6 mL;
Acrilamida/Bis 30% 8 mL; Tris-HCI 1,5M pH 8,8 5 mL; SDS 10% 200 uL; e TEMED 8 puL.

Apos a corrida, os géis foram incubados no corante Comassie brilliant blue G-250

(em %: Azul de Coomassie R-250 0,25%; metanol 50%; e &cido acético 10%) por, no
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minimo 12 h em recipiente fechado em mesa com agitacdo oscilante. Apos lavagens
sucessivas com solugdo descorante (em %: metanol 30%, acido acético 10% e agua destilada
60%), as bandas foram visualizadas em transiluminador. Como controle negativo foram
usados 0s sobrenadantes de P. pastoris X-33 contendo 0 vetor de expressdo vazio. A
proteina LPMO (mono-oxigenase litica de polissacarideo) E7 de Thermobifida fusca
produzida por P. pastoris X-33 foi previamente obtida pelo grupo de pesquisa e utilizada
como controle interno nas corridas de SDS-PAGE. O marcador de peso molecular utilizado
foi o PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 a 250 kDa (Thermo Fisher Scientific).

Os transformantes que secretaram as proteinas recombinantes durante os cultivos e
triagens por SDS-PAGE foram selecionados para novo cultivo em maior volume de meio de
cultura, visando a otencdo de quantidade suficiente de proteina para analises posteriores.

No caso, foi realizado o cultivo dos transformantes pPICZB_SacEXP82 P4 e
pPICZB_SacEXP49 P1. O transformante pPICZB_SacEXP82 P4 foi cultivado em biorreator
(Labfors 5 - Infors HT). Inicialmente, o transformante pPICZB_SacEXP82 P4 foi pre-
cultivado em 200 mL de meio YPD durante 24 h a 30°C em frascos agitados de 1 L a 250
rpm. As células foram centrifugadas a 1500 x g e inoculadas em biorreator Labfors 5 (3,6 L)
(Infors AG, Basiléia, Suica) contendo 2,0 litros de meio mineral (MAURER et al., 2006). A
densidade celular inicial foi de 2,0, considerando temperatura de 30°C e pH 5,5 e uma adicéo
constante de 28% de hidroxido de amonio. O meio foi suplementado com glicerol 4%,
antiphoam 204 (Sigma-Aldrich), 0,2 g/L de biotina (Sigma-Aldrich) e 4,35 mL de tracos de
sais PTML1 por litro de solucdo estoque (PONTE et al. , 2016). A concentracdo de oxigénio
dissolvido (dO2) foi mantida acima de 20% controlando a velocidade do agitador entre 400 e
1200 rpm e o fluxo de ar constante a 1 vwvm. A fase de transicdo de metanol foi iniciada pelo
aumento da adicdo de metanol (1,0 - 5,0 g/L). A alimentacdo de metanol comegou como
indicado por uma concentracdo mais elevada de dO2, pela adicdo (em pulsos) de 10 ou 20 g/L
de metanol. As amostras foram recuperadas da fermentacdo para quantificacdo da
concentracdo de glicerol e metanol, densidade celular e concentracdo de proteina. Ao final do
cultivo, os caldos de fermentacdo foram centrifugados a 4.500 g durante 30 min para obter
sobrenadantes contendo a expansina recombinante SacEXP82.

Para o cultivo do transformante pPICZB_SacEXP49 P1, inicialmente foram
inoculados oito frascos, os quais continham 30 mL de BMGY pH 6,0; os frascos foram
incubados a 30°C por 24 h com agitagdo (250 rpm). As células foram entdo centrifugadas a
1500 g por 10 min e cada pellet oriundo das amostras de 30 mL foi inoculado em frasco de 1
L contendo 100 mL de BMMYpH 6,0, para uma ODsoonm inicial de 17, produzindo 800 mL



137

de material final de cultura. Os frascos foram incubados a 250 rpm e 30°C durante 72 h. O
metanol foi adicionado a uma concentragdo final de 1% duas vezes ao dia. O controle
negativo (cepa controle transformada com o vetor pPICZB vazio) também foi cultivado nas
mesmas condic¢des. Ao final do cultivo, o caldo de fermentacdo foi centrifugado a 4.500 g
durante 30 min para obter sobrenadantes contendo a expansina recombinante SacEXP49.

A concentracdo de proteina total dos sobrenadantes contendo SacEXP82 e SacEXP49
foi determinada (triplicata) utilizando kit de ensaio de proteina poracido bicinconinico (BCA)
(Sigma-Aldrich), com BSA (Sigma-Aldrich) variando de 0,0625 a 1 mg/mL como padréo. Os
sobrenadantes contendo as p-expansinas foram concentrados 20 vezes (SacEXP82) e 35 vezes
(SacEXP49) por ultrafiltracdo utilizando Amicon 400 mL (Millipore) contendo uma
membrana biomax de polietersulfona (76 mm) com 10 kDa de corte (Millipore) e dialisada
por 5 vezes contra dgua destilada. As amostras resultantes foram analisadas por SDS-PAGE e
a proteina total foi quantificada como ja descrito. Os mesmos procedimentos foram realizados
com o sobrenadante do cultivo da cepa controle contendo vetor vazio pPICZB. Esses extratos

proteicos concentrados e dialisados foram utilizados em diferentes ensaios descritos a seguir.

4.2.3. Identificacdo de proteinas heterdlogas por espectrometria de massas

Os extratos proteicos concentrados e dialisados dos transformantes
pPICZB_SacEXP82 P4 e pPICZB_SacEXP49 P1, bem como da cepa de controle (com vetor
vazio pPICZB), foram submetidos a analise protebmica baseada em espectrometria de massas.
Esta analise foi realizada por empresa terceirizada (GenOne, Brasil).

O extrato proteico concentrado e dialisado do transformante de P. pastoris X-33
pPICZB_SacEXP82 P4 também foi submetido a anélise de SDS-PAGE e as principais bandas
do gel foram excisadas e também submetidas a analises protedmicas baseadas em
espectrometria de massas (GenOne, Brasil). Os dados recebidos foram avaliados com o
software Proteome Discoverer v2.1 (Thermo Fisher Scientific) e o mecanismo de pesquisa

Sequest HT usou todas as entradas atribuidas a Saccharum no banco de dados UniProt.

4.2.4. Ensaio de ligacdo a celulose microcristalina

A ligacdo das proteinas recombinantes SacEXP82 e SacEXP49 a celulose
microcristalina foi avaliada conforme descrito por Eibinger et al. (2016). Resumidamente, 500
pL (30 pg de proteina total) dos extratos proteicos concentrados e dialisados dos
transformantes P. pastoris X-33 pPICZB _SacEXP82 P4 e P. pastoris X-33
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pPICZB_SacEXP49 P1, bem como da cepa de controle (transformada com vetor vazio
pPICZB), foram misturados com 50 mg de Avicel PH-101 (Sigma-Aldrich) e tampéo citrato
de sddio pH 4.8 (concentracdo final de 50 mM). Os microtubos contendo as misturas foram
incubados a 30°C e 50°C, 900 rpm, durante 24 horas (Eppendorf ThermoMixer).
Posteriormente, os microtubos foram centrifugados e o sobrenadante (contendo proteinas nao
ligadas) foi transferido para um novo microtubo. O sedimento remanescente de Avicel foi
extensivamente lavado (10 vezes) e as proteinas ligadas a celulose foram eluidas conforme
Eibinger et al. (2016). Os perfis protéicos da amostra inicial, bem como das proteinas ligadas
e nao ligadas a celulose foram avaliados por SDS-PAGE (gel corado com prata)
(NESTERENKO et al., 1994). Foi utilizado o marcador molecular Precision Plus Protein ™
Dual Xtra (BioRad).

4.2.5. Avaliacdo da atividade hidrolitica de p-expansinas recombinantes da cana-de-
acucar

Para avaliar se as p-expansinas recombinantes SacEXP82 e SacEXP49 apresentam
atividade hidrolitica contra substrato celulosico, os extratos proteicos concentrados e
dialisados dos transformantes P. pastoris X-33 pPICZB_SacEXP82 P4 e P. pastoris X-33
pPICZB_SacEXP49 P1 foram submetidos a um ensaio miniaturizado com papel filtro
Whatman n°® 1. O ensaio foi baseado no método descrito por XIAO et al. (2014).
Resumidamente, os discos de papel filtro de 6 mm (2 mg) foram umedecidos com 60 uL de
tampao citrato de sédio (50 mM, pH 4,8). O extrato proteico concentrado e dialisado foi
carregado a 60 pug em 2 mg / g de substrato. As microplacas de 96 pocos contendo as reacdes
foram incubadas a 30°C e 50°C durante 60 min. Acucares redutores foram determinados
usando o método DNS. A atividade da FPAse foi calculada com base nos padrdes de glicose e

expressa em Ul / mL.

4.2.6. Efeito das B-expansinas recombinantes da cana-de-agUcar na sacarificacdo de
substratos celulosicos

Neste ensaio, foram avaliados os efeitos dos extratos proteicos concentrados e
dialisados contendo B-expansinas recombinantes na sacarificagdo enzimética de bagaco de
cana pré-tratado pelo processo organosolv. O bagaco de cana foi fornecido pela inddstria de
Actcar e Alcool S/A Jalles Machado (Goianésia, Goias, Brasil) e foi pré-tratado pelo

processo organosolv na proporgao sélido:liquido de 1:6 (p/v) a 180°C por 2 h. A composicdo
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desse bagaco pré-tratado (em %) era de: 61,44 + 1,80 de celulose; 10,92 + 0,40 de
hemicelulose; e 9,92 + 0,70 de lignina, conforme determinado pelo método de Gouveia et al.
(2009).

O efeito dos extratos proteicos concentrados e dialisados contendo [-expansinas
recombinantes foi avaliado de duas maneiras: em um ensaio de pré-tratamento (pré-
incubacgdo) no qual os extratos proteicos contendo B-expansinas foram aplicados ao substrato
antes das celulases; e em um ensaio simultdneo (denominado ‘“sinergismo”) no qual 0S
extratos proteicos contendo B-expansinas foram misturados com as celulases. A albumina
sérica bovina (BSA) foi usada como controle. Os ensaios foram realizados em pH 4,8 (tampéao
50 mM de acetato de sédio) e 30°C. Os extratos proteicos concentrados e dialisados contendo
B-expansinas (normalizados pela concentracdo proteica) e a proteina BSA foram carregados a
10 mg/g (proteina/substrato) e a celulase comercial Celluclast 1,5 L (celulase de Trichoderma
reesei; Sigma-Aldrich C2730) foi carregada a 0,48 FPU/g de substrato (para a hidrolise da
biomassa). Os testes foram realizados com 5 mg / mL de bagago pre-tratado em microtubos
de 2 mL incubados em termomisturador (Eppendorf) a 900 rpm.

Nos ensaios de pré-tratamento, o substrato foi incubado com o extrato protéico
concentrado e dialisado contendo P-expansinas ou com BSA a 30°C por 24 h. Apos a
incubacdo, Cellulast foi adicionada e a reacdo foi mantida a mesma temperatura por 24 h. Nos
ensaios simultaneos, o extrato proteico contendo B-expansinas (ou BSA) foi adicionado em
combinacdo com Celluclast e incubado a 30°C por 24 h.

ApoOs os ensaios de sacarificacdo, a concentracdo de acucares redutores foi
determinada pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico). A analise de variancia foi
realizada para todos os dados gerados e as diferencas entre as médias foram comparadas com
o teste t de Student (o = 0,05).

4.2.7. Determinacado da resisténcia a tracao e deformacéo do papel filtro tratado com -
expansinas recombinantes da cana-de-acucar

O efeito das B-expansinas recombinantes SacEXP82 e SacEXP49 na resisténcia a
tracdo e deformacdo do papel filtro tratado com essas proteinas foi avaliado utilizando a
Maquina Universal de Ensaios AROTEC WDW-20E. Tiras de papel filtro Whatman n° 3
foram cortadas (2 cm x 7 cm) e incubadas a 30°C e 50°C por 1 hora em tampéo acetato de
sodio 50 mM (pH 4,8 e 5,5) contendo 1,2 mg/mL do extrato proteico concentrado e dialisado
contendo as expansinas recombinantes. A forca ténsil de tiras de papel filtro Whatman n°3

incubadas em tampdo acetato de sodio com 1,2 mg/mL de BSA (bovine serum albumin-
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Sigma-Aldrich) e tampdo acetato de so6dio com Uréia 8M também foi avaliada, como
controles negativo e positivo, respectivamente.

Apos o periodo de incubacdo, as tiras de papel foram retiradas da reacdo e fixadas as
garras da Maquina Universal de Ensaios Mecénicos (Marca Arotec, Modelo WDW- 20E)
(Figura 23). Todas as medidas de tensdo foram realizadas utilizando uma célula de carga de
50 kgf, distancia entre garras de 40 mm e velocidade de deslocamento das garras de 0,5
mm/min. Ao menos 5 corpos de prova (repeticdes) foram utilizados para cada condicdo e os
desvios padrao foram calculados. Para a comparagdo das médias foi utilizado o teste de Tukey

com nivel de confiancga de 95%.

Figura 23. Equipamentos utilizados para realizacdo do ensaio mecénico para determinacdo da
resisténcia a tra¢do e deformagdo do papel filtro tratado com B-expansinas recombinantes da cana-de-
acucar. Primeira imagem mostra as amostras incubadas por 30 min a 30°C e 50°C. O computador em
que as andlises sdo calculadas quanto a forca ténsil, o equipamento Maquina Universal em que foi
colocada a tira de papel umedecida pelo extrato proteico contendo a expansina recombinante e a
Gltima imagem o papel sendo extendido até sofrer a primeira ruptura.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. P. pastoris ¢ um hospedeiro adequado para expressdo de B-expansinas da cana-de-
agucar

Neste estudo, duas B-expansinas previamente identificadas por terem especificidade
de atuacdo no colmo de plantas adultas de cana-de-agUcar (SacEXP82 e SacEXP49) foram
produzidas com sucesso pela levedura metilotrofica P. pastoris X-33 (reclassificada como
K. phaffii, conforme Kurtzman, 2009). Para explorar o potencial biotecnolégico de
expansinas de plantas e de expansinas-like de outros organismos, € essencial o uso de um
sistema de expressao heter6loga adequado, ndo apenas para obter alta producdo da proteina,
mas também para garantir sua expressdéo em uma forma funcional. P. pastoris X-33 ja
demonstrou ser um sistema versatil de expressdao de expansinas-like, de swollenin e de
cerato-platanin (WANG et al., 2014; TOVAR-HERRERA et al., 2015; QUARANTIN et al.,
2019) porque as proteinas sdo secretadas no meio extracelular, o que permite uma
recuperacdo eficiente. Antes do presente trabalho, a Gnica expansina de planta produzida por
P. pastoris era a a-expansina de tomateiro LeEXP2 (MA et al., 2011; LIU et al., 2014).

Ao todo foram obtidos dez transformantes de P. pastoris X-33 resistentes a zeocina
contendo o plasmidio pPICZB_SacEXP82, os quais foram confirmados por PCR (Figura 24
- A); e cinco transformantes contendo o plasmidio pPICZB_SacEX49, dos quais quatro

foram confirmads por PCR (Figura 24 — B).

-

pPICZB_SacEXP82 pPICZB_SacEXP49

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos para transformantes
resistentes a zeocina contendo o0s plasmideos recombinantes pPICZB_SacEXP82 e
pPICZB_SacEXP49, utilizando os iniciadores 5' AOX1 e 3' AOX1. As amplificagdes produziram uma
banda de aproximadamente 1.200 pb, contendo o gene alvo, e uma banda de aproximadamente 2.200
pb correspondente ao gene AOX1, como esperado. Na Figura A, as linhas P1 - P10 representam
transformantes de P. pastoris X-33 contendo o plasmidio pPICZB_SacEXP82. Na Figura B, as Linhas
P1 — P5 representam transformantes de P. pastoris X-33 contendo pPICZB_SacEXP49. Observe que
P2 de pPICZB_SacEXP49 mostra um tamanho diferente que ndo era esperado (por volta de 1500 pb) e
foi descartado da anélise.
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Os transformantes P1, P2, P4, P5, P6, e P8 (com o vetor pPICZB_SacEXP82) e P1,
P3, e P5 (com o vetor pPICZB_SacEX49) foram cultivados em condi¢des indutoras (presencga
de metanol) em frascos erlenmeyer de modo a selecionar qual deles secretava a proteina no
sobrenadante. Apds a triagem desses transformantes em condi¢gdes indutoras foram
selecionadas as linhagens P. pastoris X-33 pPICZB_SacEXP82 P4 (produtora da expansina
SacEXP82) e P. pastoris X-33 pPICZB_SacEXP49 P1 (produtora da expansina SacEXP49)
para continuidade do trabalho. A Figura 25 exemplifica a selecdo do transformante
pPICZB_SacEXP49 P1.

M 1 2 3 4
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Figura 25. Analise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos sobrenadantes dos transformantes de P.
pastoris X-33 ap6s 72 horas de indugdo com metanol. Os sobrenadantes dos transformantes P1, P3 e
P5 (P4 ndo cresceu) contendo o plasmideo recombinante pPICZB_SacEXP49 sdo mostrados nas
canaletas 2 a 4. A canaleta 1 apresenta o sobrenadante da cepa controle de P. pastoris X-33 contendo o
vetor pPICZB vazio (controle negativo).

Os transformantes selecionados P. pastoris X-33 pPICZB_SacEXP82 P4 e P. pastoris
X-33 pPICZB_SacEXP49 P1 foram cultivados em maior escala, sendo que o transformante
P4 foi cultivado em biorreator e o transformante P1 foi cultivado em frascos agitados. Apos
concentracdo e didlise dos sobrenadantes desses cultivos, o extrato proteico obtido foi
submetido a quantificacdo de proteina total, resultando em 17 mg/mL para o extrato do
transformante pPICZB_SacEXP82 P4 e 16 mg/mL para o extrato do transformante
pPICZB_SacEXP49 P1. A Figura 26 exemplifica a analise eletroforética das proteinas do
extrato protéico concentrado e dialisado oriundo do sobrenadante do cultivo em biorreator do
transformante P. pastoris X-33 pPICZB_SacEXP82 P4 e do cultivo em frascos do
transformante P. pastoris X-33 pPICZB_SacEXP49 P1.

Na Figura 26 é possivel observar maltiplas bandas com diferentes massas variando de
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aproximadamente 35-37 kDa a 95 kDa no extrato proteico do transformante
pPICZB_SacEXP82 P4, e uma banda proeminente de aproximadamente 55 kDa no extrato
proteico do transformante pPICZB_SacEXP49 P1, em comparagdo com o controle. Ou seja, 0
tamanho das proteinas recombinantes visualizadas no gel € maior do que o tamanho predito
das expansinas SacEXP82 e SacEXP49 (a B-expansina SacEXP82 nativa secretada tem 261
aminoécidos e massa molecular estimada de 29.181 kDa e pl tedrico de 7,73; enquanto a f3-
expansina SacEXP49 nativa secretada tem 241 aminoécidos e massa estimada de 26.351 kDa
e pl tedrico de 4,88). Os resultados indicam a ocorréncia de modificacdo pds-traducional nas

proteinas recombinantes secretadas pela levedura P. pastoris X-33.
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Figura 26. Perfil eletroforético das proteinas do sobrenadante dos cultivos ap6s indugdo com metanol.
A figura da esquerda mostra o sobrenadante do transformante P4 de P. pastoris X-33
(pPICZB_SacEXP82) cultivado em biorreator. A figura da direita mostra o sobrenadante do
transformante P2 de P. pastoris X-33 (pPICZB_SacEXP49) cultivado em frascos conicos de 1 L. As
setas indicam as provaveis proteinas heter6logas secretadas, que ndo aparecem no controle; e M
representa Precision Plus Protein ™ Dual Xtra-BIO-RAD Standard.

Isso pode ser possivel devido a presenca de sitios de glicosilagdo nessas proteinas. Por
exemplo, ambas as sequéncias de proteinas possuem pelo menos um local putativo de N-
glicosilacdo, como previsto pelo NetNGlyc 1.0 Server (aminodcido N na posicdo 19,
sequéncia NTSD da proteina SacEXP82; aminoacido N na posicdo 7, sequéncia NASD da
proteina SacEXP49), enquanto um local putativo de O-glicosilacdo foi previsto apenas para a
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proteina SacEXP49 (aminoacido T na posigdo 23).

Para confirmacdo da secrecdo e da identidade das proteinas recombinantes, além das
analises eletroforéticas, foi realizada a analise protedmica de bandas de gel e de extratos
proteicos. Para o transformante pPICZB_SacEXP82 P4, a analise de espectrometria de
massas foi realizada tanto com as bandas recortadas do gel SDS-PAGE, quanto com o extrato
proteico concentrado e dialisado (liofilizado). Para o transformante pPICZB_SacEXP49 P1, a
analise foi realizada com o extrato proteico concentrado e dialisado (liofilizado).

A analise das principais bandas de gel (de aproximadamente 95 kDa, 72 kDa, 54 kDa,
50 kDa, e 35-37 kDa) do transformante pPICZB_SacEXP82 P4 expressando a B-expansina
SacEXP82 revelou uma alta identidade com a “Expansin 82 de Saccharum hybrid cultivar”
(accession number AOA2H4YIR5) das bandas de aproximadamente 35-37kDa e 50 kDa,
possivelmente correspondendo a mesma proteina com diferentes padrdes de modificagdes
pos-traducionais. Também foi verificada elevada identidade com a “Expansina 82” quando o
extrato proteicoconcentrado, dialisado e liofilizado desse mesmo transformante foi avaliado.

A analise de espectrometria de massas do extrato proteico concentrado, dialisado e
liofilizado do transformante pPICZB_SacEXP49P1 produtor da pB-expansina SacEXP49
revelou identidade com peptideos de diferentes p-expansinas do genoma da cana-de-agucar da
base de dados UniProtKB, com diferentes percentagens de cobertura (p. ex.: EXP74, EXP29,
EXP22, EXP32, EXP54, EXP3). Nenhuma expansina foi identificada no secretoma da cepa
controle P. pastoris X-33 contendo o vetor vazio pPICZB (dados ndo mostrados). Todos esses
resultados confirmam que os dois transformantes de P. pastoris X-33 selecionados secretam
as B-expansinas de cana-de-acucar recombinantes SacEXP82 e SacEXP49.

Na literatura, ndo sdo frequentes os casos de sucesso de producdo heterdloga de
expansinas de plantas. Por exemplo: as proteinas GR2 de milho (Z. mays) (grass pollen
group-2/3 allergen com similaridade estrutural ao dominio carboxi-terminal de B-expansinas)
produzidas por E. coli (COSGROVE & TAKEDA, 2007); algumas expansinas de arroz (O.
sativa) produzidas por E. coli (SEKI et al., 2015); a a-expansina Cs-EXPA1 de pepino (C.
sativus), a a-expansina LeEXPA3 de tomateiro (L. esculentum) e a a-expansina Nt-EXPA4 de
tabaco (Nicotiana tabacum) produzidas por E. coli (BERENDES et al., 2001); a a-expansina
CsExpl de pepino (C. sativus) produzida por plantas transgénicas de tomate (WHITNEY et
al., 2000); a a-expansina Cs-EXPAL de C. sativus produzida por plantas transgénicas de
milho (YOON et al., 2016); e a a-expansina LeEXP2 de tomateiro (L. esculentum) produzida
por P. pastoris (MA et al., 2011; LIU et al., 2014).
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O sucesso da producdo de proteinas recombinantes por P. pastoris depende de muitos
fatores, como a escolha do vetor de expressdo, cepa de levedura, sinal de secrecdo, otimizagéo
de cddons, a presenca de um tag de afinidade, o processamento correto da regido N-terminal,
nimero de clpias integradas e condicGes de crescimento. Por causa desses fatores, cada
proteina precisa de customizacdo de suas proprias condicdes de expressdo. Por exemplo,
COSTA (2016) identificou um gene codificador de B-expansina (expbl1l) de cana-de-agucar
(cultivar RB867515). Este gene foi clonado no vetor pPIC9 (sequéncia codificadora nativa,
sinal de secrecdo de S. cerevisiae; sem cauda de afinidade; cepas de P. pastoris GS115 e
SMD1168). O autor confirmou por PCR a transformacdo e a integragdo no genoma de P.
pastoris, no entanto, ndo observou transcricdo do gene alvo nem secrecdo da proteina, quando
0 sobrenadante dos cultivos foi avaliado por SDS-PAGE.

LIU et al. (2014) clonaram a sequéncia codificadora da a-expansina LeEXP2 de
tomateiro no vetor pPICZaA e confirmaram a produgédo da proteina (70.9 mg/L). Estratégia
semelhante foi relatada por WANG et al. (2014) para a producdo da swollenin de T. reesei
(TrSwol) e da expansina-like de B. subtilis (BSEXLX1) (120 mg/L e 860 mg/L,
respectivamente). A mesma abordagem foi empregada por TOVAR-HERRERA et al. (2015)
para a producdo da expansina-like SCExIx1 do fungo S. commune e por QUARANTIN et al.
(2019) para a producdo das cerato-platanins FQCPP1 e FgCPP2 de F. graminearum, no
entanto, dados de rendimento ndo foram disponibilizados. Diferentemente desses casos, no
presente trabalho as P-expansinas de cana-de-aclcar SacEXP82 e SacEXP49 foram
produzidas por P. pastoris X-33 sem a presenca de uma cauda de afinidade e mantendo a
sequéncia nativa do peptideo sinal. Os resultados mostraram a secrecdo das B-expansinas no
meio, indicando que o sinal nativo de monocotileddnea foi reconhecido e clivado
corretamente por P. pastoris X-33, 0 que abre a oportunidade de utilizar essa estratégia de
clonagem para producdo recombinante de outras proteinas de Saccharum.

Como visto, as p-expansinas recombinantes de cana-de-aclcar SacEXP82 e
SacEXP49 apresentaram tamanhos diferentes dos preditos (Figura 26), indicando a ocorréncia
de modificacdo pods-traducional. LIU et al. (2014) relataram que a a-expansina de tomateiro
LeEXP2 apresentou multiplas bandas que variaram de 27 a 45 kDa na analise de SDS-PAGE.
Para a swollenin de T. reesei (TrSwol) e para a expansina-like de B. subtilis (BSEXLX1),
glicosilacdo foi observada (WANG et al., 2014), o mesmo ocorrendo para a expansina-like
ScExIx1 de S. commune (TOVAR-HERRERA et al.,, 2015) e para as cerato-platanins
FgCPP1 e FgCPP2 de F.graminearum (QUARANTIN et al., 2019). Em geral, a presencga da
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cauda de histidina ou de modificagdes pds-traducionais parece ndo ter um efeito negativo
sobre a funcéo de expansinas, expansinas-like, swollenin e cerato-platanin produzidas por P.
pastoris (LIU et al, 2014; WANG et al, 2014; TOVAR-HERRERA et al., 2015;
QUARANTIN et al., 2019). Isso também foi observado para diferentes swollenins (TpSwo,
TpSwo2, PoSwol, AfSwol, TrSwol, ThSwo) que foram expressas em fungos filamentosos
(SALOHEIMO et al., 2002; YAO et al., 2008; CHEN et al., 2010; WANG et al., 2010;
ZHOU et al.,, 2011; GOURLAY et al., 2012; KANG et al., 2013; GOURLAY et al., 2015;
ROCHA et al., 2016).

4.3.2. As B-expansinas recombinantes SacEXP82 e SacEXP49 ndo possuem atividade
hidrolitica sobre papel filtro e séo capazes de se ligar a celulose microcristalina

Por definicdo as expansinas sdo consideradas proteinas ndo hidroliticas, dessa forma,
espera-se que em reagdes de hidrolise de substratos celuldsicos com essas proteinas nao
ocorra a liberagdo de acUcares redutores. Os extratos proteicos concentrados e dialisados
contendo as expansinas recombinantes SacEXP49 e SacEXP82 foram aplicados em reac6es
de hidrolise de papel filtro Whatman No. 1 a 30°C e 50°C, em pH 4,8 e pH 5,0. Nao foram
detectados agucares redutores nessas reacdes, indicando que as B-expansinas recombinantes
SacEXP49 e SacEXP82 nédo foram capazes de hidrolisar a celulose do papel filtro.

Devido a sua reconhecida atividade ndo catalitica, a avaliacdo funcional de expansinas
e expansinas-like é baseada em diferentes ensaios ndo enzimaticos (COSGROVE, 2017) e a
ligacdo a polissacarideos ou paredes celulares das plantas € um dos testes mais usados
(YENNAWAR et al., 2006; LIU et al., 2014; KERFF et al., 2008; EIBINGER et al., 2016).
No presente trabalho, investigou-se a capacidade de ligacdo a celulose microcristalina (Avicel
PH-101) das B-expansinas de cana-de-agucar recombinantes por analise de SDS-PAGE.

Inicialmente foi realizado um ensaio de ligacdo a celulose com o sobrenadante do
cultivo em frascos conicos do transformante pPICZB_SacEXP82 P4 (40 nug de proteina) e o
sobrenadante do cultivo da cepa controle (contendo vetor pPICZB vazio). O resultado deste
ensaio é mostrado na Figura 27, na qual observa-se que uma banda de aproximadamente 35-
37 kDa foi ligada a celulose microcristalina. Esses dados de ligacao a celulose microcristalina
reforcam os resultados anteriormente obtidos de identificacdo desta mesma banda por

espectrometria de massas e sua identidade com a -expansina SacEXP82 de cana-de-agucar.
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Figura 27. Analise de SDS-PAGE do sobrenadante do cultivo do transformante pPICZB_SacEXP82
P4em ligacdo com substrato celuldsico (Avicel PH-101) a 25°C a 900 rpm overnight. Da esquerda
para direita M: marcador (kDa) Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standard — BIO-RAD (Criterion
10- 20% Tris-Tricine). P4: sobrenadante do cultivo do transformante P4 sem Avicel (controle), P4 (S):
P4 ap6s tratamento com Avicel contendo proteinas que ndo se ligaram ao substrato, P4(B): banda
putativa (SacEXP82) eluida de Avicel. PC: Sobrenadante do cultivo do transformante controle com
vetor pPICZB vazio sem Avicel, PC(S): PC apos tratamento com Avicel e PC(B) proteinas eluidas de
Avicel. Nos pocos P4, P4 (S), PC, PC(S) foram aplicados 40 ug de proteina total e nos pocos P4 (B) e
PC (B) todo o material eluido a partir de Avicel foi concentrado por speedvac e aplicado no gel. A
concentracdo de proteina total foi estimada pelo método do acido bicinconinico (BCA). As amostras
foram resolvidas em gel de poliacrilamida com malha de 12%.

Um novo ensaio de ligacdo a celulose foi realizado com as duas proteinas estudadas,
utilizando o sobrenadante dos cultivos em maior escala feitos em biorreator (cepa
pPICZB_SacEXP82 P4) e em frascos conicos (cepa pPICZB_SacEXP49 P1). Os resultados
obtidos utilizando 30 pg de proteina total do extrato proteico concentrado e dialisado
mostraram que as duas proteinas foram capazes de se ligar a celulose microcristalina nas
condicdes utilizadas (tampdo citrato 50 mM, pH 4.8, 30°C e 50°C, por 24 horas) (Figura 27).
Isso é evidenciado pela visualizagdo de bandas correspondentes as proteinas ligadas a Avicel
que foram eluidas desse substrato apds 10 lavagens (Figura 28) e que correspondem as
proteinas com aproximadamente 35-37 kDa a 95 kDa para SacEXP82 e uma banda
proeminente de aproximadamente 55 kDa para SacEXP49. A diferenca na intensidade das
bandas da Figura 28 indica que as B-expansinas possivelmente apresentaram maior afinidade

de ligacdo a Avicel a 30°C do que a 50°C nas condi¢es utilizadas.
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Figura 28. Analise por SDS-PAGE da adsor¢do das B-expansinas de cana-de-aglcar recombinantes
SacEXP82 e SacEXP49 em celulose microcristalina Avicel PH-101. M: marcador molecular (Thermo
Scientific PageRuler prestained protein ladder). Foram adicionados 30 pg de proteina do extrato
proteico concentrado e dialisado do transformante pPICZB_SacEXP82(P4). As canaletas 3 e 4
indicam a SacEXP82 adsorvida a Avicel a 30°C e 50°C, respectivamente, ap6s 24 h. Foram
adicionados 30 pg de proteina do extrato proteico concentrado e dialisado do transformante
pPICZB_SacEXP49 (P1). As canaletas 6 e 7 indicam a SacEXP49 adsorvida a Avicel a 30°C e 50°C,
respectivamente, apos 24 h.

As propriedades de ligacdo ao substrato sdo importantes para a funcionalidade de
expansinas e de expansinas-like (LIU et al., 2015; COSGROVE, 2017). A afinidade pelo
substrato pode ser influenciada por muitos fatores, além disso, os testes sdo frequentemente
realizados sob condi¢des reacionais distintas, tornando dificil a comparacdo de diferentes
expansinas e expansinas-like (LIU et al., 2015; EIBINGER et al., 2016). Assim como
observado no presente trabalho para as B-expansinas recombinantes SacEXP82 e SacEXP49,
a ligacdo a celulose microcristalina também foi relatada para a swollenin (TrSwo1l) do fungo
T. reesei (EIBINGER et al., 2016). Entretanto, quando comparada a ligacdo a outros
substratos, TrSwol apresentou a maior afinidade e especificidade para xilana seguida de
lignina e celulose microcristalina, nas condicfes utilizadas (tampéo acetato de sddio 50 mM,
pH 5,0, 25°C, por 2 h). Interessantemente, uma outra swollenin do fungo A. fumigatus
(AfSwol) apresentou afinidade de ligacdo significativa a celulose microcristalina e também a
quitina (em tampéo fosfato 15 mM, pH 7,4, contendo NaCl 150 mM, por 30 min), mas sem
afinidade de ligacdo 6bvia com xilana (CHEN et al., 2010). Com relacdo as expansinas-like
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bacterianas, a capacidade de ligacdo a celulose microcristalina, bem como a outros substratos
celulésicos, hemiceluldsicos e lignina também é recorrentemente relatada (KERFFet al.,
2008; LIN et al., 2013; KIM et al., 2013; GEORGELIS et al., 2015; LIU et al., 2015; WANG
et al., 2016; MARTINEZ-ANAYA, 2016).

Para algumas expansinas de plantas a ligacdo a celulose microcristalina também ja foi
demonstrada. Por exemplo, SEKI et al. (2015) mostraram por meio de analise de SDS-PAGE
que a a-expansina de arroz OSEXPA4 produzida por E. coli foi capaz de se ligar a Avicel PH-
101 em reacdes realizadas com tampédo acetato de sédio 50 mM (pH 5,0) a 50°C por 18 h. A
a-expansina LeEXP2 de tomateiro produzida por P. pastoris também foi capaz de se ligar a
Avicel, entretanto, nas condi¢des usadas (tampéo citrato 0,05 M, pH 4,8, a 25°C por 1 h) esta
proteina se ligou preferencialmente aos outros substratos testados (xilana e biomassa de milho
pré-tratada) (LIU et al., 2014).

Com relacdo as B-expansinas de plantas, YENNAWAREet al. (2006) mostraram que a
expansina ZmEXPBL1 nativa purificada do polen de milho apresentou maior afinidade de
ligacdo aos substratos hemicelulosicos (xiloglucana, xilana de aveia, xilana de bétula) do que
aos substratos celuldsicos testados (glucana, glucomanana) na forma imobilizada sobre
membranas de nitrocelulose, em reacdes realizadas com acetato de sodio 20 mM (pH 5,5) a
25°C por 1 h. TABUCHI et al. (2011) mostraram que ZmEXPB1solubiliza arabinoxilana e
homogalacturonanas de paredes de gramineas, 0 que torna esse tipo de [-expansina
marcadamente diferente das o-expansinas e das expansinas-like de bactérias.
Interessantemente, WANG et al. (2016) forneceram evidéncias diretas de que ZmEXPB1 liga-
se primariamente a glucuronoarabinoxilana (GAX), principal polissacarideo da matriz nas
paredes celulares (em reacGes em acetato de sodio 20 mM, pH 5,5, a 26°C por 1 h). De fato,
dados de RMN mostraram que a expansina ZmEXPBI ndo se liga a celulose em misturas de
paredes celulares de milho, apesar de se ligar fracamente a celulose microcristalina (Avicel
PH-101) in vitro nas condicGes utilizadas. A atividade de outras B-expansinas de milho
provavelmente difere das proteinas do p6len de milho, como ZmEXPB1, mas isso ainda nao
foi avaliado experimentalmente (COSGROVE, 2015; WANG et al., 2016).

Do exposto, é possivel concluir que diferentes expansinas de plantas (das subfamilias
EXPA e EXPB) nativas ou recombinantes caracterizadas até o0 momento sdo capazes de se
ligar a celulose microcristalina, no entanto, para as poucas [B-expansinas de plantas
caracterizadas funcionalmente em nivel detalhado (p. ex.: ZmEXPBL1) a afinidade por outros
polissacarideos, tais como 0s que compdem a hemicelulose, é maior, conforme revelado pelos

estudos citados. No presente trabalho, ndo foi avaliada a ligagdo das p-expansinas



150

recombinantes de cana-de-acUcar a outros tipos de polissacarideos ou paredes celulares, e
novos testes deverdo ser realizados futuramente para uma melhor compreenséo do espectro de
afinidade do substrato das B-expansinas SacEXP82 e SacEXP49. Em todo caso, os dados
obtidos comprovam que essas B-expansinas recombinantes de cana-de-acucar foram capazes
de se ligar @ um substrato celulésico e em funcdo disso outros experimentos foram realizados

para melhor compreensdo de caracteristicas basicas dessas proteinas.

4.3.3. Efeito das B-expansinas recombinantes da cana-de-acUcar na sacarificacio
enzimatica de substratos celuldsicos

Desde os primeiros relatos de que as expansinas das plantas podem aumentar a
atividade de celulases ou a taxa de hidrolise na sacarificacdo enzimatica da celulose
(COSGROVE et al., 1998; BAKER et al., 2000; COSGROVE, 2001), ensaios para investigar
a sinergia com celulases ou hemicelulases na liberacdo de acgucares soliveis de diferentes
substratos tém sido amplamente utilizados como uma forma indireta de avaliar a atividade
funcional de expansinas e de expansinas-like.

A acdo das expansinas resulta na reducdo da cristalinidade da celulose. Isso pode
favorecer a digestibilidade da biomassa lignocelulésica pela acdo de celulases. Dessa forma,
foi avaliadoo efeito da aplicacdo das [-expansinas recombinantes de cana-de-acgUcar
SacEXP82 e SacEXP49 na sacarificacdo de bagaco de cana pré-tratado por método
organosolv utilizando uma celulase comercial do fungo T. reesei (Celluclast). O extrato
proteico concentrado e dialisado oriundo do cultivo da cepa controle de P. pastoris X-33 (com
vetor vazio pPICZB) em frascos de e’’rlenmeyer também foi incluido na analise. A proteina
BSA foi incluida como controle para corrigir efeitos inespecificos sobre a atividade da
celulase. Os resultados sdo mostrados na Figura 29.

Os resultados mostraram que a adi¢do dos extratos proteicos enriquecidos com as -
expansinas recombinantes SacEXP82 e SacEXP49 ndo resultou em maior quantidade de
acucares redutores ao final da hidrdlise do bagaco pré-tratado por processo organosolv
(Figura 29), em comparacdo com o controle nas condi¢des utilizadas (baixa carga enzimatica:
0,48 FPU/g de substrato). Isto foi observado tanto no ensaiode pré-incubacao (“pré-
tratamento”) como nos ensaio simultaneo (“sinergismo”).

A extensdo da melhoria na hidrélise da biomassa lignocelulésica com adicdo de
proteinas auxiliares como as expansinas (DU et al., 2018) ou outras proteinas, p. ex., mono-
oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) (SUN et al., 2015; HU et al., 2015) € altamente

dependente do tipo de substrato e pré-tratamento, do teor de solidos, bem como da fonte e da
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quantidade de celulase utilizada. Assim como observado no presente trabalho para as -
expansinas recombinantes SacEXP82 e SacEXP49, alguns estudos relataram uma auséncia de
interacdo sinérgica entre celulases e expansinas/expansinas-like, ou que o sinergismo ndo foi
significativamente maior do que o observado quando uma proteina de sacrificio como BSA é
usada na hidrélise. Essas observacdes foram explicadas em parte pela competicdo pelos locais
de ligagéo do substrato sob certas condic¢Oes de reacdo (KIM et al., 2009; WANG et al., 2014;
LIN et al., 2013; EIBINGER et al., 2016; LIU et al., 2015).

Outros mecanismos foram propostos para explicar casos semelhantes ao observado no
presente trabalho para SacEXP82 e SacEXP49. Por exemplo, Georgelis et al. (2015)
propuseram alguns mecanismos que podem ser responsaveis por um aumento nao especifico
da atividade da celulase, p. ex., aumento da estabilidade da celulase, diminuicdo da ligacdo
improdutiva ao substrato ou que a expansina / expansina-like pode agir como surfactante
devido a sua estrutura proteica ser composta por regides hidrofébicas e hidrofilicas. Portanto,
outras condigdes devem ser avaliadas, a fim de investigar o potencial sinérgico das expansinas
recombinantes obtidas no presente trabalho no processo de sacarificacdo. No caso, outros
testes foram realizados para indicar o melhor uso das expansinas recombinantes da cana-de-
acucar, por exemplo, foi avaliada a capacidade dessas proteinas de causar mudancgas nas

propriedades fisicas das fibras de celulose, conforme relatado a seguir.

35
30 r
25 | \
~ 0 SacEXP82
'_,9 20 + % —I— B SacEXP49
P o S e o mBSA
E(: o |l o NS ® Somente celulases
05
0.0

Pré-tratamento Sinergismo

Figura 29. Efeito da adigdo de B-expansinas recombinantes na sacarificacdo de cana tratado pelo
processo Organosolv. Os experimentos foram realizados com 5 mg.mL™ de biomassa incubada a 900
rom e 30°C. No ensaio de pré-tratamento, a biomassa foi incubada com extratos proteicos
concentrados ou BSA (10 mg/g) por 24 h. Apés incubacéo, Celluclast (1,2 FPU/g) foi adicionada e a
reacdo mantida na mesma temperatura por 24 h. Em ensaios de sinergismo, extratos proteicos
concentrados ou BSA foram adicionados em combinagdo com Celluclast e incubados por 24 h. Os
ensaios foram realizados em triplicata, barras de erro indicam as médias + desvio padréo.
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4.3.4. Determinacdo da forca ténsil e deformacédo de papel filtro tratado com as
expansinas recombinantes de cana-de-acucar SacEXP82 e SacEXP49

A avaliacdo da resisténcia a tracdo de papel filtro incubado com o extrato proteico
contendo as expansinas recombinantes SacEXP49 e SacEXP82 foi realizada para verificar se
estas expansinas possuem um efeito de "afrouxamento™ do substrato celulésico devido a
ruptura de pontes de hidrogénio. As reacGes foram realizadas em dois pHs (4,8 e 5,5) e duas
temperaturas (30°C e 50°C), sendo que a melhor condi¢do para funcionalidade de ambas as
proteinas foi pH 4,8 e 30°C. Ndo foram observadas diferencas entre a tensdo méaxima
suportada pelo papel filtro incubado em tampéo acetato de sédio com e sem adicdo de BSA
(dados ndo mostrados), portanto este teste definiu como controle negativo a reacdo contendo
1,2 mg/mL de BSA em tampdo acetato de sddio.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 30. Observou-se uma reducao de 53%
na tensdo maxima das amostras incubadas com o controle positivo (Ureia 8M) em relacdo ao
controle negativo (1,2 mg/mL BSA), resultado esperado devido a caracteristica disruptiva das

ligagOes de hidrogénio da uréia.
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Figura 30. Comparagdo da resisténcia a tracdo (tensdo maxima em MPa) do substrato celuldsico
(papel filtro Whatman n° 3) tratado com BSA (controle negativo), SacEXP49, SacEXP82 e Uréia
(controle positivo) em pH 4,8, 30°C por 1 hora. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (com nivel de confianga de 95%). Pelo menos cinco tiras de papel
foram usadas para cada condigdo. As barras de erro representam o desvio padrdo da medicéo.
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Essa reducdo estd de acordo com os valores obtidos por Kim et al. (2009), que
observaram uma reducdo de 50% na tensdo maxima suportada pelas amostras incubadas em
ureia em relacdo ao controle negativo, e é levemente superior aos valores obtidos por Artzi et
al. (2016), cuja reducdo na tensdo méaxima entre controle negativo e positivo foi de 43%.

Os valores maximos de tensdo obtidos para as B-expansinas SacEXP49 e SacEXP82
indicam que ambas tém a capacidade de romper as ligacbes de hidrogénio do substrato
celulésico em pH 4,8 a 30°C, sendo este efeito mais pronunciado para a [-expansina
SacEXP82 (Figura 30).

A aplicacdo da B-expansina SacEXP49 levou a uma redugdo de 31% na tenséo
maxima quando comparada ao controle negativo. Este efeito é comparavel ao observado por
Kim et al. (2009) para a expansina-like EXLX1 da bactéria B. subtilis em condi¢des idénticas,
(Tabela 14). Por outro lado, a aplicagdo da B-expansina SacEXP82 resultou em amostras de
papel filtro com uma reducdo de 42% nos valores de tensdo maxima, em comparacao com o
controle negativo. Os valores da Tabela 14 mostram que o efeito da B-expansina SacEXP82 é
pronunciado e similar ao resultado obtido por Artzi et al. (2016), que relataram uma redugéo
dos valores das tensdes maximas do papel filtro incubado com a expansina-like CclEXL1 da

bactéria Clostridium clariflavum de 44,4% em relagé@o ao controle negativo.

Tabela 14. Valores comparativos de resisténcia a tracdo de papel filtro encontrados para
algumas expansinas e sua comparagéo com os resultados obtidos no presente trabalho*.

Expansina/expansina- pH Temperatura Tempo de Reducao da Referéncia
like (eC) incubacdo forca ténsil

Saccharum officinarum 4.8 30 1 31 Este trabalho
(SacEXP49)

Saccharum officinarum 4.8 30 1 42 Este trabalho
(SaceEXP82)

Hahella chejuensis 4.8 25 1 53" Leeetal.
(HCEXLX2) (2010)
Bacillus subtilis 757 25 4 20 Georgelis et
(BSEXLX1) al. (2011)
Bacillus subtilis 4.8 30 1 29 Kim et al.
(BSEXLX1) (2009)
Trichoderma reesei 5.0 t.a. 15 min 15-20 Saloheimo et
(swollenin SWO1) al. (2002)
Clostridium clariflavum 55 55 1 44.4 Artzi et al.
(CclEXLY) (2016)

* Em relacdo ao controle negativo.** 53% do efeito observado para o controle positivo.*** Usado tampéo
HEPES em vez de tamp&o de acetato.”Para comparagdo com resultados publicados, é necessario usar o valor da
tensdo, que foi calculado considerando a area da secdo transversal das tiras de papel de filtro (tensdo = forca /
area da secdo transversal).
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O teste de Tukey (a = 0.05) indicou que ndo ha diferenca estatistica entre os valores de
tensdo maxima das amostras de papel filtro incubadas com B-expansina SacEXP82 e uréia 8M
(controle positivo), indicando que esta expansina recombinante de origem vegetal (cana-de-
acucar) tem um efeito pronunciado de afrouxamento das fibras do substrato celulésico,
estatisticamente semelhante ao observado para o controle positivo.

A deformacdo do papel filtro nos diferentes tratamentos também foi analisada, mas
ndo houve diferenca estatistica entre os valores obtidos. A deformacéo situou-se entre 3,96%
(para a -expansina SacEXP82) e 5,78% (para a B-expansina SacEXP49).

Em conjunto, os resultados obtidos mostram que as -expansinas de cana-de-agUcar
recombinantes SacEXP82 e SacEXP49 produzidas por P. pastoris s@o ativas e podem ser
aplicadas diretamente, na sua forma isolada (conforme testado), ou na forma de uma mistura
ou composicao entre elas (sem a necessidade de purificacdo, ou seja, na forma de um extrato
proteico concentrado) para diminuir a resisténcia a tracdo de fibras de celulose, como as que
compdem o papel filtro ou outros tipos de materiais a base de fibras de celulose. Isso abre a
possibilidade de avaliacdo dessas proteinas como bioprodutos renovaveis para aplicacfes na
industria de celulose que dependem de mudancas nas propriedades fisicas da fibra para obter

produtos derivados com caracteristicas distintas.

4.4. CONSIDERACOES FINAIS

Duas expansinas de cana-de-acucar (SacEXP49 e SacEXP82) previamente
identificadas como especificas dos tecidos do colmo de plantas adultas foram produzidas com
sucesso por P. pastoris X-33. A funcionalidade das proteinas recombinantes foi evidenciada
pela sua capacidade de diminuir significativamente a forca ténsil de fibras de papel filtro. Essa
capacidade mostrou-se dependente do pH e da temperatura da reacdo, sendo que as melhores
condicdes e resultados foram observados para a expansina SacEXP82 em pH 4,8 e 30°C.
Nesse aspecto, estas proteinas podem ser consideradas como um bioproduto de origem
renovavel para modificacdo das propriedades fisicas da celulose.

No presente trabalho foi realizada uma caracterizacdo preliminar das proteinas
SacEXP49 e SacEXP82 recombinantes, sendo possivel concluir que essas expansinas nao
possuem atividade hidrolitica sobre papel filtro e sdo capazes de se ligar a celulose
microcristalina. Embora uma caracterizacdo bioquimica mais detalhada seja necessaria para
definir a especificidade de substrato dessas expansinas, os dados obtidos permitem inferir que

a ligacdo a celulose microcristalina foi mais efetiva a 30°C do que a 50°C.
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A otimizacdo do cultivo das cepas geneticamente modificadas de P. pastoris X-33
produtoras das p-expansinas SacEXP49 e SacEXP82 pode ser realizada em estudos futuros.
Os resultados obtidos sobre clonagem e expressdo devem incentivar trabalhos sobre
caracterizacdo dos mais de 90 genes codificadores de expansina no genoma da cana-de-agucar
e definir as melhores condi¢Ges para o0 uso dessas proteinas na agricultura, agroindustria,
industrias a base de celulose e na biologia de espécies do complexo Saccharum. Tais estudos
estdo em andamento em nosso laboratério (FAVARO et al., 2019) e foram facilitados pela
estratégia de clonagem e expressdo desenvolvida neste trabalho.
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

A caracterizacdo molecular de 256 fungos endofiticos de P. cupana e de 35 fungos
endofiticos de R. mangle ampliou o conhecimento do inventario de géneros até entdo descritos
em associacdo com estas plantas tropicais. Os géneros descritos pela primeira vez como
componentes da comunidade fungica associada ao guaranazeiro foram Annulohypoxylon,
Cordyceps, Dokmaia, Eutypa, Lasiodiplodia, Neopestalotiopsis, Ophiocordyceps,
Paraconiothyrium e Phialemonium. Enquanto que fungos dos géneros Sarocladium e

Trametes foram pela primeira vez descritos em associagdo com mangue-vermelho.

A estratégia de prospeccéo utilizada, a qual foi baseada numa combinacéo de testes que
incluiram a avaliacdo da capacidade de despolimerizar polissacarideos, de produzir enzimas em
meio a base de bagaco de cana pré-tratado e de desempenho do secretoma na hidrolise de
biomassa foi uma abordagem util para selecdo de novos fungos produtoras de celulases e
hemicelulases. Em especial, os melhores fungos selecionados com esta estratégia robusta
pertencem a grupos que ndo tém sido tradicionalmente utilizados para producéo industrial de
enzimas (Neofusicoccum ribis; Talaromyces amestolkiae, Annulohypoxylon stygium,
Neopestalotiopsis sp., Diaporthe citri). Especificamente, 0 género Neopestalotiopsis foi pela
primeira vez descrito como capaz de produzir celulases e hemicelulases, revelando-se como

um bom produtor de B-glicosidase nas condi¢des utilizadas (cultivo ndo otimizado).

Talaromyces amestolkiae CP230 foi selecionado para a producdo de enzimas
celuloliticas. O extrato enzimatico bruto obtido pelo cultivo deste fungo em condicBes nédo
otimizadas, tendo bagaco pré-tratado como fonte de carbono e farelo de trigo, foi capaz de
converter biomassa lignocelulésica da cana em acgucares fermentesciveis e teve, nas condigdes
avaliadas, desempenho semelhante ao coquetel comercial Cellic CTec 3, indicando-a como uma
linhagem canditata para pesquisas futuras. Diferentes parametros de processo poderdo ser
otimizados visando maior producdo de celulases; as enzimas produzidas poderdo ter as
propriedades bioquimicas melhor caracterizadas, possibilitando a definicdo das condicdes
Otimas de atividade; este fungo podera ser submetido a programas de melhoramento genético

para aumentar a producao de celulases.
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Expansinas de cana-de-aclcar foram produzidas pela primeira vez de forma
recombinante. As B-expansinas SacEXP49 e SacEXP82 recombinantes foram capazes de se
ligar & celulose microcristalina (Avicel PH-101) preferencialmente a 30°C e ndo apresentaram
atividade hidrolitica sobre papel filtro. Portanto, uma avaliacdo da capacidade de ligacdo em

outros substratos sera fundamental para definicdo de sua especificidade.

As B-expansinas recombinantes SacEXP49 e SacEXP82 ndo tiveram efeito sinérgico
com celulases na hidrdlise do bagaco de cana pré-tratado pelo processo organosolv nas
condicBes experimentais utilizadas (baixa carga enzimatica e temperatura de 30°C). No entanto,
elas foram capazes de modificar as propriedades fisicas da celulose de papel filtro; seu
desempenho na reducdo da forca ténsil das fibras celuldsicas foi tdo eficiente quanto a uréia
(controle positivo). Além disso, as cepas recombinantes de Pichia pastoris produtoras das
expansinas de cana-de-agUcar sdo ativos tecnologicos e estdo disponiveis para 0
desenvolvimento de processo otimizado de producdo, 0 que por sua vez, permitird novas

aplicacOes dessas proteinas em diferentes areas.
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The powerful class of oxidative enzymes, lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) - also named
Auxiliary Activity (AA) - are able to oxidize recalcitrant polysaccharides on lignocellulosic biomass. In
this work, we successfully expressed three catalytic domains from bacterial LPMOs in the yeast
Komagataella phaffii: domain MdAA10.1-SD (from Moritella dasanensis), domain VmAA10.2-SD
(from Verrucosispora maris), and domain HgAA10.1-SD (from Hahella ganghwensis). Heterologous
expression was analyzed by SDS-PAGE, Western-Blot, and Dot-Blot, while functional activity of these
proteins was investigated by a combination of mass spectrometric and chromatographic methods.
The recombinant LPMO catalytic domain HgAA10.1-SD from H. ganghwensis, a Cl-oxidizer, was able
to promote an oxidative cleavage of phosphoric-acid swollen cellulose (PASC) substrate in the
presence of ascorbic acid as an electron donor, showing its potential for cellulose depolymerization.

1. INTRODUCTION

The copper-dependent LPMOs are essential for the deconstruction of recalcitrant lignocellulosic
biomass. They are able to boost biomass degradation through synergism with hydrolytic enzymes
(Bissaro et al., 2018). Currently, there are seven classes of LPMOs, also named Auxiliary Activity (AA)
according to the classification of the Carbohydrate-active enzymes database (CAZy;
http://www.cazy.org) (AA9, AA10, AA1l, AA13, AA14, AA15, and AA16). Their mode of action is
copper-based and differs mainly on substrate specificity and regioselectivity. AA10 family, formerly
CBM33, have been shown to act on chitin and cellulose, the two most abundant polysaccharides in
nature, and are found mainly in bacteria (Bissaro et al., 2018). In the context of green chemistry and
circular bioeconomy, more attention should be given to rationalizing the customization of enzymatic
cocktails in the lignocellulosic biorefinery industry, as protein loading and pretreatment are the
bottlenecks for achieving a sustainable and economic process for biomass degradation (Monclaro &
Filho, 2017). Based on this, in-depth knowledge about LPMOs is essential for a rational application in
lignocellulosic biorefineries. In the present work, we investigated the heterologous expression and
functional characterization of three new bacterial LPMOs, using the methylotrophic yeast
Komagataella phaffii as an expression host.

2. MATERIAL AND METHODS

The genes encoding only the single AA10 catalytic domain of LPMOs from V. maris (VmAA10.2-SD;
GenBank AEB43663.1), M. dasanensis (McAA10.1-SD; GenBank WP_017222644.1), and H.
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ganghwensis (HgAA10.1-SD; GenBank WP_020410109.1) were artificially synthesized (GenOne,
Brazil). The gene constructions were obtained with native gene sequence, with the a-factor secretion
signal, and with a histidine tag in the C-termini of the protein. The methylotrophic yeast K. phaffii
was used as expression host (Rodrigues et al., 2017). pGAPZaA was the selected plasmid for
VmAA10.2-SD and McAA10.1-SD catalytic domains, and pPICZaA for HgAA10.1-SD catalytic domain.
The recombinant plasmids were transformed into Escherichia coli TOP10 through electroporation.
For DNA plasmidial extraction, PureLink Genomic DNA Kit (Thermo Scientific) was used. K. phaffii
transformants resistant to zeocin were analyzed using a colony PCR procedure in order to confirm
the presence of the gene in the genome of the yeast. Based on the positive result of this PCR, 1-5
transformants were screened for protein production in BMGY (VmAA10.2-SD and MdAA10.1-SD) or
BMMY (HgAA10.1-SD) culture media. The cells were harvested by centrifugation and stored at 4°C.
The supernatants were analyzed by SDS-PAGE, Western blot, and dot blot protocols. HgAA10.1-SD
was purified using a one-step purification protocol using a Ni-NTA Purification System (Thermo
Scientific). HgAA10.1-SD fractions were pooled, dialyzed against water, and concentrated to 2 mL
using a VivaSpin® 500 (MWCO 3 kDa, GE Healthcare). The molecular weight and purity of the enzyme
was analyzed by MALDI-TOF MS. Enzyme sample and sinapinic acid (20 mg/mL prepared in 30%
acetonitrile) at 1:3 proportion (v:v) were added to a MPT 384 target plate ground steel BC (Bruker
Daltonics). Analysis was performed in an UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF instrument (Bruker
Daltonics) operated in Linear Positive mode. HgAA10.1-SD was assayed for activity on phosphoric-
acid swollen cellulose - PASC (0.2%) using ascorbic acid (1mM) as an electron donor, at 50°C and
14000 rpm for 48h. LPMO reaction products on PASC were analyzed by HILIC-UHPLC-ESI-MS in a
Shimadzu Nexera X2 UHPLC system (Kyoto, Japan) equipped with an Acquity UPLC BEH Amide
column and VanGuard BEH Amide precolumn (Waters, Milford, USA), coupled to a ESI-Q-TOF mass
spectrometer (maXis 4G TM MS, Bruker Daltonics, Germany) operated in negative ion mode. The LC-
MS method was based on previous studies (Boulos & Nystrom, 2016).

3. RESULTS AND DISCUSSION

The LPMO from V. maris (VmAA10.2-SD) presents a C-terminal CBM2 domain and have a theorical
molecular mass of 21.33 kDa; MdAA10.1-SD and HgAA10.1-SD are single-domain AA10 LPMOs and
have theorical molecular mass of 18.79 kDa and 18.71 kDa, respectively (Figure 1A). We selected only
the catalytic domain (AA10) from these LPMOs, and the three enzymes were successfully expressed
in K. phaffii, as confirmed by immunodetection using antibodies raised against the poly-HIS tag. For
VmAA10.2-SD and MdAA10.1-SD, dot blot was performed (Figure 1B); for HJAA10.1-SD, Western blot
was performed and showed a band with higher molecular mass (~28 kDa) compared to the theorical
one (Figure 1C), likely due to glycosylation. Through MALDI-TOF MS, the purity of the enzyme and
the molecular mass could be confirmed as 28.04 kDa (Figure 1D).
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Figure 1. Characterization of three recombinant catalytic domains of LPMOs from the bacteria M.
dasanensis (MdAA10.1-SD), V. maris (VmAA10.2-SD), and H. ganghwensis (HgAA10.1-SD). A)
Representation of the modularity of the enzymes. In red: the signal peptide (SP) and catalytic domain
of AA10 LPMOs that were synthesized. B) Dot blot of supernatant of K. phaffii transformants
producing MdAA10.1-SD and VmAA10.2-SD LPMOs: (+) - Positive Control; pGAP - Empty vector,
negative control. C) SDS-PAGE and Western blot of HgAA10.1-SD. 1 - PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific); 2 and 4 — Supernatant from K. phaffii transformants producing
HgAA10.1-SD LPMO (colonies 2 and 10, respectively); 3 and 4 — immunodetection using antibodies
against the poly-HIS tag (colonies 2 and 10, respectively); 6 and 7 — Positive control. D) MALDI-TOF
MS of purified HgAA10.1-SD and a blank sample corresponding to sinapinic acid matrix.

HILIC-UHPLC-ESI-MS analysis suggests that HgAA10.1-SD displayed oxidative activity on PASC (Figure
2). Native and Cl-oxidized cello-oligosaccharides were released in the presence of ascorbic acid,
suggesting Cl-regioselectivity. Even though ions having m/z values 16 units superior to native
oligosaccharides (e.g. DP2 [m/z 341.108] and DP2. [m/z 357.103]) may correspond to both C1-
(aldonic acid form) and C4-oxidized (gemdiol form) oligosaccharides, they most likely correspond to
the Cl-oxidized products, for two main reasons: 1) they display a chromatographic behavior similar
to glucuronic acid (a carboxylic acid analogous to aldonic acids); 2) the LC-MS method employed
favors the detection of Cl-oxidized products in the aldonic acid form [M+16Da] and the C4-oxidized
products in the ketoaldose form [M-2Da] (Boulos & Nystrém, 2016). In the absence of ascorbic acid,
small amounts of native oligosaccharides were released by HgAA10.1-SD activity on PASC, suggesting
a possible K. phaffii endogenous endoglucanase contaminant in the preparations, or a low hydrolytic
activity of the heterologous enzyme. In summary, this work showed for the first time that the
HgAA10.1-SD LPMO from H. ganghwensis can be secreted by K. phaffii cells in its functional form.
The production of this enzyme could be optimized for different applications, such as saccharification
of lignocellulosic biomass, as a technology for increasing forage fiber utilization, production of
cellulose nanofibers, among other industrial applications.
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Figure 2. HILIC-UHPLC-ESI-MS of the HgAA10.1-SD (1uM) cleavage products on PASC (0.2%) using
ascorbic acid (ImM) as an electron donor (A). Assays in the absence of enzyme and/or ascorbic acid
were also performed (B, C and D). Lines in blue refer to the extracted ion chromatograms (EIC) of ions
corresponding to native cello-oligosaccharides (DP2 — DP4). Lines in red refer to the EIC of ions
corresponding to oxidized cello-oligosaccharides (DP2ox — DP5ox), having m/z values 16 units
superior to their native counterparts.
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