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RESUMO GERAL

Na atualidade cresce a preocupacdo com 0 esgotamento dos recursos fosseis e crescente
demanda energética. Fontes alternativas de energia sdo a chave para o desenvolvimento
sustentavel da sociedade. Nesse contexto, a utilizacdo de residuos agroindustriais para geracdo
de energia, biocombustiveis, biopolimeros e quimicos, tem incentivado muitas pesquisas.
Contudo, residuos lignocelulésicos apresentam fracGes altamente recalcitrantes, exigindo o uso
de pré-tratamentos. Nesse sentido, uma gama de trabalhos, tem discutido alternativas ao
emprego de pré-tratamentos que geram residuos toxicos e sdo dispendiosos. Entre elas, o pré-
tratamento biolégico com fungos de podriddo branca ou macro-basidiomicetos, tem se
mostrado relevante, no entanto, algumas caracteristicas, como seletividade em relacéo a lignina,
baixo consumo dos polissacarideos (celulose e hemicelulose) e menor tempo de colonizacéo,
definem uma linhagem promissora. Com base nisso, o presente trabalho foi elaborado
objetivando-se identificar um ou mais macro-basidiomicetos para pré-tratar o cacho vazio de
dendé e obter acucares (glicose e xilose). Para isso, o trabalho foi iniciado com uma triagem de
macrofungos, isolados do cerrado brasileiro, ou adquiridos em feiras, depositados na Colecéo
de Microrganismos e Microalgas com Aplicacdo na Agroenergia e Biorrefinarias
(CMMAABI0). Os fungos tiveram seus extratos brutos enzimaticos avaliados em relacéo a
atividades de enzimas lignoceluloliticas, além disso, estes extratos foram utilizados para
compor coquetéis ou misturas enzimaticas e hidrolisar o cacho vazio. Em sequéncia, avaliou-
se a seletividade de um grupo de fungos durante FES e finalmente, 2 linhagens selecionadas
tiveram seus genomas sequenciados nas plataformas de nova geracédo Illumina HiSeq 2500 e
PacBio, montados e anotados. Avalia-se que o presente estudo, possibilitou explorar ao maximo
o0 conhecimento acerca das capacidades enzimaticas e genéticas dos macro-basidiomicetos.

Palavras-chave: Lignocelulose. Pré-tratamento. Basidiomicetos. Sequenciamento de DNA



GENERAL ABSTRACT

At the moment there is growing concern about the depletion of fossil resources and increasing
energy demand. Alternative sources of energy are the key to the sustainable development of
society. In this context, the use of agroindustrial waste for energy generation, biofuels,
biopolymers, and chemicals, has stimulated many types of research. However, lignocellulosic
residues present highly recalcitrant fractions, requiring the use of pre-treatments. In this sense,
a range of works, have discussed alternatives to the use of pre-treatments that generate toxic
waste and are expensive. Among them, the biological pre-treatment with fungi of white rot or
macro-basidiomycetes, however, has been shown, however, some characteristics, such as
selectivity in relation to lignin, low consumption of polysaccharides (cellulose and
hemicellulose) and shorter colonization time, define a promising lineage. Based on this, the
present work was elaborated aiming the selection and genomic characterization of macro-
basidiomycetes, for pretreatment of the empty fruit bunches, abundant lignocellulosic biomass
of the palm oil agroindustry (Elaeis spp.) And the generation of monomers (hexoses, pentoses)
and phenolic acids derived from lignin with different biotechnological applications. For this,
the work was initiated with a screening of macrofungi, isolated from Brazilian cerrado, or
purchased at fairs, deposited in the Collection of Microorganisms and Microalgae with
Application in Agroenergy and Biorefineries (CMMAABI0). The fungi had their crude
enzymatic extracts evaluated in relation to the activities of lignocellulolytic enzymes; in
addition, these extracts were used to compose cocktails or enzymatic mixtures and to hydrolyze
the empty bunch. In sequence, the selectivity of a group of fungi during FES was evaluated and,
finally, 2 selected lines had their genomes sequenced on the Illumina HiSeq 2500 and PacBio
new generation platforms, assembled and annotated. It is evaluated that the present study made
it possible to explore as much as possible the knowledge about the enzymatic and genetic
abilities of the macro-basidiomycetes, besides contributing to other knowledge and discussions.

Keywords: Lignocellulose. Pretreatment. Basidiomycetes. DNA sequencing
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1 INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de combustiveis de origem féssil tera um fim em breve, em funcéo
do esgotamento previsivel das reservas de matéria-prima (petrdleo). Além disso, as
constantes emissdes de dioxido de carbono na atmosfera e a relagdo com o aumento na
temperatura global, tem deixado todos atentos. Diante disso, as alternativas para geracéo
de energia frente as demandas crescentes, tem suscitado debates, afinal, a energia é
componente chave para paises em progresso (NEMATOLLAHI et al., 2016).

Neste contexto, 0 emprego de fontes renovaveis para suprir a demanda energética
tem sido amplamente discutido, principalmente em grandes economias (DAl et al., 2016).
Atrelados a esta questdo, surgiram os pilares da bioeconomia, cujo foco € uma economia
sustentavel, com utilizacdo responsavel de recursos naturais e respeito ao meio ambiente
(PHILP, 2015).

Com base nisso, um conceito de biorrefinaria tem visto os residuos agroindustriais
como potenciais matérias-primas renovaveis. Dessa forma, estes residuos supririam a
necessidade energética em substituicdo aquelas de origem fossil, levando ao
desenvolvimento de uma sociedade com economia de base bioldgica ou circular
(MOHAN; MODESTRA,; et al., 2016; MOHAN; NIKHIL; et al., 2016).

Neste cendrio, encontra-se a cadeia produtiva da palma de 6leo (Elaeis spp.), uma
cultura oleaginosa altamente produtiva e que apesar do alto rendimento de 6leo, também
gera milhGes de toneladas de residuos lignocelul6sicos anualmente (KURNIA et al.,
2016). No entanto, esta biomassa pode ser utilizada como cobertura no préprio cultivo da
palma, apesar disso, o processo de degradacdo natural deste material € lento, podendo
ocasionar poluicdo ambiental (SULAIMAN et al., 2011).

Estes residuos, ndo possuem estrutura ou forma que possa ter aproveitamento
imediato para obtencao de subprodutos, antes, devem ser submetidos a processos de pré-
tratamento e assim, posterior utilizacdo na geracao de acucares fermentesciveis a etanol,
por exemplo (KRISTIANI et al., 2015; MEDINA; WOICIECHOWSKI; ZANDONA
FILHO; NIGAM,; et al., 2016).

Entre estes materiais, 0s cachos vazios do dendé EFB (Empty fruit bunch),
resultantes da colheita e retirada dos frutos, representa uma fracdo da biomassa
lignocelul6sica com potencial utilizacdo na producédo de bioetanol devido ao seu alto teor
de polissacarideos (CHIESA; GNANSOUNOU, 2014). O fator limitante de sua
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utilizacdo, no entanto, estad na sua composicéo estrutural da parede celular de lignina,
constituinte altamente recalcitrante (PARK et al., 2013)

Por isso, 0 uso de pré-tratamentos se faz necessario, possibilitando, assim, o
acesso ao contetido de celulose e sua conversdao. Os métodos de pré-tratamento, alguns
utilizados em escala piloto, sdo principalmente quimicos e/ou fisicos em altas
temperaturas, ocasionando formacdo de substancias indesejadas (inibidores quimicos)
que podem comprometer as etapas subsequentes (JONSSON; MARTIN, 2016).

Alternativamente, métodos de pré-tratamentos biologicos, envolvendo
principalmente fungos de podriddo branca (inglés, White — rot fungi ou WRF) ou macro-
basidiomicetos, podem ser promissores (SAHA et al., 2016), pois estes organismos sdo
capazes de degradar materiais lignocelulésicos em funcdo da producéo e liberacdo de
enzimas ligninoliticas (lacases e peroxidases) (AGUIAR; FERRAZ, 2011; DASHTBAN
etal., 2010).

Estes fungos tém sido muito estudados nos ultimos anos, na busca de espécies
com certo padrdo de seletividade lignina/celulose (SLC) durante a desconstrugéo
lignocelulésica (SAHA et al., 2017; SERGENTANI et al., 2016). Embora sua utilizacdo
apresente como desvantagem, a necessidade de longos periodos de incubacdo, genes
produtores de enzimas acessorias (LPMOs — mono-oxigenases liticas de polissacarideos
e expansinas) integram o genoma da maioria dos macro-basidiomicetos, levando a
producdo de um repertorio enzimatico, potencial biotecnoldgico agregado, a depender das
caracteristicas do substrato e condi¢bes de cultivo. Isto tem incentivado estudos
exploratorios do pool enzimético produzido durante o cultivo a fim de avaliar quais
enzimas estdo presentes do extrato bruto e como elas interagem com outras enzimas.

Assim, algumas iniciativas tém sugerido a adicdo de seus extratos brutos
enzimaticos em combinagBes ou coquetéis hidroliticos, para dessa forma, avaliar
possiveis acOes sinérgicas com celulases e consequentemente, economia no emprego de
altas concentragcdes de enzimas comerciais (WANG et al., 2018). Além disso, tem
estimulado investigacdes gendmicas e transcriptdmicas a fim de conhecer com mais

detalhes, os mecanismos envolvidos na seletividade e transformagéo da biomassa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos socioeconémicos da producéo de dendé no Brasil e no mundo

A palma de 6leo € uma das dezenas de espeécies de palmeiras existentes nas regides
tropicais do planeta e tem ganhado destaque pela utilizacdo de seu 6leo na industria
alimenticia, cosmética e biocombustiveis/agroenergia (FIGURA 1). O 6leo obtido dos
frutos da palma consiste em um importante commodity, sendo o de maior produtividade
por area cultivada, entre os 6leos de origem vegetal (PATERSON et al., 2017).

O fruto do dendezeiro pode chegar a cerca de 5 cm de comprimento e alcancar
peso entre 3 e 30 gramas sendo classificado como drupa do tipo séssil e elipsado. Produz
dois tipos de 6leo: 0 azeite extraido do mesocarpo (palm oil) e 0 6leo de améndoa ou 6leo
de palmiste (palm kernel) obtido da semente (BRAZILIO et al., 2012) (FIGURA 1 A e
B).

Figura 1 — Palma de 6leo produzindo frutos.

. " ’ ' 7 X
.. y K) Zh .

N L < Sy -

Legenda: producdo de frutos em cachos (A) e frutos do dendé evidenciando a polpa amarela
(mesocarpo) e a améndoa de cor eshbranquicada ao centro (B).
Fonte: Arquivo Embrapa Agroenergia.

A produtividade do dendezeiro € de cerca de 4,87 toneladas por hectare,
superando em 13 vezes a produtividade da soja, 8 vezes a do girassol e 6,5 da colza
(canola) (CHANG, 2014; TYE etal., 2011). Os maiores produtores de éleo de palma no
mundo sdo a Indonésia e Malasia (FIGURA 2), ambos paises possuem grandes cultivos
da palma de 6leo (USDA, 2018) pois reunem as condicGes edafoclimaticas ideais para a
palma de 6leo. Além destes, outros paises equatoriais tiveram seu desenvolvimento
econdmico melhorado em fungdo da industria de oleo de palma (MARGONO et al.,
2014).
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Figura 2 — Produgdo mundial de 6leo de palma (2014 a 2018).
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Fonte: (USDA, 2018).

No Brasil, a palma de oleo (Elaeis guineensis Jacg.), ganhou destaque
principalmente no nordeste da Amazonia levando a formacéo de territorios da palma, em
funcdo de agdes politicas que incentivaram seu cultivo. Ha uma forte preocupacéo com a
utilizacdo de novas fontes energéticas, em substituicdo aos combustiveis fosseis, apesar
disso, os produtos da palma de 6leo séo classificados como nédo renovaveis em fungdo do
plantio da cultura em &reas florestais. A substituicdo de florestas nativas pelo plantio de
palma tem ocorrido principalmente no sul da Indonésia (WICKE et al., 2011).

Neste contexto, no Brasil estabeleceu uma politica nacional de biocombustiveis,
como forma de enfrentamento a crise energética, buscando propor solugdes sustentaveis
no atendimento a crescente demanda mundial (DE MIRANDA LAMEIRA; VIEIRA; DE
TOLEDO, 2015). De modo a tornar o plantio sustentdvel no pais, o mesmo foi
incentivado a partir do zoneamento agroecoldgico (ZAE) realizado pela EMBRAPA a
pedido do governo federal (RAMALHO FILHO et al., 2010). O ZAE - Palma de dleo,
consistiu em levantamento de areas propicias ao cultivo sustentavel da espécie, cuja area

foco do projeto se encontra inserida no bioma amazoénico (FIGURA 3).
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Figura 3 — Mapa do Brasil evidenciando a abrangéncia do zoneamento agroecol6gico da
palma de 6leo (Amazoénia Legal).

Fonte: (IBGE, 2019; INPE, 2018)

O ZAE-Palma de dleo contribuiu para a criacio do Programa de Produgéo de Oleo
de Palma Sustentavel do Brasil (PPOPS) em 2010, que objetivava apoiar o cultivo da
palmeira como forma de desenvolvimento econdmico inclusivo. Além de diversificar as
fontes de combustivel usadas até entdo, para atender as expectativas de aumento das
exigéncias nacionais de biodiesel (BENAMI et al., 2018). Inclusive a influéncia deste
programa na expansdo da dendecultura na atualidade, foi recentemente revisada
(BENAMI et al., 2018).

Para Paterson e colaboradores (2017), o fato do Brasil apresentar um macico setor
agricola, demonstra como a agricultura se expandira nos paises tropicais, além disso, o
pais apresenta as condigdes necessarias para a expansao da cultura de palma de dleo (areas
desmatadas com solo e clima adequados). Apesar de o pais ser ainda um importador do
6leo e baixo produtor, ha iniciativas que podem transformar a regido amazénica,
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principalmente o estado do Pard em grandes produtoras de 6leo de palma (VILLELA et
al., 2014).

Atualmente a soja é uma cultura dominante no Brasil e € utilizada como matéria-
prima para a producdo de biodiesel, todavia, esse cenario tende a mudar, colocando o 6leo
de palma a frente até o ano de 2030 conforme estimativas governamentais de longo prazo
(VILLELA et al., 2014). Contudo, apesar das vantagens (rendimento de o0leo) e
oportunidades (territoriais e incentivos no contexto do ZAE-Palma), a agroindustria da
palma enfrenta um grande desafio que é a producéo de toneladas de residuos e efluentes,
porém, todos apresentam potencial para geracdo de bioprodutos, e consequentemente

mais dividendos ao setor.

2.2 O que fazer com o cacho vazio da agroindustria do dendé?

Tomando-se por base a produtividade de éleo de palma na Malésia em 2012 (18,8
milhdes de toneladas), o volume de biomassa gerada pela industria foi de cerca de 43,24
milhGes de toneladas, um volume de material com potencial ameaca de poluicdo
ambiental. Em virtude disso e das tendéncias mundiais em bioeconomia, tem-se
procurado tornar as cadeias produtivas sustentaveis, levando a busca de alternativas que
possam converter a biomassa lignocelulésica em produtos de valor agregado
(HARFOUCHE et al., 2015; SULAIMAN etal., 2011; VILLELA etal., 2014).

Entre os residuos da palma de 6leo encontram-se os cachos vazios de dendé ou
CVD (inglés, EFB - Empty fruit bunch) material lignoceluldsico resultante apés a retirada
dos frutos. Os CVD constituem um residuo que representa cerca de 20% do peso do cacho
com frutos frescos, uma biomassa abundante obtida ap6s o debulhamento dos frutos. A
producdo de 1 tonelada de Oleo de palma gera cerca de 1,3 toneladas de CVD.
Globalmente a industria da palma de 6leo produz cerca de 42,3 milhGes de toneladas deste
residuo (FIGURA 4) (LEE, K. T.; OFORI-BOATENG, 2013; RIZAL et al., 2018;
YOSHIZAKI et al., 2013).
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Figura 4 — Fluxo de material em uma usina de 6leo de palma

ENTRADA PROCESSO SAIDA

Fertilizantes quimicos 11.750 T
Pesticidas 135 T
Diesel 1.200.000 L

Fertilizantes organicos: Plantio de dendé
N:579T
P:151T Cacho com frutos fresco
K:761T 300.000 T

Oleo de palma cru 60.000 T

l Oleo de palmiste 18.000 T
Obtencdo do dleo de ‘ Cacho vazio 69.000 T
dendé <

Energia elétrica 5.8 GWh - Fibra de prensagem 41.100 T

Agua 300.000 T - POME 207.000 T
Legenda: As unidades estdo representadas da seguinte forma: Tonelada (T); Litros (L) e
Gigawatt-hora (GWh).

Fonte: Do autor (2019) com base em Rizal et al., (2018) e Yoshizaki et al., (2013).

O CVD ja foi utilizado no passado como combustivel na producdo de vapor e as
cinzas como corretor de solo, no entanto, a incineracao tornou-se um problema devido a
poluicdo do ar ocasionada pela formacdo de densa fumaca (CHANG, 2014;
KERDSUWAN; LAOHALIDANOND, 2011).

Como alternativa a incineracdo ou utilizacdo como cobertura morta, os CVDs
podem ser utilizados como matéria-prima na producao de bioetanol, haja visto seu alto
teor de polissacarideos, principalmente celulose (ISHMAEL et al., 2016). No entanto,
para isso € necessario que haja antes a quebra dos polimeros de agUcar. Este processo tem
limitacGes como a cristalinidade da celulose e paredes celulares recalcitrantes devido a
presenca de hemicelulose e lignina (CHIESA; GNANSOUNOU, 2014). Por isso, faz-se
necessario o emprego de pré-tratamentos nos modelos preconizados para biorrefinarias.

Os CVDs da palma de éleo sdo constituidos de celulose (44,2%), hemicelulose
(33,5%) e lignina (20,4%), valores que podem se alterar em funcdo da espécie plantada e
das condicbes ambientais a que foram submetidas. Os teores médios de acucares
recuperados em processos de sacarificacdo compreendem cerca de 2,5% galactose e
33,1% de glicose (LEE, K. T.; OFORI-BOATENG, 2013).
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2.3 Aproveitamento de biomassas lignocelulésicas

A biomassa lignoceluldsica como os residuos agricolas, florestais entre outros,
consiste em um abundante e potencial material organico que pode ser utilizado como
matéria-prima na geracao de bioenergia e biocombustiveis (LIMAYEM; RICKE, 2012;
ZHENG et al., 2014). O aproveitamento integral da biomassa para geracdo de
combustiveis, quimicos e energia € o foco das biorrefinarias e da quimica verde. Para
iSO, € necessario que se crie cadeias de valores semelhantes as dos derivados do petroleo,
contudo, com menor impacto ambiental (VAZ JUNIOR, 2013).

De fato, é necessario desenvolver uma economia de base bioldgica (utilizagdo de
insumos ndo fosseis) em detrimento do aumento populacional e consequente aumento na
geracdo de residuos. Além disso, o petréleo tem participacdo expressiva na mudanca
climatica global devido ao aumento das emissdes de dioxido de carbono, poluicdo
atmosfeérica e chuva acida (MUSSATTO; DRAGONE, 2016).

Residuos lignoceluldsicos sdo vistos como matéria-prima alternativa, uma vez que
participam da captura e armazenamento de carbono levando a emissdes negativas de
gases de efeito estufa. As variagdes nos precos do petroleo somado a preocupacdes
ambientais, reforcam o emprego da biomassa para geracao de combustiveis, quimicos e
outros produtos de valor agregado (MUSSATTO; DRAGONE, 2016).

No levantamento realizado por Mood e colaboradores (2013) é possivel identificar
as proporcdes dos principais constituintes da biomassa lignocelulosica a partir da analise
de diferentes fontes vegetais. A celulose é encontrada em maior quantidade (35-50%)
seguida da hemicelulose (20-35%), lignina (15-20%) e outras como extrativos e cinzas
(15-20%).

Para quebrar a celulose e posterior obtencéo dos agucares fermentesciveis a etanol
e outros bioprodutos, é necessario utilizar algum tipo de pré-tratamento (HSU, 2018;
KIM, T. H., 2013; NANDA et al., 2014). Entre as limitacOes estdo a presenca de lignina,
constituinte de alta recalcitrdncia e a estrutura cristalina da celulose. Contudo,
empregando-se pré-tratamentos espera-se modificar a biomassa e assim, facilitar sua

hidroélise e posterior fermentacdo (FIGURA 5).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da acdo do pré-tratamento na desconstrucdo da
biomassa lignocelulésica.

Lignina \---- R -—2 \\//-

—s e /(_/ @
“-'—-—— P Pre tratamento
Hemicelulose o= —T=2—= >S4 celulose
—a
=~ —

Fonte: Do autor (2019).

2.4 Desafios e inovacOes no pré-tratamento de residuos lignocelulésicos

Pesquisas recentes tém focado na busca de técnicas de pré-tratamento ou
associacOes entre elas objetivando a desconstrucdo da parede celular e consequente
aproveitamento do conteudo do cacho de dendé, considerado como fonte promissora para
producdo de etanol (KIM, S. et al.,, 2012; KRISTIANI et al., 2015; MEDINA,;
WOICIECHOWSKI; ZANDONA FILHO; NIGAM,; et al., 2016; PARK et al., 2013;
TRIWAHYUNI et al., 2015).

Os métodos quimicos e fisicos de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica
apresentam algumas limitacdes como o alto consumo de energia e formacao de inibidores
da fermentacdo (BARAL; SHAH, 2014) (TABELA 1). Até o momento, foram descritas
mais de cem substancias inibidoras (aldeidos, cetonas, acidos fracos, compostos fenélicos
entre outros) (JONSSON; MARTIN, 2016).



Tabela 1 — Tipos de pré-tratamentos empregados em biomassas lignoceluldsicas (continua).
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Pré-tratamentos

Principio

Vantagens

Desvantagens

Fisicos

Cominuicao

Irradiacdo

Exploséo a vapor

Hidrotérmico

Quimicos

Acido

Alcalino

Organosolv

Amonia”

Dioxido de enxofre

Reducéo da particula por moagem seca ou
Umida (seguida de sacarificacdo simultanea) ou
vibratoria

Irradiagdo de alta energia, micro-ondas,

Explosédo e expansao por calor ou umidade

Cozimento em agua a altas temperaturas

Utilizagdo de &cidos diluidos (sulfarico,
nitrico, cloridrico, fosférico e peracético)

Emprego de hidroxido de sédio puro ou
combinado com perdxido ou outros quimicos

Utilizacao de solventes organicos (metanol,
etanol ou acetona)

Tratamento com amdnia supercritica, ou
imersdo em amonia (temperatura ambiente) ou
AFEX

Exploséao a vapor catalisada por SO

Facilita a sacarificacdo

Equipamentos comerciais disponiveis

N&o necessita do emprego de
guimicos; hidrolisa grande parte da
fracdo hemiceluldsica

O emprego principalmente de &cido
sulfdrico - barato e eficaz. Altos
rendimentos de xilose.

Mais eficaz que explosao a vapor e
equivalente ao acido. Atua na
deslignificagdo
Promove remog&o da lignina e
solubilidade da hemicelulose

Né&o produz inibidores
40 — 50 % de rendimento na
sacarificacdo
Em comparacdo com o emprego de
H2S04, gera menos gesso e rende mais
xilose

Demorada; alto gasto energético

Ineficazes, lentos, substratos especificos
e caros.
N&o supera mais que 65% do
rendimento tedrico de xilose.

Presenca de quimicos inibidores que
comprometem a fermentacao

Corroséo de reatores, formagéo de gesso
durante a neutralizagdo e formacao de
inibidores
Varia a depender do substrato e 0s
custos da soda caustica séo 4 vezes
maiores em relagdo ao cido sulfarico

Complexo e caro

Altos custos. Ineficaz para altos teores
de lignina, baixa solubilidade de
celulose e hemicelulose.

Altamente toxico, com desafios de
seguranca e saude.




Tabela 1 — Tipos de pré-tratamentos empregados em biomassas lignocelulosicas (concluséo).

35

Pre-tratamentos Principio

Vantagens

Desvantagens

Quimicos

Exploséo a vapor ou sem vapor na presenca de
CO,

Incluem EDTA, etilenodiamina,
dimetilsulfoxido, H.O, mais (Mn?*, KMnOQs,,
0zonio, Na;SOs, dioxano e ureia)
Semelhante ao hidrotérmico, contudo, com pH
controlado (5,5 e 7,0)

Didxido de Carbono”

Outros quimicos”

Hidrotérmico com
pH fixo"
Biol6gicos

Fermentacdo em

estado s6lido FES® Emprego de microrganismos

Combinados

Tratamentos quimicos sequenciais ou quimico
seguido de biolégico ou dois fisicos em
sequéncia etc.

2 ou mais

Rendimentos proximos a AFEX

Aumenta a digestibilidade da celulose

Melhora digestibilidade da
sacarificacdo; ndo requer uso de
quimicos; remove inibidores;
ecologicamente correta

Melhoria a digestibilidade;
Reduz o custo operacional

Menos eficaz que SO, e AFEX

Ineficazes ou muito caros

Né&o foi totalmente investigado

Processo lento. Consumo de agUcares

pelo organismo.

Requer adaptagdes operacionais;
variavel com o tipo de biomassa

Legenda: "Ainda néo ha relatos de testes em escala piloto.

Fonte: (BAJPAI, 2016; HSU, 2018; JONSSON; MARTIN, 2016; LEE, J. W. etal., 2015; SINGHANIA et al., 2017)
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Os aldeidos de furano, por exemplo, afetam as enzimas celuloliticas e
microrganismos, 0s quais sao utilizados em etapas subsequentes ao pré-tratamento. Além
disso, estes aldeidos promovem citotoxidade sobre os microrganismos, bloqueando a
sintese de proteinas, sintese de RNA e peroxidacao de membranas decorrente da formacéo
de espécies reativas de oxigénio. A presenca de 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF) e
furfural, ambos aldeidos de furano, também prejudicam o processo de fermentacao pois
a conversdo em substancias menos toxicas € lenta nestes microrganismos (PANDEY et
al., 2014)

O emprego de pré-tratamentos biologicos emerge neste cenario como alternativa
a formacéo destes inibidores decorrentes dos processos de pré-tratamento ja empregados.
O pré-tratamento biolégico da biomassa lignocelulésica € considerado um processo
eficiente, de baixo consumo energético e ambientalmente correto (CHEN et al., 2010;
HSU, 2018; KUMAR, A. K.; SHARMA, 2017).

Os pré-tratamentos biolégicos sdo comumente realizados por macro-
basidiomicetos (fungos de podrid&o branca ou marrom) que degradam eficientemente a
lignina, celulose e hemicelulose por produzirem enzimas especificas (peroxidase de
lignina, peroxidase de manganés, lacases e LPMQOs). O processo tem inicio com a
penetracdo da hifa do fungo pelo Ilimen da célula vegetal, em seguida, o fungo secreta as
enzimas convertendo os compostos da parede celular, em substancias menores e mais
faceis de serem absorvidas (DASHTBAN et al., 2010; SANCHEZ, 2009) (FIGURA 6).

Figura 6 — Representacdo esquematica da atuacdo de macro-basidiomicetos sobre
materiais lignocelulésicos.

”4;‘ . O \
€ ¢ ¢
Enzimas |

Lacase Manganés  Lignina

peroxidase peroxidase acessorias| |
|

{ .

Corpo de \ Material
frutificagio ~  ~ | lignocelulésico ‘

!

Q@ —-! Oy @ .

%\V = ] celulose L’[ — /l:"ﬁ:I ? Lignina  /

o T — . \ -'ﬁé—]:l .CF 2
Material Hifas T 5 % = qh..

lignoceluldsico — . Y

hemicelulose -

Legenda: Ao colonizar a biomassa vegetal, o fungo é capaz de secretar enzimas lignoliticas e
acessorias que agem sobre a recalcitrancia da lignina permitindo o alcance aos polissacarideos
(Celulose e hemicelulose).

Fonte: Do autor (2019).
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Apesar de muitos dos seus aspectos necessitarem de maiores elucidagdes, a
deslignificagcdo por macro-basidiomicetos, pode ser compreendida como um processo
multienzimatico proveniente da acdo coordenada de uma série de enzimas intra e
extracelulares, do grupo das oxidoredutases que tem como representantes as peroxidases,
lacases e outras oxidases produtoras de perdxido de hidrogénio e de metabdlitos
intermediérios de baixo peso molecular (AGUIAR; FERRAZ, 2011; MILLATI et al.,
2011).

Estas enzimas sao classificadas por suas sequéncias de aminoacidos, estrutura 3D
e mecanismos envolvidos na quebra dos polissacarideos e entdo, agrupadas como enzimas
ativas de carboidratos (CAZymes). Conforme pode ser verificado na base de dados
CAZymes (cazy.org) (LOMBARD et al., 2014; RYTIOJA et al.,, 2014). Cada tipo
enzimatico pertence a uma familia especifica na base CAZy.

As celulases constituem a familia glicosideo hidrolases (GH) e sdo responsaveis
pela quebra da celulose, compreende as enzimas: B-1,4- endoglucanases (EGL),
exoglucanases/celobiohidrolases (CBH). As xilanases por sua vez, possuem capacidade
de hidrolisar outro carboidrato complexo como a hemicelulose com as -1,4-endoxilanase
e B-1,4-xilosidase para xilano, B-1,4-endoglucanase ativa em xiloglucano e B-1,4-
glucosidase para xiloglucano e -1,4-endomannanase e 3-1,4-manosidase para (galacto-)
manano. (GUPTA et al., 2016; VAN DEN BRINK; DE VRIES, 2011).

A degradacdo da lignina por macro-basidiomicetos é possivel devido a acéo de
peroxidases lignoliticas ou ligninases que sdo divididas em trés familias: peroxidases de
manganés (MnP EC 1.11.1.13), peroxidases de lignina (LiP, EC 1.11.1.14) e peroxidases
versateis (VP EC 1.11.1.16) (FERNANDEZ-FUEYO; RUIZ-DUENAS; MARTINEZ,
2014). Este sistema lignolitico conta ainda com o auxilio de enzimas oxidativas como as
lacases (EC 1.10.3.2) e aril-alcool oxidases (AAO, EC 1.1.3.7) que em conjunto rompem
a estrutura da lignina abrindo-se anéis fenilo (SERGENTANI et al., 2016).

Estas enzimas tém sido estudadas com foco em diferentes aplicacfes
biotecnoldgicas como producédo de biocombustivel, biorremediacdo (tratamento de dguas
residuais, destoxificacdo), industria téxtil (descoloragdo de pigmentos sintéticos) e pré-
tratamento de residuos da agroindustria (RUDAKIYA; GUPTE, 2017; SCHMIDT-
DANNERT, 2016; SINGH; SINGH, 2014).

Neste contexto, 0 uso como agentes de destoxificacdo em alguns residuos como a
torta da semente de pinhdo manso (Jatropha curcas), por exemplo, tem se mostrado uma

estratégia promissora, uma vez que elimina fatores antinutricionais e possibilita a
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utilizacdo destas biomassas em formulagdes de racfes para animais ou outros produtos
de valor agregado (GOMES et al., 2018).

Em relacdo ao pré-tratamento de grandes quantidades de biomassa, estes fungos
sozinhos ndo conseguem quebrar toda a estrutura, incentivando o uso associado com
outros fungos (consorcios microbianos) (KALYANI et al., 2013) ou com outros pré-
tratamentos (combinagdes) (HSU, 2018) e dessa forma, alcangar maiores rendimentos de
acucares fermentesciveis.

O pré-tratamento com o macro-basidiomiceto Pleorotus floridanus seguido do
tratamento com &cido fosforico contribuiu para a digestibilidade da celulose do cacho no
processo da hidrélise (ISHOLA et al., 2012; PELAEZ, 2017). Posteriormente, foi
demonstrado que esta combinacdo, levou ao aumento da concentracdo tedrica de etanol
em comparagdo com o pré-tratamento sem o fungo (ISHOLA; TAHERZADEH, 2014).

A habilidade destes fungos em desconstruir residuos agroindustriais, com

impactos minimos ao ambiente, tem motivado diversos estudos (TABELA 2).



Tabela 2 — Efeitos de pré-tratamentos bioldgicos com diferentes macro-basidiomicetos e em diferentes biomassas.
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Fungo

Biomassa

Efeitos

Referéncia

Irpex lacteus

Phlebia sp. MG-60
Agaricus blazei
Pleurotus floridanus
Pleurotus eryngii
Polyporus brumalis
Ganoderma boninense
Cyathus stercoreus
Trametes hirsuta

Consoércio fangico

P. ostreatus / P. pulmonarius

Coriolopsis caperata

Ceriporiopsis subvermispora

Phanerochaete chrysosporium

Dichomitus squalens

Panus lecomtei

Palha de milho
Bambu japonés
Capim elefante
Cacho vazio de dendé
Canhamo

Palha de trigo

Cacho vazio de dendé
Palha de milho

Palha de arroz

Palha

Eucalyptus grandis
Bagaco de cana
Seringueira

Talos de milho

Palha de arroz

Cacho vazio de dendé

Melhoria do valor nutricional

Remocéo de lignina; melhor producéo de bioetanol
Reducéo de lignina; producao de agucares redutores
Reducéo de lignina; melhor digestibilidade (+ 60%)
Aumento da hidrélise (+1,10 / 1,29 vezes)

Maior seletividade SLC e rendimento na hidrdlise
Remocdo de lignina

Melhorou a sacarificacdo

Degradacdo de lignina e melhora na hidrélise.
Maior liberacdo de agucar.

Maior liberacdo de acucar.

Maior liberacdo de acgUcares (+1,5 — 2,4 vezes)
Aumento de 27,67% de acUlcares na hidrolise.
Aumento na sacarificagdo (+ 20%); producéo de H»
(+58% acucares); (+54,2% EtOH)

Melhorou a sacarificagéo (40 — 60%)

(ZUO et al., 2018)
(TRI; KAMEI, 2018)

(XIE et al., 2017)
(ZHOU et al., 2017)

(JUMALL; ISMAIL, 2017)

(SAHA et al., 2016)

(TAHA et al., 2015)

(CASTOLDI et al., 2014)
(DESWAL et al., 2014)
(NAZARPOUR et al., 2013)

(ZHAO et al., 2012)
(BAK et al., 2010)
(PELAEZ, 2017)

(DAL PICOLLI et al., 2018)
(PERKEBUNAN, 2017)

(MOHANRAM et al., 2015)




2.5 Possibilidades do aproveitamento do cacho vazio de dendé
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O cacho vazio de dendé € uma biomassa abundante e com potencial para geracdo de produtos de valor agregado como biocombustiveis,

biopolimeros entre outras. Potenciais aplicacdes tém estimulado diferentes estudos com este residuo da agroindustria da palma de 6leo como pode

ser verificado na Tabela 3.

Tabela 3 — Estudos envolvendo o aproveitamento do cacho de dendé para obtencdo de bioprodutos. (Continua)

Finalidade

Estratégia utilizada

Referéncia

Producéo de biotetanol
Biogéas (metano)
Producéo de celulases

Bioetanol

Etanol Anidro
Producdo de butanol e Hidrogénio

Acido latico

Fertilizantes organicos

Pré-tratamento a vapor catalisado por NaOH seguido de SSF.

Pré-tratamento com (N-methylmorpholine-N-oxide) e digestéo.
Como fonte de carbono no cultivo de Neurospora crassa S1.

Pré-tratamentos acido (H2SO4) e alcalino (NaOH) diluidos.

Usina de bioetanol em escala piloto.

Sacarificacdo simultanea e fermentagio acetona-etanol-butanol (ABE).
Fermentacédo do hidrolisado por Bacillus coagulans JI12.

Mistura de CVVD com esterco bovino seguido de vermi-compostagem com

minhocas Eudrilus eugeniae.

(CHOl et al., 2013)
(PURWANDARI et al., 2013)
(LI; NG; WU, 2014)
(CHIESA; GNANSOUNOU,
2014)

(JEON et al., 2014)
(IBRAHIM et al., 2015)
(YE et al., 2014)

(LIM et al., 2015)




Tabela 3 — Estudos envolvendo o aproveitamento do cacho de dendé para obtencéo de bioprodutos. (Continua)
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Finalidade

Estratégia utilizada

Referéncia

Compo@sitos hibridos de
polipropileno
Biovanilina

Fibra de carbono ativado

Acucares fermentesciveis e Etanol

Biodiesel

Biopolimeros

5 hidroximetilfurfural, &cido
levulinico e levulinato de etila
Oleo microbiano para producéo de
biodiesel

Acido succinico

Compdsito preparado com cacho de dendé e fibras de vidro recicladas na
proporcao 70:30.

Bioconverséo do Hidrolisado alcalino do cacho triturado.

Ativacao fisico-quimica das fibras do cacho com acido (H2SO.).
Pré-tratamento acido com glicerol aquoso assistido por micro-ondas
seguido de Fermentagdo simultanea (SSF).

Hidrolisado do cacho utilizado como fonte de carbono para Rhodococcus
sp. YHYOL.

Extracdo da celulose e modificacdo para carboximetilcelulose (CMC)
através de reacdo com monocloroacético em meio alcalino e etapa com

adicdo de iodeto de litio (Lil).

Despolimerizacdo sequencial e esterificagéo.

Cultivo de Mucor plumbeus no hidrolisado de cacho de dendé.

Sacarificacdo e fermentagdo simultanea (SSF) de cacho pré-tratado por
Actinobacillus succinogenes ATCC 55618.

(RIVAI et al., 2014)

(ZULKARNAIN et al., 2018)
(OOl et al., 2017)
(FATRIASARI; ANITA;
RISANTO, 2017)

(BHATIA et al., 2017)

(NACEUR ABOULOULA et
al., 2018)

(TIONG et al., 2017)

(AHMAD et al., 2017)

(AKHTAR; IDRIS, 2017)
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Tabela 3 — Estudos envolvendo o aproveitamento do cacho de dendé para obtencéo de bioprodutos. (Concluséo)

Finalidade Estratégia utilizada Referéncia

P Pré-tratamento &cido seguido de Sacarificagdo e fermentacdo simultanea
Acido latico ) (JUTURU; WU, 2018)
(SSF) por Bacillus coagulans JI12.
(MEDINA;
WOICIECHOWSKI;
ZANDONA FILHO;

BISSOQUI; et al., 2016)

Atividade bioldgica da lignina Pré-tratamento sequencial &cido-alcalino

Pré-tratamento alcalino seguido de sacarificacdo e fermentacao simultanea
Etanol o (CHRISTIA et al., 2016)
(SSF) com Mucor indicus CCUG 22424.
Substrato para producdo de lipase Fermentacdo em estado solido (SSF) com Trichoderma sp. 1 e otimizagédo
o (MUSA et al., 2017)
extracelular estatistica
Cultivo de Trichoderma virens UKM1 com 1% de cacho triturado como

Substrato para producéo de celulases fonte de carbono. (NGIKOH et al., 2017)

) ) _ Estudo técnico do cultivo de Rhodotorula mucilaginosa, Aspergillus

Oleo microbiano o X (AHMAD et al., 2016)
oryzae e Mucor plumbeus em hidrolisados de cacho de dendé

Eletrodo de carvéo ativado Tratamento com KOH e ativagéo por CO2 (FARMA et al., 2013)

Obtencdo de xilooligosacarideos Tratamento hidrotérmico a 180 °C durante 45minutos em reator de 50 mL (FERNANDEZ et al., 2018)
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O emprego de microrganismos como agentes de pré-tratamento do CVD, ainda
representa um desafio para as biorrefinarias, exigindo esforcos na pesquisa e
desenvolvimento de tecnologias, a fim de reduzir os custos dos sistemas envolvidos no
processo.

Além disso, uma abordagem molecular avancada é necessaria para identificar
microrganismos capazes de sacarificar eficientemente residuos lignocelulésicos para a
producdo de etanol (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016) ou aqueles capazes de diminuir

a recalcitrancia ocasionada pela presenca de lignina.

2.6 Fungos de podriddo branca: Modelos biotecnologicos para quebra da
lignocelulose e agregacao de valor em residuos

Os fungos que produzem enzimas lignoceluloliticas incluem espécies dos filos
ascomicetos e basidiomicetos (podriddo branca e parda). Durante a reproducdo sexuada
dos basidiomicetos, hifas especializadas organizam-se formando o micélio reprodutivo
(basidiocarpos) conhecidos como “cogumelos” ou “orelhas de pau”. Estas estruturas
macroscopicas sdo perceptiveis crescendo sobre troncos de arvores e madeira em
decomposicdo e por isso, sdo por vezes chamados de macro-basidiomicetos ou ainda
macrofungos (PETERSEN, 2013).

Os macro-basidiomicetos possuem a habilidade de descontruir a biomassa
lignocelulésica, pois apresentam um arcabouco enzimatico especializado. Estas
caracteristicas acompanham estes organismos desde o periodo pré-carbonifero, a cerca de
300 milhGes de anos atras (FLOUDAS et al.,, 2012; NAGY et al., 2016). Estes
mecanismos de degradacédo estdo relacionados com a preservacao de grupos génicos no
decorrer dos anos até a atualidade, conferindo a estes organismos, capacidade de obtencéo
de energia a partir da quebra de materiais lignoceluldsicos (FLOUDAS et al., 2012).

Diferentes estratégias na desconstrucdo da madeira levam a diferencas entre as
espécies de podriddo branca e carece de melhores elucidacfes (FLOUDAS et al., 2015).
A seletividade durante a colonizacdo do substrato lignocelulésico é um exemplo disso,
alguns basidiomicetos agem principalmente na quebra da lignina e hemicelulose,
enquanto outros, promovem a quebra de todos 0s componentes estruturais da biomassa,
levando a uma perda de carboidratos.

O pré-tratamento de residuos do milho (corn stover) por meio da fermentacéo em

estado solido (FES) utilizando macro-basidiomicetos leva a uma maior seletividade
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(razdo entre perda de lignina e perda de celulose) quando o fungo Phlebia brevispora é
utilizado (SAHA et al., 2016). O pré-tratamento também permitiu melhora na
digestibilidade da biomassa no processo de hidrélise. Posteriormente, a utilizacdo deste
fungo em condicBes otimizadas permitiu melhores rendimentos na hidrolise e obtencéo
de etanol (SAHA et al., 2017).

Outro aspecto a ser considerado é que estes fungos ao colonizarem um substrato,
produzem enzimas e outras substancias de baixo peso molecular que podem apresentar
acao sinérgica quando combinadas com celulases comerciais (WANG et al., 2018),
sugerindo o emprego dos extratos enzimaticos desses fungos para otimizacdo de
coquetéis hidroliticos.

Nesse sentido, ja foi demonstrado que enzimas xilanoliticas e mananoliticas
purificadas apresentam acdo sinérgica com celulases levando a melhoria da hidrélise da
lignocelulose (VARNAI et al., 2011). Assim, os produtos extracelulares dos macro-
basidiomicetos merecem destaque pois podem ser bons doadores de substancias quimicas
e enzimas que podem influenciar na efetividade de coquetéis enzimaticos para posterior
aplicacdo em hidrdlises, ou até mesmo, no tratamento de efluentes.

A descoloracdo do efluente contendo licor negro, oriundo do processo de obtencédo
de etanol 2G, foi possivel com Trametes versicolor U97 (SARI et al., 2015). Em outro
caso, enzimas secretadas por Pleurotus sajor-caju, foram capazes de descolorir o
vermelho congo em 95% durante 1 hora nas condi¢bes avaliadas (YEHIA,
RODRIGUEZ-COUTO, 2017). Também foi verificado o potencial de Perreniporia
tephropora MUCL 47500 na descoloragdo dos residuos reactive-blue 4 e methyl-orange
da industria téxtil, evidenciando alta capacidade de degradacdo (MOUNGUENGUI et al.,
2014).

De modo geral, os fungos filamentosos pertencentes as classes basidiomicetos,
ascomicetos e zigomicetos tem demostrado importante papel frente aos principais
desafios globais, que envolvem o desenvolvimento de tecnologias ambientalmente
favoraveis para a sintese de moléculas renovaveis. O emprego como biocatalizadores em
modelos de biorrefinarias, tem despertado muita atencdo, pois, produzem e secretam
naturalmente além de enzimas, &cidos orgéanicos considerados blocos de construg¢do na
industria quimica (KUMAR, S. et al., 2018).

Contudo, o que diferencia estes organismos em relagdo a milhares de outras

espécies de fungos? Quais os fatores interferem na seletividade durante a colonizacao de
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diferentes substratos? Estes sdo questionamentos, que em parte, podem ser respondidos
por meio da biologia molecular (genémica e transcritoma).

O ntmero limitado de sequéncias de genomas destes fungos dificultou por certo
tempo os estudos de protedmica e transcriptbmica, fato que tem sido superado
recentemente em fungdo de muitos sequenciamentos de DNA e RNA. Dessa forma, é
possivel explorar melhor a resposta destes organismos na presenca de diferentes
biomassas, e avaliar o papel de genes sobre a producdo de enzimas chave no processo de
degradacéo de biomassa lignocelulosica.

O primeiro genoma sequenciado foi de Phanerochaete chrysosporium em 2004 e
com isso, se tornou um fungo modelo nas pesquisas de degradacdo lignocelulésica por
fungos da podridao branca (MARTINEZ et al., 2004; SAKURAGI et al., 2018). A partir
disso, os constantes trabalhos evidenciaram uma gama de enzimas hidroliticas, oxidativas
e auxiliares, como as monoxigenases liticas de polissacarideos (LPMOSs) e expansinas
(GUPTA et al., 2016; ZHU et al., 2016).

A seletividade em degradar celulose em detrimento da lignina é uma caracteristica
frequentemente relacionada com outros tipos de basidiomicetos (fungos de podridao
parda, podriddo marrom ou castanha). Esta separacdo, sempre se deu com base na
presenca ou auséncia de peroxidases do tipo Il (PODs) ou de enzimas celuloliticas. A
partir disso, um estudo comparou genomas de 33 basidiomicetos, evidenciando que ha
semelhancas no mecanismo de degradacéo da celulose entre fungos de podridéo branca e
de podriddo marrom, além da habilidade em quebrar lignina, também verificada em
fungos de podriddo marrom (RILEY et al., 2014).

Desde entdo, o sequenciamento e analises de genomas de basidiomicetos, vem
proporcionando esclarecimentos relevantes sobre o processo de degradacdo da madeira,
além da producdo de substancias bioativas (BRANDENBURGER et al., 2018;
GRANCHI et al., 2017; RYTIOJA et al., 2014). Além disso, 0 acesso a tecnologias de
sequenciamento de DNA e RNA, tem possibilitado um aumento de sequéncias em banco
de dados como o NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e MycoCosm (genome.jgi.doe.gov).
Este ultimo inclusive consiste em um recurso genémico integrado, fornecendo muitos
dados de diferentes fungos, principalmente macro-basidiomicetos, além de ferramentas
para analises (GRIGORIEV et al., 2013; GRIGORIEV et al., 2011).

Nesse contexto, a analise transcricional também fornece importantes respostas
sobre o metabolismo microbiano. A expressao diferencial de determinados conjuntos de

genes leva a diferentes fungdes celulares nos organismos, isso justifica em parte a grande
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diversidade fenotipica existente entre os seres vivos (MOROZOVA; HIRST; MARRA,
2009).

Com base nisso, ao longo dos anos abordagens foram desenvolvidas para atender
as investigacOes bioldgicas, como identificacdo de genes candidatos, deteccdo de RNA
por Northern blotting, perfis de expressdo por microarrays, RNAseq e técnicas de
sequenciamento de nova geracdo. Em ascomicetos e basidiomicetos, estes estudos tem
melhorado o entendimento de processos em diferentes fases de desenvolvimento e em
diferentes condicdes de cultivo (NOWROUSIAN, 2014; OHM et al., 2014).

O sequenciamento de genomas fangicos permitiu identificar genes envolvidos na
degradacdo da biomassa lignoceluldsica, levando a avangos nos estudos de
transcriptdbmica e protedmica. Estudos anteriores ja evidenciaram inclusive, que estes
genes sao especificamente induzidos pela biomassa em ascomicetos (SHAH et al., 2009).

Com base nisso, um estudo mostrou que os fungos termofilicos Myceliophthora
thermophila e Thielavia terrestris, apresentaram niveis de expressao diferentes quando
cultivados em cevada e palha de alfafa (BERKA et al., 2011). Ja os fungos de podridao
branca, exibem estratégias diferentes de decomposicdo, conferindo modos de atuacao
seletiva e ndo seletiva de polimerizacdo da lignina.

Sustentando tal afirmacdo, o P. chrysosporium apresentou 15 peroxidases
modificadoras da lignina, mas ndo senso stricto lacases e Schizophyllum comune que
possui duas lacases e auséncia de peroxidase modificadora de lignina (NOWROUSIAN,
2014).

Foi confirmado ainda, que P. chrysosporium, também exibe um perfil de
expressdo génica diferente em funcdo do tipo de biomassa vegetal (espécie de planta ou
parte da planta processada — BVRS) em que € cultivado (WYMELENBERG et al., 2011),
refletindo diretamente na producéo de enzimas lignoliticas (ADAV; RAVINDRAN; SZE,
2012).

De modo geral, os macro-basidiomicetos, possuem genes que codificam enzimas
responsaveis pelos mecanismos oxidativos (AA), também pelos que codificam outros
grupos como as glicosil-hidrolases (GH), esterases de carboidratos (CE), auxiliares entre
outros (TABELA 4). Estas familias génicas foram preservadas em muitas espécies destes
fungos ao longo de milhdes de anos (FLOUDAS et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2016).

Em virtude do que foi mencionado, percebe-se a importancia dos estudos
genémicos e transcritbmicos envolvendo os macro-basidiomicetos, na busca do

desenvolvimento de processos que possam se consolidar no contexto das biorrefinarias.



Tabela 4 — Genes de oxirredutases obtidos em 14 genomas de macro-basidiomicetos
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Genes que codificam enzimas oxidativas

POD MCO CRO CDH Cytb OXO GLP QRD DyP HTP P450 LPMO

Auricularia delicata 19 10 9 1 0 3 1 4 11 16 249 19

Dichomitus squalens 12 13 9 1 1 5 6 1 1 4 187 15

8 Punctularia strigosozonata 11 13 9 1 0 2 6 3 5 8 144 14

§ Stereum hirsutum 6 20 8 1 1 3 11 1 2 10 215 16

_’%E Trametes versicolor 26 10 9 1 1 5 2 1 2 3 190 18

" -§ Fomitiporia mediterranea 17 11 4 1 0 3 8 3 3 4 130 13

g’ Heterobasidion irregulare 8 17 5 1 1 3 1 2 5 144 10

é Phanerochaete chrysosporium 16 5 7 1 1 7 3 4 0 3 149 15
‘3
@

e Gloeophyllum trabeum 0 4 2 1 0 4 6 3 0 6 130 4

% Postia placenta 1 5 3 0 0 5 5 1 2 5 250 2

g Wolfiporia cocos 1 5 4 0 0 4 10 1 0 5 206 2

§ Serpula lacrymans 0 6 3 2 2 3 3 2 0 3 164 5

§ Coniophora puteana 0 8 6 2 3 2 11 2 0 2 238 10

Fomitopsis pinicola 1 7 4 0 0 5 10 1 0 4 190 4

Legenda: Genes: POD, peroxidases de classe 1I; MCO, multicopper oxidases; CRO, oxidases radical-cobre; CDH, celobiose desidrogenase; Cytb, citocromo
b562; OXO, oxalato oxidase / descarboxilase; GLP, glicopéptidos redutores de Fe (I11); QRD, quinona redutase; DyP, peroxidases corantes-descolorantes; HTP,

peroxidases de heme tiolato; P450, citocromo P450; LPMO, mono-oxigenases liticas de polissacarideo.

Fonte: (FLOUDAS et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2016; NOWROUSIAN, 2014)



48

2.7 Sequenciamento gendmico de macro-basidiomicetos

A molécula de DNA (acido desoxirribonucleico) possui as informagdes
necessarias para o funcionamento dos processos biolégicos do organismo. Para melhor
entender 0s mecanismos que atuam nestes processos, € preciso estudar a composicédo da
molécula de DNA, para isso, é preciso fazer uso do sequenciamento do genoma (XU;
BLUHM, 2011).

Por muito tempo, o sequenciamento gendmico ficou limitado a organismos
modelo de importancia biomédica, além disso, era necessario um esforco conjunto para
finalizagdo de projetos de sequenciamento de genomas. Com a expanséo das tecnologias
de sequenciamento de alto rendimento, bem como o desenvolvimento de diversas
ferramentas de bioinformatica, houve democratizacao desse campo de estudo (EKBLOM;
WOLF, 2014).

As tecnologias de sequenciamento de nova geragdo, representam um grande
avanco no sequenciamento do genoma, tornando possiveis analises em larga escala
(METZKER, 2010). Adicionalmente, oferecem um servico de custo relativamente baixo
e com alto rendimento, permitindo assim, analises mais abrangentes da estrutura e
contetdo dos genomas.

Neste contexto, as plataformas de nova geracdo usualmente empregadas na
atualidade sdo Illumina (HiSeq 2500) e Pacific Biosciences (PacBio RS II). Ambas
proporcionam novas abordagens para o sequenciamento de DNA cada qual, apresentando
vantagens e desvantagens com relacdo a aplicacdes especificas. A tecnologia Illumina
oferece protocolos de preparagdo de bibliotecas compativeis com todos os sistemas, 0 que
tem Ihe dado destaque, apresenta ainda, maior taxa de transferéncia de dados entre todas
as plataformas e menor custo por base (YOSHINAGA et al., 2018).

O sequenciamento feito por meio da plataforma Illumina, é baseado na quimica
de sequenciamento-por-sintese (SBS), que utiliza nucleotideos terminadores reversiveis
marcados com fluoroforo. Dessa forma, garante o sequenciamento base a base,
permitindo dados mais precisos, sendo as leituras realizadas pela intensidade do sinal
medido, durante cada ciclo, o que também minimiza a taxa de erro (VAN DIJK et al.,
2014) (FIGURA 7). Os reads obtidos sdo encontrados em MiSeq e HiSeq que geram
reads em paired-end com tamanho de 300bp e 150bp, respectivamente. Contudo, a
plataforma HiSeq 2500 é a que apresenta maior rendimento, gerando cerca de 4 bilhGes
de reads em uma unica corrida (HODKINSON; GRICE, 2015).
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Figura 7 — Representagdo esquemaética da tecnologia SBS empregada no sequenciamento
IHlumina.
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Legenda: Para construcdo das bibliotecas, adaptadores sdo ligados nas extremidades do fragmento
de DNA (A). As bibliotecas (pool com as amostras) séo injetadas em uma lamina (flow cell) que
apresenta uma superficie composta por 6ligos complementares aos adaptadores das bibliotecas.
Essa lamina é colocada no HiSeq 2500, onde ocorre a incorporacdo dos nucleotideos marcados
com fluorescéncia e sequenciamento por sintese base a base (SBS sequencing). Ao ocorrer a
incorporacgdo de um nucleotideo, a fluorescéncia é excitada por lasers e captada por cAmeras em
cada ciclo (B).

Fonte: (https://www.lllumina.com).

Outra plataforma muito utilizada em sequenciamentos € a PacBio, que permite
sequenciar moléculas Unicas de DNA em tempo real. Isto ocorre através do
monitoramento em tempo real da enzima DNA polimerase, onde as bases sdo detectadas
no exato momento em que ocorre a sintese, isto é possivel devido a marcacao fluorescente
(GLENN, 2011) (FIGURA 8). Esta plataforma gera reads longos (20kb), o que torna essa
tecnologia uma ferramenta ideal para terminar ou melhorar montagem de projetos de
genomas em menor tempo. Contudo, seu custo é alto (US$ 17,02 por Mb), altas taxas de
erro (14%) e menores taxas de transferéncia de dados quando comparada com outras
plataformas (HODKINSON; GRICE, 2015).

Apesar disso, a Pacific Biosciences desenvolveu uma estratégia de
sequenciamento consenso circular (CCST), que se baseia na estrutura circular das
moléculas das bibliotecas da PacBio. Dessa forma, ha a melhora na qualidade das leituras
além de diminuicdo nas taxas de erro. A estrutura circular possibilita um sequenciamento
continuo e repetido de cadeia no sentido sense e antisense, podendo ser usado para gerar
um Unico read consenso com alta precisdo (> 99%) (KNIEF, 2014; KUMARI et al.,
2017).


https://www.illumina.com/
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Figura 8 — Visdo geral da tecnologia Pacific Biosciences (PacBio).
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Legenda: (A) Preparacdo da biblioteca com ligacdo de adaptadores (amarelo) a moléculas de
DNA de cadeia dupla (azul), criando moléculas circulares chamadas "SMRTbells".
Posteriormente, um primer (vermelho) e uma polimerase (verde) sdo conduzidos ao adaptador.
(B) Representacdo esquematica de um guia de ondas de modo zero (ZMW), uma cdmara de
observacdo em nano escala. O complexo polimerase-primer-SMRTbell liga-se ao fundo do
ZMW. A polimerase incorpora nucleotideos marcados com fluoréforos emitindo um sinal
fluorescente na parte de baixo. Esses sinais sdo gravados por uma cdmera em tempo real em um
processo chamado "filme". (C) em um filme, ndo apenas a cor da fluorescéncia é registrada, mas
também o tempo entre as incorporagdes de nucleotideos, chamado de duragdo de impulso (IPD)
(sinal em preto).

Fonte: (VAN DIJK et al., 2018).

O Joint Genome Institute (JGI) do departamento de energia dos EUA, por meio
de parcerias internacionais, tem explorado a genémica do reino fungi (GRIGORIEV et
al., 2013). Desde o inicio do projeto, cerca de 7600 projetos foram desenvolvidos
envolvendo diferentes plataformas de sequenciamento. Do total de 67.717 organismos
sequenciados, 1597 sdo macro-basidiomicetos (REDDY et al., 2014).

Desde entdo, muitos trabalhos de genoma e transcritoma foram desenvolvidos em
relacdo aos macrofungos, buscando entre outros aspectos, entender seu papel na
desconstrucdo da lignocelulose (QIN et al., 2018). Isto reforca a importancia destes
organismos, frente aos desafios da obtencdo de fontes alternativas para geracdo de

energia, tendo em vista o esgotamento previsivel de matérias-primas de origem fossil.
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2.8 Contexto da agroindustria do 6leo de palma e oportunidades para pré-
tratamento biolégico do CVD com macro-basidiomicetos

Com base nas informagdes anteriores, é notdria a necessidade do desenvolvimento
de estratégias para aproveitamento do (CVD) e outros residuos lignocelulésicos da
dendecultura e torna-los matérias-primas para obtencdo de produtos de valor agregado.
Nesse sentido, ha potencial mercado para empregar os fungos de podriddo branca como
pré-tratamento biol6gico na agroinddstria de dendé (6leo de palma), principalmente em
relacdo ao CVD.

Para obtencdo do 6leo de palma, o processo inicial consiste na esterilizagdo dos
cachos com os frutos a fim de evitar a agdo de microrganismos produtores de lipases e
promover maciez nos frutos favorecendo os processos subsequentes (JUNAIDAH et al.,
2015; NANSSOU KOUTEU et al., 2016). Com isso, na indastria do 6leo de palma séo
utilizadas grandes autoclaves para garantir a esterilizacdo de um grande nimero de cachos
(FIGURA 9).

Figura 9 — Processos que antecedem obtencéo de 6leo de palma.

Legenda: (A) Cachos de dendé com frutos frescos; (B) Cachos sendo colocados em vagonete para
esterilizacdo; (C) Autoclave horizontal utilizada na esterilizacdo dos cachos; (D) e (E) Cachos
recém esterilizados sendo retirados das vagonetes para remocdo dos frutos e (F) Cachos vazios.
Fonte: Embrapa Agroenergia (Imagens capturadas com autorizagdo da empresa Denpasa Dende
do Para S/A.).
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Nos processos em escala de bancada, antes do cultivo de microrganismos é crucial
a esterilizacdo das biomassas lignocelul6sicas empregadas nas fermentacdes em estado
solido (SSF) (DOWE; MCMILLAN, 2001). Em cultivos comerciais de cogumelos
comestiveis como o cogumelo ostra ou Hiratake (Pleurotus ostreatus), Pleurotus sajor-
caju e Agaricus brasiliensis pode ser empregado o processo de pre-compostagem e
“pasteurizacdo” (estabilizacdo) (COLAUTO et al., 2010; MODA; HORII; SPOTO,
2005; OEI, 2003; SANCHEZ, 2010). De modo geral, para garantir a presenca de um
unico organismo (cultivo axénico), a esterilizacdo em autoclave é a mais recomendada.

Diante do exposto, se considerarmos 0 aproveitamento da estrutura da industria
de 6leo de palma para cultivo de basidiomicetos na fibra de cachos vazios, isso pode se
tornar uma alternativa para obtencdo de produtos de valor agregado. Nesse caso, 0sS
cachos apos a retirada dos frutos poderiam ser triturados, suplementados com outros
residuos do dendé (torta do palmiste) para ajuste da relagdo C/N e esterilizados para
posterior inoculacdo de uma macro-basidiomicetos produtor de cogumelos comestiveise
obtencéo de produtos/coprodutos deste sistema de cultivo fungico (FIGURA 10).

Figura 10 — Representacdo esquematica do aproveitamento de cachos vazios de dendé
(6leo de palma) (Integracdo industria de 6leo e biorrefinaria).
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secundarios
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l . Fonte de proteinas,

& fibras e prebidticos
Cogumelos : /
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medicinais \ 1
Pos-cultivo Enzimas lignoliticas:

> Lacases, peroxidases
enzimas acessorias:
extragio LPMOs Biorrefinaria

Legenda: Cachos utilizados como substrato para cultivo de cogumelos. Ao término do cultivo, o
SMS também podera ser utilizado como matéria-prima para obtencdo de diversos produtos.
Alternativamente, macro-basidiomicetos podem ser utilizados para colonizar (pré-
tratamento/cultivo estado solido) o cacho triturado e obteng&o direta de produtos/coprodutos.
Fonte: Do autor (2019).
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Para isso, algumas adaptacdes na inddstria como a criacdo de salas para
inoculagdo assepticas e camaras climatizadas de cultivo, podem favorecer o
desenvolvimento micelial dos macro-basidiomicetos inoculados nas biomassas residuais
do dendé. Em se tratando de cultivo de cogumelos comestiveis e medicinais, 0S processos
de cultivo e colheita apresentam exigéncias diferentes dependendo da espécie. Fatores
como umidade e temperatura sdo fundamentais para o bom desenvolvimento do fungo e
isso influencia diretamente nos custos de producdo conforme revisado por (DIAS, 2010).

Em outra linha, a obtencdo de agucares fermentesciveis a etanol a partir de CVD
pode ser propiciada pelo pré-tratamento bioldgico de macro-basidiomicetos (RIZAL et
al., 2018). Para isso, é preciso adotar uma cepa com seletividade para degradacdo de
lignina, garantindo acesso aos polissacarideos (celulose e hemicelulose) (SAHA et al.,
2017; SAHA et al., 2016). Esses fungos podem ainda, reduzir inibidores (compostos
fenolicos) do material lignocelul6sico, facilitando a fermentacdo dos acucares a etanol
(TIAN; FANG; GUO, 2012).

Igualmente, com a lavagem do SMS (Spent Mushroom Substrate) do cogumelo
ou pré-tratado biologico (fibra do cacho com micélio vegetativo), pode-se obter, fracdo
liquida, enzimas extracelulares para confeccdo de coquetéis hidroliticos (WANG et al.,
2018), e a fracdo sélida aproveitada para racdo animal devido a melhoria na
digestibilidade, como verificado em outras biomassas lignoceluldsicas (NAYAN et al.,
2018a; 2018b; ZUO et al., 2018).

As aplicacbes do cacho de dendé mencionadas sdo sugestbes de como o CVD
poderia ser aproveitado. Além disso, 0 emprego de macro-basidiomicetos bem como uso
da infraestrutura da industria de obtencdo de 6leo de palma, implicam na escolha da
melhor cepa e adaptacGes operacionais. Também, € preciso otimizar as condicdes de

cultivo e manejo objetivando escalonamento.
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3 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Adaptar as cadeias produtivas da agroindudstria aos moldes da bioeconomia ndo é
uma tarefa facil tendo em vista as dificuldades encontradas com as partes subutilizadas
da producdo. A industria do 6leo de palma (Elaeis spp.) se mostra grande geradora de
residuos, principalmente os cachos vazios decorrentes da extracdo dos frutos. A utilizacdo
de pré-tratamentos pode favorecer a geracdo de produtos de valor agregado como
acucares fermentesciveis, quimicos de interesse, ra¢cao animal etc.

Os métodos convencionais de pré-tratamento, envolvem utilizacéo de substancias
quimicas, processos fisicos ou a juncédo de ambos, porém, estas técnicas sdo dispendiosas
e podem levar a formacdo de substancias inibidoras etc.

Neste contexto, 0 emprego dos fungos de podridao branca (macro-basidiomicetos)
se mostra como alternativa a exploracdo biotecnoldgica devido as suas capacidades
lignoliticas e oxidativas. No entanto, sem negar as desvantagens inerentes ao seu uso
como pré-tratamento, a observagdo cuidadosa de seu crescimento, producdo de enzimas
e habilidades na degradacgdo lignocelulésica, podem fornecer insights para otimizar a
deslignificacdo da biomassa dos cachos vazios de dendé e consequente agregacao de

valor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar 08 macro-basidiomicetos quanto a produgdo de enzimas
lignoceluloliticas e sequenciamento, montagem e anotacdo dos genomas de dois macro-
basidiomicetos envolvidos no processo de desconstrucdo da biomassa do cacho vazio de
dendé/6leo de palma (CVD).

3.2 Especificos

e OEL: Avaliar o crescimento in vitro de 30 macro-basidiomicetos da colecdo
Agroenergia sobre a fibra do cacho vazio de dendé e borra do decantador.

e OE2: Avaliar as atividades enziméticas (lacase, peroxidases, Xilanase, FPase,
protease e fitase) dos 08 fungos que apresentarem melhor crescimento nas
biomassas do dendé in vitro.

e OE3: Verificar o efeito da combinacdo dos extratos enzimaticos dos 08 macro-
basidiomicetos, com celulases comerciais na liberacdo de agucares do cacho pré-
tratado por autohidrolise.

e OE4: Caracterizar a biomassa do cacho vazio de dendé, apds o pré-tratamento
com os 08 basidiomicetos para selecdo daqueles que possuem habilidade seletiva
de degradacéo.

e OE5: Realizar a identificagho molecular das oito linhagens de macro-
basidiomicetos.

e OES6: Realizar cultivos submersos para obtencdo de micélio e extracdo de DNA
dos dois melhores macro-basidiomicetos selecionados a partir da triagem.

e OET7: Avaliar aqualidade do DNA gendmico obtido de dois macro-basidiomicetos
selecionados

e OES8: Realizar o envio de amostras do DNA gendmico para sequenciamento nas
plataformas Illumina HiSeq 2500 e PacBio.

e OEO9: Realizar a montagem hibrida dos genomas dos dois maco-basidiomicetos
selecionados, utilizando ferramentas de bioinformatica.

e OE10: Realizar a anotacdo funcional e estrutural dos genomas dos dois fungos
buscando identificar genes relacionados com enzimas lignoceluloliticas

(Cazymes).
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4 ESTRUTURA DA TESE

Para facilitar a compreensdo, o trabalho foi dividido em capitulos, procurando
responder aos objetivos propostos. No capitulo 2, ocorreram as etapas de cultivo em
placas de petri e em frascos de vidro. As atividades enzimaticas foram mensuradas e 0s
extratos utilizados para confec¢do de coquetéis / misturas. No capitulo 3, o cacho pré-
tratado biologicamente com os macro-basidiomicetos, foi caracterizado para avaliar a
seletividade sobre a lignina. Finalmente, nos capitulos 4 e 5 as duas linhagens de macro-
basidiomiceto escolhidas, com base nos capitulos anteriores, tiveram 0 genoma
sequénciado (Illumina e PacBio) e anotado (FIGURA 11).



Figura 11 — Fluxograma das etapas desenvolvidas (capitulos) no presente estudo.
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RESUMO

Economia de base biologica ou circular € uma nova tendéncia no contexto da
bioeconomia, que é baseada no aproveitamento de residuos como matéria-prima para a
obtencéo de subprodutos. Dentro desta perspectiva e alinhado as necessidades globais de
reducdo da emissdo de poluentes, o uso de biomassas lignoceluldsicas oriundas da
agroindustria do oOleo de palma (Elaeis spp.), surge como uma oportunidade. Nesse
sentido, o cacho vazio, representa uma fracdo consideravel de polissacarideos (celulose e
hemicelulose), porém, € constituido por uma fracdo de lignina, polimero que confere
recalcitrancia a biomassa. Por isso, em plantas industriais no modelo de biorrefinarias de
residuos lignocelulésicos, uma das etapas que antecede a hidrélise enzimatica, € o pre-
tratamento de biomassas. Os pré-tratamentos comumente utilizados sdo quimicos, fisicos
e/ou combinados em altas temperaturas, o que leva a formacéo de substancias tdxicas que
dificultam a acdo de celulases e ou reduz os rendimentos na fermentacéo dos agucares.
Neste contexto, alguns fungos de podriddo branca ou macro-basidiomicetos, apresentam
em seu arcabouco enzimatico, enzimas especializadas em remover a fragdo lignolitica
(lacases e peroxidases), gerando uma outra alternativa de pré-tratamento, sendo neste
caso bioldgico, em funcdo da desconstrucédo parcial da lignocelulose pelos fungos. Nesse
sentido, foram avaliadas neste trabalho 30 linhagens de macro-basidiomicetos isolados
do cerrado brasileiro e ou adquiridos em feiras (cogumelos comerciais), como agentes
produtores de enzimas desconstrutoras de parede celular vegetal (pré-tratamento
bioldgico). Os macro-basidiomicetos foram cultivados em placas de Petri e em sistema
de fermentacéo estado solido (FES) — utilizando cacho vazio de dendé (CVVD) como fonte
de carbono. O processo de hidrélise enzimatica fez uso dos extratos brutos enzimaticos
desses macro-basidiomicetos e combinagdes com celulases comerciais e/ou extratos
enzimaticos dos fungos “comerciais” produtores de celulases Ttrichoderma reesei
(ATCC60787) (Tr) e Aspergillus aculeatus (F-50 NBRC108796) (Aa). Em combinacao
com estes dois fungos, os melhores rendimentos de glicose ocorreram para [(Tr + Aa) +
Pleurotus sp. — FPB 109] com 19,7 + 1,0% seguido dos combos com Fomes fasciatus
FPB-28 (18,8 + 0,6%) e Coprinus sp. FPB-125 (17,6 = 1,2%). J& na combinacdo de
extratos enzimaticos de macro-basidiomicetos com as enzimas comerciais (Celluclast e
Novozyme 188 Sigma®), os melhores rendimentos de glicose foram encontrados para
Flavodon flavus (14,78 £+ 0,6%) que ocorreu para a combinacdo [Flavodon flavus FPB-
04 + (EC)] em comparacdo com o controle (EC) (11,7 = 0,36%).

Palavras-chave: Pré-tratamento bioldgico. Macro-basidiomicetos. Biorrefinarias
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ABSTRACT

Bio-based or circular economy is a new trend in the context of bioeconomy, which is
based on the use of waste as a raw material to obtain by-products. Within this perspective
and in line with the global needs for reducing the emission of pollutants, the use of
lignocellulosic biomass from the palm oil agroindustry (Elaeis spp.) Appears as an
opportunity. In this sense, the empty bunch represents a considerable fraction of
polysaccharides (cellulose and hemicellulose), however, it is constituted by a fraction of
lignin, a polymer that gives recalcitrance to biomass. Therefore, in industrial plants in the
biorefinery model of lignocellulosic residues, one of the steps that precede the enzymatic
hydrolysis, is the pretreatment of biomasses. The commonly used pre-treatments are
chemical, physical and/or combined at high temperatures, which leads to the formation
of toxic substances that hamper the action of celluloses and/or reduce yields in the
fermentation of sugars. In this context, some fungi of white rot or macro-basidiomycetes,
present in their enzymatic framework, enzymes specialized in removing the lignolytic
fraction (laccases and peroxidases), generating another alternative of pretreatment, being
in this biological case, as a function of deconstruction of lignocellulose by fungi. In this
sense, 30 macro-basidiomycetes strains isolated from the Brazilian cerrado and purchased
at fairs (commercial mushrooms) were evaluated as agents that produce deconstructive
enzymes from the plant cell wall (biological pretreatment). The macro-basidiomycetes
were cultivated in petri dishes and in a solid state fermentation system (SSF) - using
empty fruit bunches (CVD) as carbon source substrate and obtaining carbohydrate
monomers - enzymatic hydrolysis. The enzymatic hydrolysis process made use of crude
enzymatic extracts of these macro-basidiomycetes and combinations with commercial
cellulases and/or enzymatic extracts of Trichoderma reesei (ATCC60787) (Tr) and
Aspergillus aculeatus (F-50 NBRC108796) (Aa). In combination with these two fungi,
the best glucose yields occurred for [(Tr + Aa) + Pleurotus sp. FPB-109] with 19.7 £ 1.0
followed by combos with Fomes fasciatus FPB-28 (18.8 + 0.6%) and Coprinus sp. FPB-
125 (17.6 = 1.2%). In the combination of enzymatic extracts of macro-basidiomycetes
with commercial enzymes (Celluclast and Novozyme-188 Sigma®), the best glucose
yields were found for Flavodon flavus (14.78 £ 0.6%) that occurred for the combination
[Flavodon flavus FPB-04 + (EC)] compared to control (EC) (11.7 + 0.36%).

Keywords: Biological pretreatment. Macro-basidiomycetes. Biorrefinery
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1 INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica € uma matéria-prima potencial para geracdo de
produtos de valor agregado como quimicos e biocombustiveis, contudo, sua recalcitrancia
conferida principalmente pela lignina, € um dos fatores que limitam sua conversdo em
bioprodutos (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014). Em funcdo disso, torna-se
necessario o emprego de pré-tratamentos agressivos como alcalino, acido e vapor em altas
temperaturas para descontruir a parede celular vegetal e posterior quebra dos
polissacarideos da holocelulose (celulose e hemicelulose) por acdo enzimatica, por
exemplo.

Ainda ha impasses a serem resolvidos quando o objetivo de tais combinacdes de
processos (pré-tratamento e hidrdlise enzimatica) é obtencdo de agUcares sollveis para
fermentacdo em etanol (segunda geracdo) ou outros bioprodutos. Um dos problemas é a
formacédo de inibidores, gerados durante o pré-tratamento e que comprometem o processo
de fermentacéo (cultivo das leveduras) provocando reducdo nos rendimentos de etanol ou
na producéo de 4cidos organicos (JONSSON; MARTIN, 2016).

O pré-tratamento bioldgico utilizando principalmente os fungos de podridédo
branca (inglés, White-rot fungi - WRFs) e/ou combinados com tratamentos quimicos ou
fisicos sdo alternativas para aumentar o rendimento das fracdes de hexose e pentoses da
holocelulose (SHIRKAVAND et al., 2016; THOMSEN et al., 2016). Na natureza, os
macro-basidiomicetos sdo 0s principais agentes de decomposi¢do dos componentes da
parede celular vegetal, justamente por possuirem arcabouco significativo de enzimas
lignoliticas (SAHA et al., 2016). As principais enzimas extracelulares destes macro-
basidiomicetos envolvidas na remogdo da lignina, sdo a peroxidase de lignina
(EC1.11.1.14), peroxidase de manganés (EC 1.11.1.13), lacase (EC 1.10.3.1) e
peroxidases versateis (EC 1.11.1.16) (THIRIBHUVANAMALA et al., 2017; WAN; LI,
2012).

O uso destes fungos como pré-tratamento de biomassas vegetais para posterior
obtencdo de bioprodutos apresentam algumas vantagens e caracteristicas, como
ambientalmente menos efluentes (ao contrario das lavagens nos pré-tratamentos
quimicos) e baixo custo (SALVACHUA et al., 2013; TIAN; FANG; GUO, 2012). Apesar
disso, existem algumas desvantagens como o tempo de colonizacdo, podendo

comprometer a eficiéncia. Entretanto, pode-se fazer a combinacdo do pré-tratamento
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fangico com tratamentos fisicos ou quimicos, para maximizar o rendimento de glicose e
reduzir problemas com inibidores gerados pela quebra da lignina. A seletividade de
alguns macro-basidiomicetos quanto a estrutura lignoceluldsica € uma das principais
vantagens deste processo. Uma vez que alguns destes fungos atacam seletivamente a
lignina (GARCIA-TORREIRO et al., 2016; SAHA et al., 2017; SAHA et al., 2016;
SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

As biomassas vegetais residuais agroindustriais e 0os materiais lenhosos (madeiras)
de modo geral, exibem diferencas em relacédo a estrutura e composicéo quimica, por isso,
0 comportamento de linhagens fungicas pode ser diferente em cada tipo de material bem
como a atuacgdo de seus sistemas lignoliticos (ROUCHES et al., 2016; SHARMA; XU;
QIN, 2017; SINDHU et al., 2016). Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi avaliar
linhagens de macro-basidiomicetos da biodiversidade Cerrado brasileiro e/ou comerciais,
afim de identificar cepas com alta capacidade lignolitica e pouca atividade
holocelulolitica quando cultivados em cacho vazio de dendé, residuo abundante na
agroindustria de dleo de palma.
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2 MATERIAL E METODOS

2.2 Linhagens de fungos macro-basidiomicetos

Foram utilizadas 30 linhagens de macro-basidiomicetos pertencentes a
CMMAABIo0 (Embrapa Agroenergia): FPB-03, FPB-04, FPB-11, FPB-21, FPB-22,
FPB-26, FPB-28, FPB-36, FPB-37, FPB-102, FPB-104, FPB-109, FPB-114, FPB-115,
FPB-116, FPB-117, FPB-118, FPB-119, FPB-121, FPB-122, FPB-124, FPB-125, FPB-
126, FPB-127, FPB-128, FPB-129, FPB-131, FPB-132, FPB-133 e FPB-134.

Todas as linhagens foram mantidas em placas de petri contendo Batata dextrose

agar (BDA) em camara fria a 4°C com repiques periodicos para manutencao.

2.3 Substratos lignoceluldsicos

Os cachos de dendé e borra do decantador de 6leo de dendé (tridecanter) foram
cedidos pela empresa DENPASA (Dendé do Para S/A). As amostras foram submetidas
a secagem a 45°C por 3 dias e em seguida 60°C por 3 dias e moidas (80 mesh) (FIGURA
12). Posteriormente uma parte dos substratos foi triturada em moinho de facas tipo Willey
Star FT-60 (peneira com granulometria = 696 um) para preparo de meio de cultivo em
meio agar (placas Petri). O restante foi acondicionado em recipiente fechado e mantido
em local seco e protegido da luz, para utilizacdo nos cultivos axénicos (fermentacdo em

estado sélido), pré-tratamento hidrotérmico e hidrélises enzimaticas.

Figura 12 — Residuos lignocelulésicos da agroindustria do 6leo de palma.

13

Legenda: (A) Fibras do cacho vazio e (B) Borra do decantador de 6leo de dendé (tridecanter).
Fonte: Do autor (2019).
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2.4 Cultivos: crescimento e vigor micelial

Cada fungo foi cultivado em placas de Petri (90x15 mm) contendo BDA por 10

dias, obtendo-se assim os inoculos (massa micelial).

2.4.1. Cultivo em placas: meio &gar enriquecido com substratos lignocelulésicos:

Foram preparados trés meios de cultivo com agar enriquecido: (1) com fibras do
cacho de dendé (triturado) 10% m/v e agar 1,5% m/v; (2) fibras do cacho de dendé 10%
m/v, borra do decantador 10 % m/v e agar 1,5% m/v; e, (3) meio batata dextrose agar
(BDA) (Sigma —Aldrich) (controle). Os meios de cultivos foram autoclavados a 121 °C,
1 atm durante 30 minutos e vertidos em placas de Petri.

A capacidade de crescimento e o vigor micelial foram mensurados nos cultivos
em meio agar enriquecidos. Um disco micelial de aproximadamente 7 mm foi utilizado
como in6culo em cada meio avaliado em cultivo agar (placas). Os fungos foram mantidos
em camara incubadora B.O.D. a 28 °C e o crescimento micelial foi avaliado a cada dois
dias iniciando a partir do terceiro até o 11° dia, utilizando de paquimetro digital para
medida do raio de crescimento micelial (cm) (FIGURA 13). O vigor micelial foi avaliado
ao final dos 11 dias de cultivo, utilizando uma escala de 0 a 5 pontos. Onde: 0 = indica
auséncia de crescimento e vigor; e, 5 = excelente vigor (visual). Imagens estdo

apresentadas no Apéndice A (imagens obtidas apos 11 dias de cultivo).

Figura 13 — Foto das avaliagdes de crescimento utilizando paquimetro digital.

Legenda: foram realizadas marcacdes na placa a fim de desconsiderar a porgao do indculo (circulo
central) e os lados foram enumerados com o objetivo de evitar que um mesmo lado fosse medido
mais de uma vez. Os tragados menores indicam o limite atingido pelo micélio no dia da avaliacéo.
Fonte: Do autor (2019).
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2.4.2 Cultivo em frascos de vidro: meio com substratos lignocelulosicos

Os macro-basidiomicetos que apresentaram maior raio e maior vigor micelial no
cultivo em meio agar enriquecido com substratos lignocelulésicos foram selecionados
para o cultivo em frascos de vidro contendo somente biomassas residuais da agroindustria
em fermentacdo estado sélido (FES).

As biomassas (CVD e BD) foram secas e trituradas (80 mesh). Os substratos
lignocelulosicos foram dispostos em frascos de vidro (250 mL), constituindo dois meios
de cultura FES: FES-1) 30 g de cacho de dendé; FES-2) 30g da mistura de cacho com
borra na propor¢do 2:1 (m/m) (FIGURA 14). A umidade foi ajustada para
aproximadamente 65% (+ 5) com adicdo de agua destilada, seguido de esterilizagdo em
autoclave por 30 minutos a 121 °C e 1 Atm. Os frascos contendo 0s macro-basidiomicetos
no sistema FES foram incubados por 30 dias a 28°C em BOD (ventilada). Os fungos que
apresentam capacidade de crescimento nos meios de cultura contendo somente o
substrato cacho de dendé (FES-1) e em menos tempo, foram selecionados para avaliagéo
quanto as atividades enzimaticas e potencial para aplicacdo em pré-tratamento deste tipo

de substrato lignocelulésico.

Figura 14 — Frascos com substratos lignocelulésicos e fungos em crescimento.

Legenda: (A) Fibras de cacho vazio de dendé, (B) Mistura de fibras de cacho e borra do
decantador e (C) Crescimento dos macro-basidiomicetos e marcagdes para medicdo do
crescimento.

Fonte: Do autor (2019).

2.5 Avaliacao da producao de enzimas lignoceluloliticas em cultivo FES por macro-
basidiomicetos

Oito macro-basidiomicetos foram selecionados a partir dos resultados da

capacidade de crescimento e vigor micelial observados nos cultivos em meio agar
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enriquecidos (placas) e FES (frascos). Os selecionados foram novamente cultivados no
meio FES-1 com a seguinte modificacdo: empregou-se 10 g de fibra de cacho de dendé
em frascos Erlenmeyers de 250 mL por 21 dias, mantendo as demais condicdes de cultivo
(FIGURA 15).

Figura 15 — Sistema de fermentacdo em estado sélido (FES-1 modificado).

Legenda: Em frasco Erlenmeyer de 250 mL com 10 g de fibras de CVD iniciado com trés discos
miceliais (7 mm) de macro-basidiomiceto.
Fonte: Do autor (2019)

2.5.1 Extratos brutos enzimaticos (EBE)

Atividades de algumas enzimas lignoceluloliticas (celulases, xilanases e
ligninases), protease e fitase e concentracdo de proteinas sollveis foram determinadas em
trés tempos (6, 13 e 21 dias) para amostras obtidas do cultivo em triplicata de oito macro-
basidiomicetos (FPB-04, FPB-26, FPB-28, FPB-109, FPB-115, FPB-116, FPB-125,
FPB-132) na condicdo FES-1 (modificada).

Os extratos brutos enzimaticos (EBE) foram obtidos através de lavagem da
biomassa colonizada com uma solucdo de Tritox X-100 (0,1%) na proporc¢do de 10 mL
de solucdo para cada 1g de biomassa colonizada em shaker sob agitacdo de 200 rpm a
5°C durante 40 minutos, em seguida, o extrato foi filtrado com gaze (algod&o),
centrifugado a 10000 rpm 4°C por 10 minutos e o sobrenadante recolhido em tubos tipo
Falcon de 50 mL. Foi adicionada azida sédica (concentracgdo final de 0,02%) ao EBE para
evitar o crescimento de microrganismos contaminantes. Em seguida, os mesmos foram

mantidos em geladeira a 4°C até as analises subsequentes.
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2.5.1.1 Proteinas solUveis totais

Para determinar o teor de proteinas solUveis totais, empregou-se 0 método do
acido bicinconinico (BCA) (SMITH et al., 1985) de acordo com o protocolo do kit
comercial Sigma-Aldrich®, onde uma aliquota de 25 uL de cada EBE (previamente
diluidos) foram colocados em placas tipo ELISA. Em seguida, para cada pogo, foram
adicionados 200 pL do reagente de trabalho (RT) preparado com duas solugdes A ¢ B
(50:1) e imediatamente as placas foram incubadas a 37 °C por 30 minutos.
Simultaneamente, uma curva padréo foi construida com dilui¢des seriadas a partir de uma
solucéo de 2 mg.mL™ de albumina de soro bovino (BSA). Ap6s a incubagao, foi realizada
a leitura em leitor de microplacas (SpectraMax M2¢, Molecular Devices Co. EUA) a
562nm. As absorbancias dos pontos da curva foram plotadas com a sua concentracdo em
mg.mL correspondente, onde foi obtida a equacio linear. A quantificacdo de proteinas
de cada amostra foi obtida relacionando o seu valor da absorbancia com a equagéo da
curva. Todos ensaios foram realizados em triplicata.

Posteriormente, os valores foram convertidos em mg.gl de substrato
lignocelulésico levando em consideracao o volume de solucédo de extracao (Triton X-100

0,1%) e a quantidade de substrato utilizado no sistema FES-1.

2.5.1.2 Enzimas holoceluloliticas

Para a determinacdo da atividade de FPase utilizou-se 0 método miniaturizado
proposto por Xiao e colaboradores (2004): Utilizando placas de PCR 96 pocos adicionou-
se discos de 7 mm de papel de filtro Whatman n® 1 (GE Healthcare Life Sciences;
Piscataway, NJ. USA) juntamente com 40 pL de tamp&o citrato de sodio/Acido citrico
0,1 M pH 5,0 e 20 uL do EBE. Em termociclador (Applied Biosystems®) a placa vedada
foi incubada a 50 °C durante 1 hora; adicionou-se 120 uL. de DNS (acido 3,5-
DinitroSalicilico), com posterior incubacdo por 10 min a 95 °C (MILLER, 1959); uma
aliquota de 36 pL foi transferida para uma placa de Elisa previamente preparada com 160
pL de 4gua deionizada e a leitura realizada a 540 nm.

Para a determinacdo das atividades de endoglicanase (CMCase) e xilanase foram
realizados microensaios incubando-se 5 pL do EBE e 10 uL dos substratos (CMC —
CarboxiMetilCelulose 2% ou xilana beechwood 2% - Sigma-Aldrich; St. Louis, MO.

USA) e tampao citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5,0, respectivamente por 30 min
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a 50 °C (FERREIRA FILHO; PULS; COUGHLAN, 1993 com modificacdes). Ao
término deste periodo, as reagdes enzimaticas foram interrompidas pela adi¢do de 30 uL.
de solucdo DNS e incubacdo a 95 °C por 10 min (MILLER, 1959). Em seguida, foram
adicionados 150 puL de dgua destilada, sendo realizada a leitura da absorbancia a 540 nm.

A atividade de B-glicosidase foi determinada em placa de PCR 96 po¢os onde
foram adicionados 100 uL do EBE juntamente com 100 pL do substrato (Celobiose 15
mM - Sigma-Aldrich) e tampd&o citrato de sédio/acido citrico 0,1 M pH 5,0; a placa foi
vedada e incubada em termociclador a 50 °C durante 30 min. Ao programar o
equipamento, adicionou-se uma etapa de aquecimento a 95 °C por 10 min para inativagdo
da enzima (ADNEY; BAKER, 1996; GHOSE, 1987 modificado); a glicose liberada foi
quantificada em placa de Elisa com a transferéncia de 2,5 puLL do ensaio e 250 pL do
reagente enzimatico GOD-POD (Bioclin®), incubacio a 37 °C por 10 min e leitura da
absorbancia a 505 nm.

Estas atividades enzimaticas foram expressas em Ulg? de substrato
lignocelul6sico seco, sendo UI definido como a quantidade de agucar redutor (umol)
liberado por minuto. As curvas padrdes de calibragdo foram determinadas com solugdes
de D-glicose, e D-xilose, variando-se as concentracdes de 0,2 a 10,0 mg.mL* (CMCase
e Xilanase), respectivamente, e, de 0,0 a 0,250 mg.mL™ de D-glicose para B-glicosidase.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os desvios padrdes foram menores que
10 % da media.

2.5.1.3 Enzimas Ligninoliticas

A atividade de lacase foi determinada pela oxidacdo do ABTS (2,2"-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico — Sigma-Aldrich) (WOLFENDEN; WILLSON, 1982)
com modificagdes. O ensaio realizado em placas de Elisa 96 pocos, foi composto de 180
uL de tampdo acetato de sédio 0,2 M pH 5,0 onde adicionou-se 180 uL de EBE;
imediatamente antes da leitura em espectrofotdmetro, adicionou-se 40 pL de solucdo de
ABTS 5 mM e realizou-se a cinética da reacdo em 90 segundos a 25 °C; foram realizadas
leituras de absorbancia a 420 nm a cada 5 segundos de reacdo (¢ ABTS = 36000).

Para determinar a atividade de peroxidases totais, 0 meio reacional em placas de
Elisa 96 pocos, consistiu em adicdo de 140 uL de tampao acetato de sodio 0,2 M pH 5,0
juntamente com 180 pL de EBE e 40 pL de H202 2 mM (Sigma-Aldrich); antes da leitura
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foram adicionados 40 pL de solucdo de ABTS 5 mM,; foi realizada a cinética da reacédo
em 90 segundos a 25 °C, realizando leituras de absorbancia a 420 nm a cada 15 segundos
de reagdo (HEINZKILL et al., 1998) modificado (¢ ABTS = 36000).

A atividade de peroxidase de manganés foi determinada em placas de Elisa 96
pocos com o meio reacional composto por 75 pL de solucdo reagente SR (100 uL de
vermelho de fenol 0,1%, 100 uL de lactato de s6dio 250 mM, 200 pL de albumina bovina
0,5%, 50 uL de MnSO4 2 mM e 50 pL de H202 2 mM), 150 pL de tampé&o succinato de
sodio 20 mM pH 4,5 e 75 uL de EBE; as placas foram incubadas a 30 °C durante 5 min e
a reacdo foi interrompida com adicdo de 6 uL de NaOH 2 M; a absorbancia foi
determinada a 610 nm (e vermelho de fenol = 44600).

Para determinar a atividade de peroxidase de lignina, adotou-se um método
baseado na oxidacdo do corante Azure B (ARCHIBALD, 1992) adaptado. Em placas de
96 pocos adicionou-se 156 pL de tampdo citrato/fosfato 125 mM pH 3,0 juntamente com
156 pL de EBE, 8 pL de Azure B 1,6 mM; imediatamente antes da leitura adicionou-se
80 uL de H202 2 mM e a absorbancia foi determinada a 651 nm.

Estas atividades enzimaticas foram expressas em Ul.g? de substrato
lignocelulésico seco, sendo Ul definido como a unidade catalitica internacional que se
refere a quantidade de enzima que catalisa a conversdo de 1 pmol de substrato por minuto.
A atividade de peroxidases totais foi expressa subtraindo-se o valor de atividade obtido
no ensaio do valor obtido para atividade de lacase. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

2.5.1.4 Atividade de protease

O ensaio para determinar atividade de protease foi utilizando-se azocaseina como
substrato da enzima. A mistura reacional foi preparada com 100 pL do EBE e 100 pL de
azocaseina 0,5% (Sigma-Aldrich) em placas de PCR 96 pocos; a incubagdo ocorreu em
termociclador durante 40 min a 37°C; adicionou-se 100 puL e TCA 10% (Sigma-Aldrich)
para parar a reacdo e a placa foi centrifugada a 4700 rpm durante 15 min; uma aliquota
de 250 pL do sobrenadante foi recolhida e adicionada a 150 pL de KOH 0,5M
previamente adicionado em placas de Elisa 96 pocos; realizou-se a leitura a 430 nm em

espectrofotbmetro.



81

Esta atividade enzimatica foi expressa em Ul.g™* de substrato lignocelulésico seco,
sendo Ul definido como a unidade catalitica internacional que se refere a quantidade de

enzima que catalisa a conversdo de 1 umol de azocaseina por minuto.

2.5.1.5 Atividade de fitase

Para determinar atividade de fitase utilizou-se o &cido fitico como substrato. Em
tubos de ensaio adicionou-se a mistura reacional composta por 50 uL de &cido fitico 1%
(Sigma-Aldrich) preparado em tampdo acetato de sodio 0,2 M pH 5,5 e 50 yL de EBE;
os tubos foram incubados em banho maria durante 30 min a 50°C; posteriormente foram
adicionados 100 pL de TCA 15% para paralisar a reacdo e 300 L de &gua destilada; em
seguida, adicionou-se 900 pL do reagente cromogénico (RC) constituido por H.SO4 0,76
M, acido ascérbico 10% e molibdato de aménio 2,5%, (3:1:0,5 v/v/v). Ap6s 20 min a
50°C, foi realizada a leitura a 820 nm e os célculos foram determinados a partir da equacédo
da reta obtida pela curva padrdo de Fosfato de Potassio 10 mM entre 10 e 100 pmol/50
uL (GULATI; CHADHA; SAINI, 2007; HARLAND; MORRIS, 1995; MITCHELL et
al., 1997 com adaptacdes). Esta atividade enzimatica foi expressa em Ul.g™* de substrato
lignocelul6sico seco, sendo que unidade de atividade enzimatica (Ul), foi definida e
expressa como a quantidade de enzima que libera um pumol de fosfato por minuto, nas

condicdes de ensaio.

2.6 Combinacdo de EBE de macro-basidiomicetos com EBE de fungos ascomicetos
e enzimas comerciais para hidrdlise do cacho de dendé pré-tratado
hidrotermicamente

A hidrolise do cacho pré-tratado hidrotermicamente (autohidrélise), foi avaliada
por meio de misturas entre EBEs de macro-basidiomicetos e EBEs dos ascomicetos
Trichoderma reesei (ATCC60787) e Aspergillus aculeatus (F-50 NBRC108796)
pertencentes a “Colecdo de microrganismos e microalgas aplicados a agroenergia e
biorrefinarias” (CMMAABio) da Embrapa Agroenergia ou EBE de Macro-
basidiomicetos com as enzimas comerciais “Cellulase ” de Trichoderma reesei (ATCC
26921) e “Cellobiase ” de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich).
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2.6.1 Pré-tratamento hidrotérmico do cacho vazio de dendé

A biomassa CVD foi submetida ao pré-tratamento hidrotérmico (autohidrdlise)
em reator de alta/baixa pressdo (4520 - Parr Instruments Company, Moline, lllinois
EUA). Utilizou-se 60 gramas de cacho triturado in natura e 710 mL de agua da torneira;
a mistura foi acondicionada no recipiente do reator, submetida ao processo de
aquecimento a 180°C durante 40 minutos e agitacdo constante a 600 rpm; apos
resfriamento do sistema, o CVD foi submetido a uma filtracdo simples em gaze para
remocao do liquor, em seguida, o agora denominado cacho pré-tratado hidrotermicamente
(CVD-AH), foi armazenado em recipiente fechado em refrigerador a 4°C. Foi realizada a
determinacdo de massa seca do CVD-AH a fim de se obter o teor de sélidos. A biomassa

ndo foi submetida a nenhum tratamento de lavagem.

2.6.2 Cultivo, obtencao de extratos brutos enzimaticos (EBE) e determinacao do teor
de proteinas solUveis e atividades de holocelulases de T. reesei e A. aculeatus

Os ascomicetos T. reesei (ATCC60787) e A. aculeatus (F-50 NBRC108796)
foram cultivados em meio de cultura liquido (MANDELS; WEBER, 1969),
suplementado com 2,5% de borra de dendé moida. Esta condicdo de cultivo favorece a
producdo de celulases por estes fungos conforme Pelaez, (2017). Ap6s preparo do meio
de cultura, o mesmo foi autoclavado a 121°C 1 Atm durante 30 minutos. Seis discos
miceliais de 7 mm de T. reesei e A. aculeatus cultivados em BDA por 7 dias,
separadamente, foram utilizados como in6culo do cultivo liquido (fermentacdo submersa
- FS), os frascos foram incubados por 7 dias em shaker a 28°C e 150 rpm. Foram
recolhidas aliquotas de 1 mL do sobrenadante durante todos os dias para verificar o perfil
enzimatico e teor de proteinas solUveis. Decorrido o tempo de cultivo, os EBEs foram
centrifugados a 4° C, 10000 rpm durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos,
adicionou-se azida sodica (concentracdo final de 0,02%) e em seguida foram

armazenados em refrigerador a 4 °C. Foram realizadas 4 repeti¢des para cada fungo.
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2.6.3 Efeito da adicdo de EBE de macro-basidiomicetos em combinacdo com extrato
celulolitico ou enzimas comerciais na hidrolise do CVD-AH

Para montagem das hidrolises enzimaticas (HE) utilizou-se placas de 24 pocos
tipo deep weell, onde foram pesados 0,45g de CVVD-AH por poco (correspondendo a uma
carga de solidos de 5% com base na matéria seca), juntamente com um volume final de
cerca de 2,2 mL em ambiente tamponado (citrato de sddio/acido citrico, 100 mM, pH 5,0)
(FIGURA 16 A). A hidrdlise foi realizada com duas diferentes misturas enzimaticas,
onde: (C1) EBEs de Macro-basidiomicetos (12,69 mL.g? substrato) e EBEs dos
ascomicetos T. reesei (ATCC60787) e A. aculeatus (F-50 NBRC108796), nas dosagens
de proteinas total de (0,65% de 12,5 mg.g™?) e (0,35% de 12,5 mg.g?), respectivamente.
C2) EBEs de macro-basidiomicetos (12,69 mL.g™) com as enzimas comerciais Cellulase
de T. reesei (ATCC 26921) (Celluclast®) (Sigma-Aldrich®) e Cellobiase de A. niger
(Novozyme-188®) (Sigma-Aldrich®) com a seguinte dosagem de proteinas: (0,65% de
12,5 mg.g?) e (0,35% de 12,5 mg.g?t), respectivamente.

As placas foram seladas com filme adesivo e transferidas para shaker ambientado
a 50°C, a agitacdo foi de 200 rpm durante 24 horas (FIGURA 16 B-D); foram recolhidas
aliquotas nos tempos 0 e 24 horas em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL e apds centrifugados
a 10000 rpm, 4°C durante 10 minutos, os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados
a -20°C para determinacdo de glicose e xilose em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(inglés, HPLC).
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Figura 16 — Montagem das hidrélises enzimaticas (HE).

Legenda: (A) cacho pré-tratado hidrotermicamente (autohidrélise) aferindo a massa nas células
da placa Deep weell; (B) placa selada com filme adesivo; (C) placas organizadas em “garras de
1L” em shaker de bancada; (D) Placas em agitacdo a 200 rpm e 50 °C.

Fonte: Do autor (2019).

2.7 Efeito da concentracdo de EBE de macro-basidiomicetos nas misturas com EBE
de ascomicetos ou enzimas comercias

Com base nos resultados obtidos anteriormente, os fungos FPB 04 e FPB 28 foram
selecionados a fim de se verificar o efeito da concentracdo de seus extratos, em
combinacgdo com extratos celuloliticos, sobre a hidrélise do CVD-AH. Uma aliquota de
150 mL de EBE de cada macro-basidiomiceto foi liofilizada e ressuspendidos em 30 mL
de &gua destilada concentrando-os, entdo, em 5 vezes. Os mesmos ficaram armazenados
em geladeira a 4°C até a utilizacdo e passou a ser denominado extrato bruto enzimatico
concentrado (EBEc). Os EBEs obtidos dos ascomicetos T. reesei e A. aculeatus foram
mantidos sem concentrar para compor 0s coquetéis. Foram preparadas misturas de EBEc
(12,69 mL.g%) (em 3 concentragBes e sem concentrar) de macro-basidiomicetos
juntamente com EBE de ascomicetos e/ou com as enzimas comerciais Celluclast® e

Novozyme-188® (Sigma-Aldrich) nas concentrages utilizadas anteriormente.
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As concentragdes de EBE de macro-basidiomicetos testadas foram:
EBE-A: EBE concentrado 5X (EBECc);
EBE-B: EBE concentrado 2,5X;
EBE-C: EBEc diluido 5 vezes;
EBE-D: Extrato sem concentrar (EBE);
Assim como nas outras hidrolises, os acucares (glicose e xilose) foram

quantificados via HPLC.

2.8 Quantificagdo de glicose e xilose por HPLC e determinagdo do rendimento de
glicose e xilose

Para determinacdo dos teores de glicose e xilose nos hidrolisados obtidos, as
amostras previamente diluidas, foram injetadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (inglés, HPLC) (Agilent Technologies), com as seguintes condigdes
cromatograficas: Coluna Aminex® HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad); como fase mével
foi utilizada uma solucéo de H.SO4 5 mM; a temperatura da coluna foi de 45°C, tempo
de corrida de 12 minutos e vazdo da fase mdvel 0,6 mL.min. A concentragdo dos
acucares foi determinada por meio de equacdo linear gerada por uma curva de calibracéo
com pontos correspondentes a dilui¢Oes seriadas de uma solucgéo de glicose e xilose de 5
mg.mL™.

Os rendimentos das hidrolises realizadas foram determinados em comparacgéo
com méaximo tedrico (WANG, Y. et al., 2018):

) Glicose liberada na hidroélise x 0,9
Rendimento (%) = , x 100 (D
Teor de glucana no material

) Xilose liberada na hidrélise x 0,88
Rendimento (%) = Teor de xilana no material x 100 (2)




3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento e vigor micelial em meio agar enriquecido
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O crescimento micelial de cada um dos macro-basidiomicetos em meios de cultura

contendo agar enriquecidos, foram observados por meio do diametro da coldnia a cada

dois dias do cultivo, partindo-se do terceiro dia até o decimo primeiro dia (11°) (FIGURA

17). O FPB-11, por exemplo, apresentou crescimento acelerado (FIGURA 17 A, B, C),

atingindo o didmetro maximo em 3 dias, porém, com baixo vigor micelial quando

comparado com Flavodon flavus FPB-04 e Trametes sp. FPB-134 que colonizaram toda

a placa com meios agar apos sete dias (FIGURA 18) e (APENDICE A).

Figura 17 — Diametro das colonias (mm) de macro-basidiomicetos durante 11 dias de

cultivo nos trés meios testados.
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Legenda: (A) Batata dextrose 4gar (BDA); (B) cacho vazio de dendé + agar (CA); (C) Cacho +
borra do dendé + agar (CBA). Os valores apresentados sdo a média e o desvio padrdo de
experimentos realizados em triplicata para cada linhagem. O crescimento maximo possivel na

placa foi de 80 mm.
Fonte: Do autor (2019).
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Figura 18 — Mapa de calor (cores) indicando o vigor micelial durante o crescimento dos
macro-basidiomicetos em trés meios (agar enriquecido) com fontes de

carbono distintas.
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Legenda: O vermelho (5) indica maior vigor micelial (visual) e a cor verde menor vigor micelial
(visual). Meios de cultura: batata dextrose agar (BDA); cacho de dendé + agar (CA) e cacho de
dendé + borra do decantador + agar (CBA).

Fonte: Do autor (2019).
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O vigor micelial dos macro-basidiomicetos Flavodon flavus FPB-04, FPB-26
(nd), FPB 104 (nd), Trametes sp. FPB-115, Pycnoporus sp. FPB-116, Pleurotus sp. FPB-
131, Pleurotus sp. FPB-132 e Pleurotus sp. FPB-133 foi m&ximo em todos meios testados
(FIGURA 18). Este vigor indica que houve uma relacdo carbono/nitrogénio e
micronutrientes suficientes e disponiveis para realizacdo do metabolismo microbiano. Em
comparagdo com os demais, FPB 129 (nd) apresentou o pior desempenho nos meios
testados (FIGURA 19).

Figura 19 — Fotografia de macro-basidiomicetos nos meios testados aos 11 dias.
BDA CA : CBA

FPB 04 Flavodon flavus

FPB 129

Legenda: Meios de cultura: batata dextrose agar (BDA); cacho de dendé + &gar (CA) e cacho de
dendé + borra do decantador + 4gar (CBA).
Fonte: Do autor (2019).

Os macro-basidiomicetos naturalmente apresentam habilidade de quebrar
materiais lignocelulésicos na natureza, mas seu comportamento pode variar a depender
da composicao dos substratos onde estdo se desenvolvendo, principalmente em funcéo
do arcabouco enzimas lignoceluloliticas de cada espécie (KAVANAGH, 2017).

Os géneros Flavodon e Pleurotus tém sido relatados como excelentes
desconstrutores de parede celular vegetal (KASSON et al., 2016; LEE et al., 2007). A
presenca das biomassas vegetais (dendé) no enriquecimento dos meios com agar permitiu
0 crescimento e vigor de tais fungos, isso demonstra que sdo capazes de utilizar materiais
lignocelulosicos pra obtencéo de energia. Também apresentaram comportamento similar
quando crescidos em meio com &gar contendo fontes de carbono e nitrogénio mais
“disponiveis” (BDA).

Outros exemplos de géneros de macro-basidiomicetos que apresentaram

crescimento rapido e vigoroso nos meios testados foram o FPB-115 (Trametes sp.) e FPB-
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116 (Pycnoporus sp.). Estes géneros apresentam espécies que foram reportadas como
produtoras de enzimas lignoliticas, tais como lacases (FILLAT et al., 2017). As fontes de
carbono, temperatura, umidade, oxigenacdo sdo fatores preponderantes para o0
crescimento micelial e/ou frutificacdo de macro-basidiomicetos (HOA; WANG, 2015).

Hypsizygus sp., por exemplo, quando fora cultivado em substratos a base da
forrageira Panicum virgatum, demonstrou melhor crescimento levando & producéo de
metabdlitos nos meios com maiores teores de celulose (LIU et al., 2015).

Os fungos apresentam necessidades nutricionais bem simples, podem utilizar
fontes de carbono como como glicose a polissacarideos como amido e celulose. Os
macro-basidiomicetos podem ainda, utilizar compostos aromaticos como a lignina
(WALKER; WHITE, 2017).

3.2 Crescimento dos macro-basidiomicetos cultivados em sistema FES com
substratos lignocelulésicos

Os fungos que apresentaram melhor crescimento e vigor micelial em agar
contendo CVD e BD, também apresentaram bom crescimento quando realizados cultivos
axénicos com cacho (FC-FES-1) ou mistura de cacho e borra (FCB-FES-2). Apds 15 dias
de cultivo nas condicdes testadas, os fungos com maior crescimento linear no FES-1
foram: FPB-26 (81,02 mm), Flavodon flavus FPB-04 (74,93 mm), FPB-117 (74,40 mm)
e Trametes sp. FPB-115 (74,33 mm). O fungo FPB 102 ndo apresentou crescimento no
sistema FES-1 (FIGURA 20).
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Figura 20 — Crescimento de macro-basidiomicetos 15 dias ap6s a inoculagdo em frascos
com cacho de dendé FES-1
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Legenda: cacho vazio de dendé FES-1 (FC) e em mistura de cacho e borra FES-2 (FCB). O
crescimento maximo possivel no frasco foi de 82mm. Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os fungos em cada sistema de fermentacéo em estado sélido testado com base

no teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor (2019).

A FES possibilitou uma segunda triagem dos macro-basidiomicetos quanto a

capacidade de crescimentos em biomassas lignocelulésicas residuais do dendé. Aqueles

que apresentaram bom crescimento e vigor nos cultivos em agar enriquecido, também

colonizaram bem as biomassas nos frascos de vidro (FIGURA 21).

Figura 21 — Crescimento dos macro-basidiomicetos nos sistemas de fermentacdo em

estado soélido.

Legenda: FES-1 (A) e FES-2 (B).
Fonte: Do autor (2019).
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3.3 Proteinas solUveis totais dos macro-basidiomicetos

Para avaliar o teor de proteinas solGveis totais, foram preparados EBEs como
descrito no item 2.6.1 a partir do sistema FES-1 modificado (item 2.6). Aos seis dias de
cultivo (FES) os EBEs que apresentaram os maiores teores de proteinas solUveis totais
foram o FPB-26 e Pleurotus sp. FPB-109 com (54,67 mg.g?l) e (50,76 mg.gl),
respectivamente. Decorridos 13 dias Fomes fasciatus FPB-28 apresentou o maior teor
(95,31 mg.g) seguido por Flavodon flavus FPB-04 (60,17 mg.g?) e aos 21 dias,
Pycnoporus sp. FPB-116 e Trametes sp. FPB-115 apresentaram os maiores teores (57,84

mg.g7) e (54,23 mg.g?), respectivamente, em relacéo aos demais fungos (FIGURA 22).

Figura 22 — Teores de proteinas sollveis totais dos EBEs dos macro-basidiomicetos
cultivados em cacho de dendé (Sistema FES-1 modificado).
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Legenda: Cultivo a 28°C e 65% (+5) de umidade em trés tempos de coleta. Letras diferentes
indicam diferengas significativas entre os EBEs dentro de cada tempo de cultivo com base no
teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor (2019).

O cacho vazio de dendé utilizado como substrato apresenta um teor de proteinas
sollveis de 2,08% + 0,12 em base seca, além disso, 0 aumento do teor proteico em
cultivos de macro-basidiomicetos pode ocorrer em fungéo do crescimento micelial em
sistema FES e consequentemente, secre¢do de varias enzimas (NARAIAN; SINGH,

2016). Por isso, a biomassa colonizada por fungos (FES) passa a ser uma fonte
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interessante para obtencdo de proteinas solUveis, mais especificamente, enzimas
desconstrutoras de parede celular vegetal secretadas durante o metabolismo fangico.

Apos o cultivo de cogumelos comestiveis (macro-basidiomicetos) muitas vezes a
biomassa residual pos-colheita dos cogumelos (inglés, Spent Mushroom Substrate —
SMS) é descartado. Porém, trata-se de um produto de valor agregado por conter enzimas
fangicas além de ser enriquecido com outras proteinas, aminoacidos e substancias
quimicas bioativas (HIYAMA; GISUSI; HARADA, 2011).

3.4 Enzimas ligninoliticas — macro-basidiomicetos

O perfil de enzimas ligninoliticas nos extratos foi determinado e os resultados
obtidos em 3 tempos de cultivo podem ser verificados na Figura 23.

A maior atividade de lacase foi observada no cultivo de Fomes fasciatus FPB-28
aos 6 dias (13,6 + 0,3 Ul.g™), sequido por Trametes sp. FPB-115 (4,89 + 0,5 Ul.g?),
Pycnoporus sp. FPB-116 (2,8 + 0,02 UL.g?) e Pleurotus sp. FPB-132 (2,7 + 0,01 Ul.g™).
Aos 13 dias, as maiores atividades foram observadas no cultivo de Trametes FPB-115
(18,8 0,9 Ul.g}) e Pycnoporus sp. FPB-116 (18,7 + 0,009 Ul.g %) e depois por Pleurotus
sp. FPB-132 (8,7 + 0,04 Ul.g}) e Fomes fasciatus FPB-28 (8,4 + 0,2 Ul.g™}). Ja aos 21
dias, as maiores atividades ocorreram para Pleurotus sp. FPB-132 (18,3 + 0,4 Ul.g™}),
Trametes sp. FPB-115 (16,9 + 0,2 Ul.g™}) e Pycnoporus sp. FPB-116 (16,4 + 1,3 Ul.g?)
(FIGURA 23 A).

Em relacdo a atividade de peroxidases totais, aos 6 dias a maior atividade foi
verificada para Pycnoporus sp. FPB-116 (8,2 + 0,6 UlL.g}) seguido por Flavodon flavus
FPB-04 (5,7 + 0,02 UlL.g?) e Pleurotus sp. FPB-109 (1,3 + 0,1 Ul.g}). Nos 13 dias de
cultivo, a maior atividade foi verificada Pycnoporus sp. FPB-116 (6,1 + 0,3 Ul.g?%) e
depois por Trametes sp. FPB-115 (5,0 + 0,1 Ul.g!) e Fomes fasciatus FPB-28 (4,0 + 0,07
Ul.gh). Por fim, aos 21 dias o maior valor observado no cultivo de Coprinus sp. FPB -
125 (20,3 + 0,3 UL.g ™) e Pleurotus sp. FPB-109 (19,5 + 0,2 UL.g™") (FIGURA 23 B).

O ensaio de peroxidase de manganés (MnP) aos 6 dias de cultivo, evidenciou
maior atividade para Trametes sp. FPB-115 (2,4 + 0,1 Ul.g). A maior atividade aos 13
dias (30,2 + 2,6 Ul.g™) ocorreu para Trametes sp. FPB-115 e depois para Pycnoporus sp.
FPB -116 (21,2 + 1,0 Ul.gh). Aos 21 dias a maior atividade (6,3 + 0,5 Ul.g?) foi
verificada para Pleurotus sp. FPB-109 seguido de Flavodon flavus FPB-04 (3,4 £ 0,006
Ul.gl) (FIGURA 23 C).
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As maiores atividades de peroxidase de lignina (LiP) aos 6 dias, foram observadas
para FPB-26 (14,1 + 0,4 Ul.g}), Pycnoporus sp. FPB-116 (13,5 + 0,7 UL.gt) e Trametes
sp. FPB-115 (12,7 + 1,0 ULg™). Aos 13 dias a maior atividade foi encontrada para
Coprinus sp. FPB-125 (8,4 + 0,5 Ul.g}) seguido por Trametes sp. FPB-115 (7,2 + 0,5
Ul.gl) e Pycnoporus sp. FPB-116 (5,3 + 0,5 Ul.g?l). Aos 21 dias de cultivo a maior
atividade ocorreu para Fomes fasciatus FPB-28 (9,4 + 0,7 Ul.g™) depois em FPB-26 (nd)
(7,3+0,8 Ul.gh) e Coprinus sp. FPB-125 (7,2 + 0,5 Ul.g}) (FIGURA 23 D).

Figura 23 — Atividades de enzimas lignoliticas dos EBESs dos macro-basidiomicetos.
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Legenda: Lacase (A); peroxidases totais (B); peroxidase de lignina - LiP (C) e peroxidase de
manganés - MnP (D) nos EBEs dos macro-basidiomicetos cultivados em CVD (Sistema FES-1
modificado) a 28°C e 65% (5) de umidade em trés tempos de cultivo. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os EBEs dentro de cada tempo de coleta com base no teste de Tukey
(p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

O processo de degradacdo bidtica de biomassas lignocelulosicas na natureza é
dindmico e influenciado por trés fatores: bioquimico, de organismo e comunidade. No
bioguimico é levada em consideracdo a estrutura da fibra vegetal e caracteristicas
enzimoldgicas. Em relacdo ao organismo, considera-se a cinética do crescimento e a

expressdo enzimatica que é influenciada por fatores ambientais (regulagdo transcricional).
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E no nivel de comunidade, o metabolismo de cada organismo, estrutura, competicéo,
sucessdo e diversidade. Além disso, somado as caracteristicas da biomassa, 0s padroes
de respiracdo do organismo devem ser levados em consideracdo (SINSABAUGH;
CARREIRO; ALVAREZ, 2002).

No presente estudo, como ja esperado e observado na literatura, as atividades
lignoliticas oscilaram de acordo com tempo de amostragem e a espécie de macro-
basidiomiceto utilizada. Lopez-Abelairas e colaboradores (2013) observaram durante o
pré-tratamento bioldgico da palha de trigo em condicGes otimizadas, que as melhores
atividades de lacase (3 Ul.g™) e peroxidase de manganés (2,5 Ul.g %), foram encontradas
aos 21 dias no cultivo de Pleurotus eryngii, enquanto que atividades inferiores foram
observadas aos 3 e 5 dias para Irpex lacteus. No estudo realizado por Inécio et al., (2015)
a atividade da lacase de Pleurotus pulmonarius foi a melhor nos tempos amostral 12° e
20° dia de cultivo em residuos de laranja, com 12,2 + 0,15 Ul.mL™ no 20° dia.

Foi demonstrado em Trametes velutina 5930 que a transcricdo do gene da lacase
pode ser induzida por fons metalicos como Cu 2* e Fe 2" além de compostos aromaticos
estruturalmente relacionados a lignina (&cido cindmico, &cido siringico acido tanico,
acido galico e guaiacol) (YANG et al., 2013). Além disso, alteracdes nas condicdes de
cultivo como pH, temperatura, tempo de incubacéo, relagdo carbono / nitrogénio e adigédo
de mediadores (MnSOs4, oxalato, ABTS, &lcool veratrilico e H20z), influenciam
diretamente na producdo das enzimas lacase, peroxidase de manganés e peroxidase de
lignina, como foi demonstrado para S. commune IBL-06 cultivado em palha de arroz
(ASGHER et al., 2016).

Enzimas desconstrutoras de lignina e compostos fen6licos sdo amplamente usadas
e estudadas em processos de tratamento de efluentes e solos contaminados, como também
na clarificacdo de bebidas, modificacdo da estrutura da madeira e melhoria da hidrolise
(sacarificacdo) de materiais lignocelulésicos, compondo coquetéis enzimaticos em
conjunto com celulases e hemicelulases de outros fungos de géneros Trichoderma,
Aspergillus, Penicillium entre outros (GASSARA-CHATTI et al., 2013; MOILANEN et
al., 2015).

3.5 Enzimas celuloliticas — macro-basidiomicetos

Os resultados das atividades de FPAse e Xilanase no EBE obtido do cultivo dos
macro-basidiomicetos em CVD (FES) também foram avaliadas (FIGURA 24).
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De modo geral as atividades para celulases totais podem ser consideradas basais
(FIGURA 24 A), uma vez que os macro-basidiomicetos ndo utilizam fontes primaérias
para obtencdo deste grupo de enzimas, além disso, ha uma interdependéncia e
sobreposicao significativa entre as enzimas lignoliticas e hidroliticas e os mecanismos
que as regulam (ELISASHVILI et al., 2011).

Figura 24 — Perfil de enzimas holoceluloliticas nos EBEs dos macro-basidiomicetos
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Legenda: FPase (A) e Xilanase (B) nos EBEs dos macro-basidiomicetos cultivados em CVD
(Sistema FES-1 modificado) a 28°C e 65% (£5) de umidade em trés tempos de cultivo. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os EBEs dentro de cada tempo de coleta com
base no teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

Apesar disso, sdo excelentes produtores de outras familias de enzimas pois
possuem muitos genes gque as codificam. Entre elas, as enzimas acessorias (familia AA)
que atuam na degradacdo de celulose e hemicelulose como a LPMO (Litic
Polissachairide Monoxigenase) e proteinas do tipo expansina, por exemplo (ZHU et al.,
2016).

A maioria das celulases investigadas para aplica¢fes industriais pertencem a
fungos filamentosos dos géneros Thichoderma, Penicillium, Fusarium, Humicola entre
outros (KUHAD et al., 2016). Além disso, em comparacao com as enzimas modificadoras
da lignina (lignoliticas), pouco se sabe sobre 0s mecanismos que regulam a produc¢éo de
hidrolases nos macro-basidiomicetos (KOBAKHIDZE et al., 2016).

Para as hemicelulases, principalmente xilanase, os macro-basidiomicetos exibem
maiores atividades, uma vez que a xilana esta ligada a lignina e celulose. Um numero
consideravel de xilanases comumente encontradas em ascomicetos foram identificadas
também em  macro-basidiomicetos, incluindo o e p-galactosidases, a-
arabinofuranosidases, a-glucuronidases, acetil-xilana esterases, uma pectina-metil
esterase e feruloil-esterases (RYTIOJA et al., 2014; YULIANA et al., 2019).
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Assim, por vezes estes fungos secretam pools de xilanases para descontruir a
hemicelulose, liberando mondmeros de aglcares e “espaco” na fibra para alcangar a
celulose/glicose. Neste trabalho, a melhor atividade de xilanase observada aos 6 dias
(8,38 + 0,01 UL.g}) ocorreu no cultivo de Pleurotus sp. FPB-109 e depois em Flavodon
flavus FPB-04 (6,10 + 0,006 UL.g}), em seguida, aos 13 e 26 dias as maiores atividades
ocorreram nos cultivos de Coprinus sp. FPB-125 e Pleurotus sp. FPB-109,
respectivamente (FIGURA 24 B).

Ressalta-se ainda que as atividades enzimaticas de celulases e xilanases sdo
dependentes da composicdo do substrato (GONZALEZ-BAUTISTA et al., 2017). Foi
verificado que a producdo de celulase por Pleurotus djamor, por exemplo, foi maior
durante fermentac&o no sistema FES utilizando bagaco de cana-de-agicar como substrato
enguanto que o aumento de xilanase se deu utilizando farelo de trigo (PREMKUMAR et
al., 2018).

Em outro caso, a utilizagdo de uma fermentagdo sélido/liquida sequencial (FES
seguida da adicdo de meio liquido para fermentacdo submersa (FS), empregando-se
sabugo de milho como substrato no cultivo de Pleurotus ostreatus, resultou em maiores
atividades de endoglucanase (3.152 + 139 Ul L?) e xilanase (3.064 + 40 U.L) (AN et
al., 2016).

Quando cultivado em palha de arroz (FES), o basidiomiceto modelo Coprinopsis
cinerea exibiu um pequeno aumento de atividade de xilanase aos seis dias de cultivo
atingindo nivel maximo aos 9 dias (0,57 Ul.mL™?) havendo diminuicdo gradual até o 15°
dia (ZHANG et al., 2018).

3.6 Atividade proteolitica — macro-basidiomicetos

Os EBEs obtidos com os cultivos dos macro-basidiomicetos apresentaram
atividade proteolitica nas condicdes testadas (FIGURA 24). Aos 6 dias de cultivo, a maior
atividade ocorreu para Pleurotus sp. FPB-109 (17.925 Ul.gt) seguido de Fomes fasciatus
FPB-28 (13.071 UL.g ') e Trametes sp. FPB-115 (11.069 Ul.g}). Aos 13 dias as maiores
atividades ocorreram para os cultivos de Coprinus sp. FPB-125 (15.052 Ul.g?) e
Pleurotus sp. FPB-109 (14.088 Ul.g%). Ja aos 21 dias de cultivo, outro Pleurotus sp. FPB-
132 apresentou a maior atividade (15.720 Ul.g!), acompanhado pelo Pleurotus sp. FPB-
109 (8.205 Ul.g!) e Coprinus sp. FPB-125 (8.201 Ul.g™?).
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Figura 25 — Perfil de protease nos EBEs dos macro-basidiomicetos
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Legenda: EBEs obtidos pelo cultivo dos macro-basidiomicetos em CVD (Sistema FES-1
modificado) a 28°C e 65% (5) de umidade em trés tempos de cultivo. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os EBEs dentro de cada tempo com base no teste de Tukey
(p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

As enzimas proteoliticas tém grande apelo comercial uma vez que apresentam
aplicacdes no processamento de alimentos, panificacdo, sucos e producdo de queijos
(FONSECA; BARRONCAS; TEIXEIRA, 2014). Nas condicdes testadas do presente
trabalho, verificamos que as maiores atividades encontradas ocorreram nas espécies de
macro-basidiomicetos do género Pleurotus, corroborando com informacdes da literatura.

Vaérios tipos de proteases de macro-basidiomicetos vém sendo investigadas
(metaloproteases, proteases asparticas e proteases de serina) (FARACO et al., 2005).
Cerca de 90% das proteases comercializadas sdo de origem microbiana, aquelas
provenientes de macro-basidiomicetos, principalmente de espécies do género Pleurotus,
vem ganhando atencdo na busca por enzimas para aplicacdo principalmente, no
processamento do couro (INACIO et al., 2015).

A protease presente no extrato bruto de P. pulmonarius mostrou-se eficaz em trés
substratos testados: cabelo, penas e pele bovina. Alem disso, a utilizagdo de cabelo
humano como substrato em FES evidenciou acdo queratinolitica do fungo comprovada
por imagens de microscopia eletrdnica de varredura (INACIO et al., 2018).

O cultivo de Pleurotus ostreatus (Jacg.) (FES) em batatas pré-tratadas (KOH ou

agua destilada) como substrato, levou a producéo de protease extracelular. A partir do 7°



98

dia a atividade proteolitica entrou em declinio enquanto as lignoliticas (lacase, peroxidase
de manganés, peroxidase de lignina e oxidases do aril alcool), aumentaram
significativamente (ERGUN; UREK, 2017).

Também foi verificada producdo de proteases nos corpos de frutificacdo de
Lentinus citrinus, havendo produc&o de 463,55 U mL* quando cultivado no sistema FES
empregando-se substrato composto por exocarpo de cupuacu (Theobroma grandiflorum)
e serapilheira (MACHADO et al., 2016). H& algumas informag6es mostrando que, além
de compostos bioativos produzidos por macrofungos do género Lentinus, as proteases
atuam como reguladoras da morfogénese, fisiologia e metabolismo dos cogumelos
(SINGHAL; NIGAM; VIDYARTHI, 2012; SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY,
2006).

3.7 Atividade de fitases - macro-basidiomicetos

Foi observada atividade de fitases nos EBEs dos macro-basidiomicetos ao longo
do periodo experimental. Aos 6 dias observou-se maior atividade para Flavodon flavus
FPB-04 (17.664,2 Ul.gl), em sequida, Trametes sp. FPB-115 (14.082,8 Ul.g}). Aos 13
dias a maior atividade ocorreu no cultivo de Coprinus sp. FPB-125 com (13.991,1 UlL.g’
1) e aos 21 dias, houve atividade apenas no cultivo de Pleurotus sp. FPB-109 (2.552,06
ULgh (FIGURA 26).

Figura 26 — Perfil de fitase nos EBEs dos macro-basidiomicetos
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Legenda: EBEs de macro-basidiomicetos cultivados CVD (Sistema FES-1 modificado) a 28°C e
65% (£5) de umidade em trés tempos de cultivo. Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os EBEs dentro de cada tempo com base no teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).
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A fitase (mio-inositol-hexaquifosfato fosfohidrolase, EC 3.1.3.8) catalisa a
liberacdo do fosfato de fitato (mio-inositol hexaquifosfato), o qual é a principal forma de
fésforo existente em grdos cereais, legumes e sementes oleaginosas. O emprego de fitases
em racOes de monogastricos tem a finalidade de melhorar a digestibilidade das proteinas
aumentando a disponibilidade de fosforo e outros minerais que sdo quelados pelo acido
fitico (KONIETZNY; GREINER, 2002), reduzindo assim, os fatores antinutricionais e
prevenindo a poluigdo do meio ambiente, em funcdo da lixiviagdo do fitato presente nas
formulacGes de ragdes e ndo absorvido por animais monogastricos.

Existem varios organismos produtores de fitases (plantas, bactérias, leveduras e
muitas espécies de fungos filamentosos). Os fungos mais utilizados para producdo desta
enzima pertencem ao género Aspergillus (COBAN; DEMIRCI; TURHAN, 2015), entre
0s macro-basidiomicetos foram identificados genes que codificam fitases em Peniophora
lycii, Agrocybe pediades, Flavodon flavus e Trametes pubescens (LASSEN et al., 2001).
Nesse sentido, uma caracterizagdo molecular envolvendo diferentes classes de fungos,
evidenciou diferencgas nas sequéncias de aminoacidos de fitases de ascomicetos e macro-
basidiomicetos (GONTIA-MISHRA; TIWARI, 2013).

No trabalho de Collopy e Royse (2004) os cogumelos comestiveis Agaricus
bisporus, Lentinula edodes, Grifola frondosa e Pleurotus cornucopiae exibiram atividade
de fitase em seus tecidos contudo, com niveis inferiores a 0,5 Ul.gt além disso, a
avaliacdo do SMS ndo indicou atividade da enzima.

Em uma triagem envolvendo 50 macro-basidiomicetos do Sul da india,
Antrodiella semisurpiforme, Craterellus cornucopioides e Gomophus clavitus foram
identificados como produtores de fitase, contudo, a atividade foi avaliada apenas em placa
de Petri (visual) (GOUD et al., 2009). Em outro estudo, P. ostreatus apresentou maior
atividade de fitase 0,66 Ul.mL™ em relago a outros 9 fungos quando cultivado em palha
de trigo (HASSAN; ABDEL-JUBOURI, 2018).

Schizophyllum sp. isolado no Brasil apresentou alta atividade de fitase quando
cultivado sobre farelo de trigo 55,5 U mL* no produto concentrado liquido e 6.240 U g*
de produto em p6 formulado, apresentando estabilidade mesmo depois de formulada e
estocada (SALMON et al., 2011).

A partir dos resultados obtidos verificou-se que o substrato lignocelulosico cacho
vazio de dendé nas condigdes de cultivo e ensaio de atividade, levou a alta producédo de

fitase por algumas linhagens de macro-basidiomicetos, incentivando a avaliacdo dos
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mesmos em outros substratos contendo fitato. Além disso, ressalta-se que o cacho vazio

n&o foi caracterizado em relacéo a presenca/auséncia de fitato.

3.8 Proteinas totais e enzimas celuloliticas dos EBEs - ascomicetos Trichoderma
reesei e Aspergillus aculeatus

O teor de proteinas sollveis totais dos extratos de T. reesei e A. aculeatus ao longo
do periodo de cultivo foi verificado (FIGURA 27). Aos 7 dias apés a inoculagdo o extrato
de T. reesei foi 0 que apresentou maior teor de proteinas sollveis (6,64 mg.mL™) em
relacdo a A. aculeatus.

A caracterizacdo da borra do decantador de 6leo de dendé (tridecanter), utilizada
como suplemento do meio basal, indicou que a mesma apresenta um teor de 15,44% +
017 de proteinas justificando o elevado teor de proteinas sollveis totais apresentado no
inicio do experimento. Ao longo do tempo observamos oscilacdes no conteddo de
proteina para extrato de T. reesei enquanto para A. aculeatus houve queda até o 7° dia nas
condigdes testadas.

Figura 27 — Perfil de proteinas sollveis totais nos EBEs dos ascomicetos T. reesei e A.
aculeatus
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Legenda: EBEs dos ascomicetos T. reesei e A. aculeatus cultivados em meio Mandels e Weber
(1969) suplementado com borra de dendé (Fermentacdo submersa a 28°C e 150 rpm) em 7 tempos
de coleta.
Fonte: Do autor (2019).

Para as enzimas holoceluloliticas, os resultados sdo mostrados na Figura 28 A-D.
A atividade de FPase se manteve estavel para A. aculeatus chegando a 0,071 Ul.mL-1

aos 7 dias. J& T. reesei, apresentou aumento na atividade a partir de 24 horas apds a
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inoculagdo (0,046 Ul.mL™) chegando a 0,56 Ul.mL™ aos 7 dias (FIGURA 28 A). A
atividade de xilanase apresentou aumento ao longo do tempo para ambos os fungos, no
entanto, T. reesei apresentou a maior atividade (3,32 UL.mL™) em relagio A. aculeatus
(3,08 UL.mL1) (FIGURA 28 B).

No final do cultivo, a maior atividade de endoglucanase foi observada para T.
reesei (1,11 UL.mL™) enquanto A. aculeatus apresentou 0,46 Ul.mL? (FIGURA 27 C), ja
em relacdo a atividade de B-glicosidase, observou-se o inverso, maior atividade para A.
aculeatus (1,34 Ul.mL™) e menor para T. reesei (0,24 Ul.mL?) aos 7 dias de cultivo
(FIGURA 27 D).

Figura 28 — Perfil de enzimas holoceluloliticas nos EBEs dos ascomicetos T. reesei e A.
aculeatus
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Legenda: EBEs dos ascomicetos T. reesei e A. aculeatus cultivados em meio Mandels e Weber
(1969) suplementado com borra de dendé (Fermentacdo submersa a 28°C e 150 rpm) em 7 tempos
de coleta.
Fonte: (Do autor).

Dentre os organismos produtores de celulases, os fungos filamentosos
pertencentes aos géneros Penicillium, Trichoderma e Aspergillus sdo os que mais se
destacam sendo, portanto, utilizados para producdo deste grupo de enzimas em escala
industrial (IMRAN et al., 2018; KHOKHAR et al., 2012; MUTHUKRISHNAN, 2017,

SRIVASTAVA et al., 2018).
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Nesse contexto, o fungo T. reesei € um fungo com alta produtividade de diferentes
metabolitos, incluindo celulases (endoglucanase) e hemicelulases (xilanase)
(KESHAVARZ; KHALESI, 2016; QIN etal., 2008), contudo, apresenta baixa atividade
de B-glucosidase. Por outro lado, A. aculeatus apresenta melhor producdo desta enzima
(KAWAGUCHI et al., 1996), motivando a adi¢cdo da mesma em coquetéis celuloliticos
para promover a sacarificacdo da biomassa (BABA et al., 2015).

Estas informacdes corroboram com os resultados obtidos no presente trabalho
onde verificamos maior producdo de endoglucanase e xilanase por T. reesei e f-
glucosidase por A. aculeatus em meio de cultura (MANDELS; WEBER, 1969),
enriquecido com borra de dendé (PELAEZ, 2017).

Desse modo, a biomassa lignocelul6sica borra de dendé se mostrou promissora
como aditivo de meios de cultura para producéo de celulases nas condicdes testadas. Este
material apresenta 18,22% de celulose em sua composic¢do. Por isso, pode ser uma
alternativa limpa e de baixo custo para aproveitamento em cultivos. Semelhantemente, o
emprego de outros residuos agroindustriais em meios de culturas tem sido recorrente em
trabalhos de pesquisa com estes fungos, visando a producdo de celulases (DE SOUZA,
DA SILVA BON; DA SILVA, 2018; DEVI; KUMAR, 2017; LAl etal., 2017; WANG,
W.; KANG; LEE, 2010; WEN; LIAO; CHEN, 2005).

3.9 Coquetéis ou combinacdes de extratos enzimaticos de fungos macro-
basidiomicetos e ascomicetos

A realizacdo de um combo ou coquetel enzimatico entre as espécies de macro-
basidiomicetos crescidos em cacho de dendé e duas espécies de ascomicetos comerciais
(notadamente produtoras de celulases e hemicelulases) foi realizada com objetivo de
observar o potencial de liberacdo de glicose e xilose junto a hidrélise do cacho pré-tratado
hidrotermicamente (CVD-AH) (FIGURA 29).

Os melhores rendimentos de glicose foram observados no combo [(Tr + Aa) +
Pleurotus sp. FPB-109] com 19,7 £ 1,0 seguido dos combos com Fomes fasciatus FPB-
28 (18,8 + 0,6%) e Coprinus sp. FPB-125 (17,6 = 1,2%). Estes combos diferiram
estatisticamente do controle (Tr +Aa) com 14,4 £+ 0,1%, O maior rendimento de xilose
também foi observado no combo [(Tr + Aa) + Pleurotus sp. FPB-109] com 22,8 + 1,75%,

seguido novamente pelo combo Fomes fasciatus FPB-28 (17,8 £ 1,2%).
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Figura 29 — Rendimento (%) de acgUcares apos hidrolise do CVD-AH com o coquetel 1.
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Legenda: glicose (A) e Xilose (B) do CVD-AH apo6s hidrolise enzimética a pH 5,0 e 50 °C por
24 h utilizando a combinagdo EBE de macro-basidiomicetos (12,69 mL.g de substrato) e EBE
dos ascomicetos T. reesei (0,65% de 12,5 mg.g?) (Tr) e A. aculeatus (0,35% de 12,5 mg.g?) (Aa).
Os dados mostrados representam as médias de analises realizadas em triplicata. Letras diferentes
indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

Os resultados obtidos na hidrdlise do cacho pré-tratado hidrotermicamente (CVD-
AH), utilizando a combinacdo de extratos brutos enzimaticos (EBE) dos 08 macro-
basidiomicetos e enzimas comerciais Celluclast® (Cellulase) e Novozyme-188
(Cellobiase) Sigma-Aldrich (EC) a 50 °C durante 24 horas estdo exibidos na Figura 30.

O maior rendimento de glicose (14,78 £ 0,6%) ocorreu para a combinagédo
[Flavodon flavus FPB-04 + (EC)] diferindo estatisticamente do controle constituido
apenas com as enzimas comerciais (EC) (11,7 = 0,36%) (FIGURA 30 A). Em relacdo a
xilose, o maior rendimento foi verificado na combinacéo [(EC) + Coprinus sp. FPB-125]
(18,17 £ 0,75%) diferindo estatisticamente do controle (EC) (14,44 £ 1,24%) (FIGURA
30 B).
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Figura 30 — Rendimento (%) de agucares apds hidrolise do CVD-AH com o coquetel 2.
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Legenda: glicose (A) e rendimento de xilose (B) do CVD-AH ap6s hidrélise enzimética a pH 5,0
e 50 °C por 24 h utilizando a combinacéo: Enzimas comerciais Cellulase (0,65% de 12,5 mg.g?)
e Cellobiase (0,35% de 12,5 mg.g) (EC) e EBE de macro-basidiomicetos (12,69 mL.g?). Os
dados mostrados representam as médias de analises realizadas em triplicata. Letras diferentes
indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

A baixa produtividade e alto custo de coquetéis enzimaticos estdo entre as
dificuldades encontradas na producéo de etanol celuldsico, por exemplo (KLEIN-
MARCUSCHAMER et al., 2012). Os estudos que visam obtencdo de celulases para
aplicacdo industrial, envolvem principalmente, a utilizacdo dos fungos filamentosos T.
reesei e A. aculeatus (KUHAD et al., 2016).

A hidrélise dos polissacarideos da biomassa lignoceluldsica pode ser mais efetiva
através da criagcdo de um coquetel de enzimas derivadas de diferentes fungos
(METREVELI et al., 2017). Com isso, o desenvolvimento e otimizacdo de coquetéis
enzimaticos tem se mostrado uma area ativa de pesquisa (MORRISON; ELSHAHED;
YOUSSEF, 2016). Como se sabe, 0s macro-basidiomicetos apresentam em seu arcabouco
enzimatico, enzimas lignoliticas e celuloliticas. Além disso, ao colonizarem um substrato,
produzem substancias que podem apresentar acdo sinérgica quando combinadas com
enzimas comerciais (VALADARES et al., 2016; WANG, Y. et al., 2018).

Algumas iniciativas devem ser tomadas a fim de tornar a converséo da biomassa
economicamente viavel, como por exemplo, otimizar as condi¢bes de cultivo para
obtengéo de maiores quantidades de enzima, como menor custo. A producéo de celulases
por trés estirpes de Trichoderma, por exemplo, foi melhorada por um método de
fermentagdo sequencial (FLORENCIO et al.,, 2015). O emprego dos residuos
agroindustriais (farelo de trigo, farelo de soja e bagaco de cana-de-aglicar) em meios de

cultivo para A. niger, também contribuiu para produgdo de enzimas hidroliticas
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apresentando melhor desempenho na sacarificacdo do bagago de cana-de-acUcar
(CUNHA et al., 2017).

Além disso, a mistura de enzimas de diferentes microrganismos pode promover
melhora no rendimento de hidrélises, como por exemplo, a adi¢ao de extratos produzidas
por Aspergillus sp. (rico em B-glicosidases) as celulases de Trichoderma sp. (BABA et
al., 2015; CHYLENSKI et al., 2017). Com base nisso, a formulagdo de coquetéis
enziméticos com diferentes classes de enzimas, oriundas de diferentes fungos, tem sido
incentivada com objetivo de melhorar o rendimento da sacarificacdo de biomassas
lignocelul6sicas (LOPES; FERREIRA FILHO; MOREIRA, 2018; SAINI et al., 2016).

Pelo fato de naturalmente produzirem lacases e peroxidases, 0S macro-
basidiomicetos despertam interesse para producdo enzimatica e adicdo em coquetéis.
Nesse sentido, um coquetel de enzimas lignoliticas de Ganoderma lucidum foi
imobilizado em esferas de alginato-quitosana por glutaraldeido, e, demonstrou reducao
no teor de lignina em residuos vegetais para obtencdo de agucares fermentesciveis, além
da clarificagéo de sucos (BILAL et al., 2017). Em outro caso, um coquetel composto pela
mistura dos extratos enzimaticos dos fungos P. ostreatus, P. eryngii, T. versicolor, P.
sanguineus e P. chrysosporium promoveu aumento na atividade de FPAse, demonstrando
que h&a uma complementacdo entre os extratos que pode ser viavel na sacarificacdo de
biomassas vegetais (CARDOSO et al., 2018).

Para Elisashvili e colaboradores (2011), o que se espera em uma triagem racional
de macro-basidiomicetos é encontrar linhagens que produzam misturas sinérgicas de
enzimas hidroliticas e oxidativas (ELISASHVILI et al., 2011). Isto tem incentivado
muitos grupos, incluindo nosso grupo de trabalho, a investigar a efetividade dos extratos
enzimaticos na hidrdlise de biomassas de linhagens de macro-basidiomicetos, cultivados
em diferentes substratos lignocelulésicos (monocultivos ou co-cultivos) (PELAEZ,
2017).

Nesse sentido, nossos resultados indicaram um efeito positivo no rendimento de
glicose e xilose com a adicdo dos EBEs de Pleurotus sp. FPB-109 e Fomes fasciatus
FPB-28, a extratos produzidos por dois fungos conhecidamente celuloliticos T. reesei e
A. aculeatus. J& na combinacdo com enzimas comerciais, Flavodon flavus FPB-04
apresentou efeito positivo no rendimento de glicose enquanto Coprinus sp. FPB-125
proporcionou aumento no rendimento de xilose.

Considerando que o CVD-AH nao foi lavado mantendo parte da lignina soltvel

adsorvida nas fibras, isto pode ter dificultado a hidrolise enzimatica. Além disso, este
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material apresentou teor de lignina de 42% (em base seca). A lignina desempenha um
papel negativo no processo de conversdao da biomassa lignocelul6sica (ZENG et al.,
2014).

De certa forma, isso nos incentivou a manter o CVD-AH sem lavar a fim de
verificar a atuacdo dos extratos dos macro-basidiomicetos (com presenca de enzimas
ligninoliticas), frente a lignina que eventualmente ficou adsorvida nas fibras do cacho
pré-tratadas por autohidrdlise. Desse modo, combinagfes de pré-tratamento bioldgico
(macro-basidiomicetos) e/ou fisicos ou quimicos, podem ser estratégias interessantes para
serem utilizadas e facilitar a acdo de coquetéis enzimaticos (DA SILVA MACHADO;
FERRAZ, 2017; DAI et al., 2015; MARTINEZ-PATINO et al., 2018; SAHA et al.,
2017).

Em uma abordagem préxima a do nosso estudo, Wang e colaboradores (2018)
relataram efeito sinérgico do extrato enzimatico do basidiomiceto Echinodontium taxodi
juntamente com uma enzima comercial, melhorando a hidrélise da palha de milho. Nas
condigdes avaliadas no presente estudo, o efeito positivo promovido pelo extrato
enzimatico de Flavodon flavus FPB-04 em comparagdo com os demais fungos juntamente
com EC, sugere a presenca de enzimas que atuam de forma sinérgica com as enzimas
Celluclast e Novozymes-188. O fato é que ha um incremento enzimatico proporcionado
pelos extratos destes fungos que carece de mais elucidagfes (CARDOSO et al., 2018).
Além do mais, os resultados foram obtidos apenas com os EBEsS sem nenhum processo
de otimizacdo demonstrando influéncias positivas nas condi¢6es avaliadas.

Além de enzimas lignoliticas e celuloliticas, os macrofungos sdo capazes de
secretar enzimas acessorias que facilitam a hidrolise de materiais lignocelulésicos como
LPMOs (GUPTA et al., 2016) e expansinas (ZHU et al., 2016). Ainda ha muito a ser
explorado e elucidado, pois, muitas substancias presentes nos extratos brutos ainda
permanecem desconhecidas e podem influenciar na efetividade de coquetéis enziméticos
(WANG, Y.etal., 2018).

Inclusive, apesar da vantagem de um coquetel contendo vaérias classes de enzimas
(lignoliticas, celuloliticas), existem desafios pois cada enzima apresenta estabilidade
térmica e uma faixa de pH 6timo (WOOLRIDGE, 2014). A inibicdo ocasionada pelos
produtos da hidrélise (glicose e celobiose) também é reportada (ANDRIC et al., 2010).

A propria lignina das biomassas pré-tratadas a altas temperaturas atua como
barreira residual, limitando a hidrolise enzimatica para obtencdo etanol celuldsico
(PETRIDIS; SCHULZ; SMITH, 2011). Dessa forma, o fato de o CVD ser submetido a
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autoclavagem antes da retirada dos frutos (processo industrial) e posteriormente o pre-
tratamento hidrotérmico (neste trabalho), pode ter contribuido para o colapso da lignina
reduzindo assim, a eficiéncia da hidrdlise do material nas condi¢es testadas.

A diversificacdo de estratégias devem continuar para melhor elucidar a
composicao de coquetéis ou adicOes de diferentes enzimas em diferentes momentos da
hidrélise e condigdes, tais como temperatura, agitacdo, ou seja, um sistema hibrido
(inglés, hybrid hydrolysis and fermentation - HHF) (OLIVA-TARAVILLA et al., 2016;
RAJ; KRISHNAN, 2019).

Portanto, é preciso continuar trabalhando na selecdo de fungos potenciais para
desenvolvimento de coquetéis eficientes. Entre as estratégias adicionais, tem-se a
engenharia metabdlica e engenharia de tensdo para melhora da produgdo enzimatica.
Estas abordagens conseguiram muitos avangos nos ultimos anos com aplicacdo de
ferramentas emergentes de edicdo de genoma baseado em CRISPR-Cas9 e biologia
sintética (KUN et al., 2019; ZHAO et al., 2018). Inclusive, os macro-basidiomicetos sdo
fontes de genes de interesse industrial (FLOUDAS et al., 2012; SKYBA et al., 2016).

A partir dos resultados obtidos até 0 momento, incluindo aspectos morfoldgicos
durante os cultivos como velocidade de crescimento e vigor (visual), perfil enzimatico,
combinagBes com enzimas comerciais e/ou enzimas de fungos comerciais, espécies
nativas do cerrado brasileiro com poucos ou nenhum trabalho ainda realizado quanto ao
potencial biotecnoldgico, as linhagens selecionadas neste capitulo foram Flavodon flavus
FPB-04 e Fomes fasciatus FPB-28, para dar continuidade a outros ensaios, cujos

resultados se encontram nos topicos subsequentes.

3.10 Efeito da concentracédo de EBE dos macro-basidiomicetos Flavodon flavus FPB-
04 e Fomes fasciatus FPB-28 na mistura com EBE de ascomicetos ou enzimas
comerciais

Os resultados das hidrélises com EBEs concentrados de Flavodon flavus FPB-04
estdo mostrados na Figura 31. No coquetel com EC, em relacdo ao controle o melhor
rendimento de glicose ocorreu para [(EC) + (EBE-C)] (13,3+0,65%) (FIGURA 31 A), ja
em relagdo ao rendimento de xilose, ndo houve diferenca significativa (FIGURA 31 B).



Figura 31 — Rendimento (%) de aglcares apos hidrélise do CVD-AH com EBE de
Flavodon flavus FPB-04 em diferentes concentracfes no coquetel 1.
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Legenda: Glicose (A) e xilose (B) do CVD-AH apés hidrolise enzimatica a pH 5,0 e 50 °C por
24 h utilizando a combinagédo: Enzimas comerciais Cellulase (0,65% de 12,5 mg.g?) e Cellobiase
(0,35% de 12,5 mg.gt) (Sigma-Aldrich) (EC) e EBE de FPB-04 (12,69 mL.g?) nas concentragdes
A-D. Os dados mostrados representam as médias de analises realizadas em triplicata. Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

Em relagcdo a mistura com EBE de ascomicetos (Tr+Aa) os resultados estdo
apresentados na Figura 32, tanto o extrato sem concentrar como as concentragdes
testadas, ndo superaram o rendimento do controle que levou ao rendimento de 13,4 + 06%
de glicose (FIGURA 32 A). Em relacdo a xilose, ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos (FIGURA 32 B).

Figura 32 — Rendimento (%) de aclcares apos hidrélise do CVD-AH com EBE de
Flavodon flavus FPB-04 em diferentes concentragfes no coquetel 2.
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Legenda: glicose (A) e rendimento de xilose (B) do CVD-AH ap6s hidrélise enzimética a pH 5,0
e 50 °C por 24 h utilizando a combinagdo: EBE dos ascomicetos T. reesei (0,65% de 12,5 mg.g°
1) e A. aculeatus (0,35% de 12,5 mg.g!) (Tr+Aa) com EBE de FPB-04 (12,69 mL.g?) nas
concentragdes A-D. Os dados mostrados representam as médias de analises realizadas em
triplicata. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor (2019).
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Em relacdo ao EBE de FPB 28 e a influéncia da concentra¢do na combinagéo com
EC, os resultados estédo na Figura 33. O extrato concentrado EBE (A) promoveu melhora
no rendimento de glicose quando comparado com o controle (17,5 £ 0,7%) (FIGURA 33
A), também em relacdo a xilose (54,9 * 4,1%) (FIGURA 33 B).

Figura 33 — Rendimento (%) de acucares apos hidrélise do CVD-AH com EBE de Fomes
fasciatus FPB-28 em diferentes concentragdes no coquetel 1.
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Legenda: glicose (A) e rendimento de xilose (B) do CVD-AH apds hidrdlise enzimatica a pH 5,0
e 50 °C por 24 h utilizando a combinacéo: Enzimas comerciais Cellulase (0,65% de 12,5 mg.g?)
e Cellobiase (0,35% de 12,5 mg.g?) (Sigma-Aldrich) (EC) e EBE de FPB-28 (12,69 mL.g?) nas
concentragdes A-D. Os dados mostrados representam as médias de analises realizadas em
triplicata. Letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Do autor (2019).

Na combinacdo com EBE dos ascomicetos (Tr+Aa), o controle apresentou maior
valor no rendimento de glicose (13,4 = 0,6%) (FIGURA 34 A) enquanto que no
rendimento de xilose, o extrato sem concentrar ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle apresentando rendimento de 30,08 + 2,2% (FIGURA 34 B).
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Figura 34 — Rendimento (%) de acUcares apds hidrélise do CVD-AH com EBE de Fomes
fasciatus FPB-28 em diferentes concentracfes no coquetel 2.
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Legenda: glicose (A) e rendimento de xilose (B) do CVD-AH ap6s hidrélise enzimética a pH 5,0
e 50 °C por 24 h utilizando a combinagdo: EBE dos ascomicetos T. reesei (0,65% de 12,5 mg.g°
1 e A. aculeatus (0,35% de 12,5 mg.g?) (Tr+Aa) com EBE de FPB-28 (12,69 mL.g?) nas
concentragdes A-D. Os dados mostrados representam as médias e desvio padrdo de analises
realizadas em triplicata. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

Apbs a obtencdo de enzimas produzidas por macro-basidiomicetos, o
procedimento sequencial geralmente € a separacao e purificacdo. Esta etapa é conhecida
como downstream e representa cerca de 60% dos custos de producdo. Adicionalmente,
sdo incluidos os métodos de extracdo, concentracdo, purificagdo e estabilizacdo
(PERALTA et al., 2017).

Anteriormente verificamos efeito positivo dos extratos de F. flavus 04 e F.
fasciatus FPB-28 (12,69 mL.g™t) o que correspondeu a aproximadamente 1,2 mL do EBE.
Como ndo foi possivel aumentar a quantidade de EBE em funcdo da limitacdo do volume
reacional, a estratégia aqui consistiu em concentrar em 5x 0s extratos antes de adiciona-
los as misturas enzimaticas a fim de verificar melhoras nos rendimentos da HE.

No experimento realizado, os extratos de Flavodon flavus FPB-04 e Fomes
fasciatus FPB-28, ndo passaram por nenhum processo de purificacdo e separacao antes
da etapa de concentracdo e de modo geral, observou-se efeito positivo quando
adicionados as enzimas comerciais Celluclast e Novozymes-188, contudo, quando
combinados com o EBE de A. aculeatus e T. reesei, ndo foram encontrados resultados
superiores aqueles obtidos anteriormente.

A quantidade de enzimas empregadas nas hidrdlises deve ser estudada afim de
reduzi-las sem comprometer os rendimentos de agucares fermentesciveis. Nesse sentido,

a menor concentracdo possivel das enzimas comerciais Celluclast 1.5, Novozyme-188 e
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Pectinex Ultra SP em coquetéis foram avaliadas durante hidrolise de residuos de casca
de laranja, observando-se que a reducdo na concentragdo resultou em menor taxa de
reacdo inicial e queda no rendimento, além disso, o processo de sacarificacdo se deu mais
lentamente ao decorrer do processo (DE LA TORRE et al., 2017).

Em um estudo de pré-otimizacao, a enzima Cellic CTec2 (Novozymes), levou a
um maior rendimento de conversao de celulose a glicose, quando utilizada em baixa carga
enzimaética e em elevado teor de solidos totais, durante a sacarificagdo do bagaco de cana-
de-acucar (RAMOS et al., 2015)

As celulases e enzimas auxiliares, tendem a adsorver em superficies
lignocelul6sicas, criando zonas com alta concentracdo proteica e causando reducdo das
atividades médias por “superlotacdo” ou “interferéncia” ocasionando dessa forma,
reducdo significativa da hidrolise (EIBINGER et al., 2014). Em contrapartida, a adicdo
de proteinas ndo enzimaticas como a albumina de soro bovino (BSA) em sistema de
fermentacdo e sacarificacdo simultanea (SSF), demonstrou ser eficaz melhorando a
conversdo de celulose e xilose e aumentando o rendimento de etanol a partir da palha de
arroz (WANG, H.; KOBAYASHI; MOCHIDZUKI, 2015).

Nesse interim, os resultados encontrados, sugerem que o efeito negativo ocorrido
principalmente na mistura de EBEC de macro-basidiomicetos e EBE de T. reesei e A.
aculeatus, pode ter se dado em funcdo da presenca de inibidores proteicos ou nao,
presentes nos extratos brutos. O mesmo néo foi observado na combinacdo com EC.

Ao comparar a eficiéncia do EBE sem liofilizar e 0 EBE 1X, observou-se que o
procedimento de liofilizagdo ndo comprometeu o sinergismo dos EBEs dos macro-
basidiomicetos na combinagdo com as enzimas Celluclast e Novozymes-188 levando a
rendimentos proximos aos obtidos anteriormente.

A otimizacdo de processos quanto a formulacdo do coquetel ou momento de
adicdo de cada tipo de EBE, respeitando as melhores condi¢des de catalise de cada tipo
de enzima lignocelulolitica, pode ser uma alternativa para estabelecer parametros de uso
dos diferentes tipos de combinacdes. Investigacdes de diferentes concentragcdes de EBES
dos macro-basidiomicetos (FPB-04 e FPB-28) adicionados a biomassas previamente pré-
tratadas em diferentes temperaturas, agitacdo e surfactantes, podem ser variaveis para
otimizagdo do processo de hidrdlise enzimatica de biomassa vegetal, na tentativa de
responder se a combinacdo dos EBESs e enzimas comerciais pode ser desde o inicio ou

apos adicdo em diferentes tempos de hidrolise.
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4 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho indicaram que residuos lignocelul6sicos
provenientes da agroindustria do 6leo de palma, podem ser usados na suplementacao de
meios de cultura solidos (agar enriquecido) para cultivo de macro-basidiomicetos em
placas, e também, como substrato de cultivos no sistema FES para estes fungos. Além
disso, os macro-basidiomicetos quando crescidos na biomassa do cacho vazio de dendé,
possibilitam a extracdo de um pool enzimatico, contendo enzimas lignoceluloliticas além
de proteases e fitases.

Estas enzimas apresentam efeitos sinérgicos em combinacGes com extratos de
outros fungos filamentosos. Os fungos que reuniram as melhores caracteristicas nas
condicOes avaliadas foram Fomes fasciatus FPB-28 e Flavodon flavus FPB-04, ambos
apresentaram bons indices de crescimento e vigor micelial (visual) in vitro e em sistema
FES, além de produzirem extratos enzimaticos que combinados com extratos celuloliticos
(Tr+Aa) e (EC), aumentaram o rendimento de glicose em 18,8% e 14,7%,
respectivamente, na hidrélise do CVD-AH.

Dessa forma, os objetivos especificos OE1, OE2 e OE3 foram alcancgados.
Adicionalmente, estudos posteriores poderdo investigar processos de otimizacdo para

melhoria na producéo e eficiéncia do EBE.



113

REFERENCIAS

ADNEY, B.; BAKER, J. Measurement of cellulase activities. Laboratory analytical
procedure, v. 6, n. 465, p. 1996, 1996.

AN, Q. et al. Sequential solid-state and submerged cultivation of the white rot fungus
Pleurotus ostreatus on biomass and the activity of lignocellulolytic enzymes.
BioResources, v. 11, n. 4, p. 8791-8805, 2016.

ANDRIC, P. et al. Reactor design for minimizing product inhibition during enzymatic
lignocellulose hydrolysis: 1. Significance and mechanism of cellobiose and glucose
inhibition on cellulolytic enzymes. Biotechnology advances, v. 28, n. 3, p. 308-324,
2010.

ANWAR, Z.; GULFRAZ, M.; IRSHAD, M. Agro-industrial lignocellulosic biomass a
key to unlock the future bio-energy: a brief review. Journal of radiation research and
applied sciences, v. 7, n. 2, p. 163-173, 2014.

ARCHIBALD, F. S. A new assay for lignin-type peroxidases employing the dye azure
B. Applied and Environmental Microbiology, v. 58, n. 9, p. 3110-3116, 1992.

BABA, Y. et al. Characterization of Aspergillus aculeatus 3-glucosidase 1 accelerating
cellulose hydrolysis with Trichoderma cellulase system. AMB Express, v. 5, n. 1, p. 3,
2015.

BILAL, M. et al. Delignification and fruit juice clarification properties of alginate-
chitosan-immobilized ligninolytic cocktail. LWT, v. 80, p. 348-354, 2017.

CARDOSO, W. S. et al. Minimum cocktail of cellulolytic multi-enzyme complexes
obtained from white rot fungi via solid-state fermentation. 3 Biotech, v. 8, n. 1, p. 46,
2018.

CHYLENSKI, P. et al. Development of minimal enzyme cocktails for hydrolysis of
sulfite-pulped lignocellulosic biomass. Journal of biotechnology, v. 246, p. 16-23,
2017.

COBAN, H. B.; DEMIRCI, A.; TURHAN, I. Microparticle-enhanced Aspergillus
ficuum phytase production and evaluation of fungal morphology in submerged
fermentation. Bioprocess and biosystems engineering, v. 38, n. 6, p. 1075-1080,
2015.

COLLOPY, P. D.; ROYSE, D. J. Characterization of phytase activity from cultivated
edible mushrooms and their production substrates. Journal of agricultural and food
chemistry, v. 52, n. 25, p. 7518-7524, 2004.

CUNHA, F. et al. On-site production of enzymatic cocktails using a non-conventional
fermentation method with agro-industrial residues as renewable feedstocks. Waste and
biomass valorization, v. 8, n. 2, p. 517-526, 2017.



114

DA SILVA MACHADO, A.; FERRAZ, A. Biological pretreatment of sugarcane
bagasse with basidiomycetes producing varied patterns of biodegradation. Bioresource
technology, v. 225, p. 17-22, 2017.

DA, Y. et al. Combination of biological pretreatment with NaOH/Urea pretreatment at
cold temperature to enhance enzymatic hydrolysis of rice straw. Bioresource
technology, v. 198, p. 725-731, 2015.

DE LA TORRE, I. etal. Study on the effects of several operational variables on the
enzymatic batch saccharification of orange solid waste. Bioresource technology, v.
245, p. 906-915, 2017.

DE SOUZA, M. F.; DA SILVA BON, E. P.; DA SILVA, A. S. A. On-site integrated
production of cellulases and B-glucosidases by Trichoderma reesei Rut C30 using steam
pretreated sugarcane bagasse. bioRxiv, p. 461012, 2018.

DEVI, M. C.; KUMAR, M. S. Production, optimization and partial purification of
cellulase by Aspergillus niger fermented with paper and timber sawmill industrial
wastes. Journal of Microbiology and Biotechnology Research, v. 2, n. 1, p. 120-128,
2017.

EDIVALDO FILHO, X.; PULS, J.; COUGHLAN, M. P. Biochemical characteristiCST
of two endo-B-1, 4-xylanases produced byPenicillium capsulatum. Journal of
industrial microbiology, v. 11, n. 3, p. 171-180, 1993.

EIBINGER, M. et al. Surface structural dynamiCST of enzymatic cellulose
degradation, revealed by combined kinetic and atomic force microscopy studies. The
FEBS journal, v. 281, n. 1, p. 275-290, 2014.

ELISASHVILI, V. et al. Evaluation and regulation of the lignocellulolytic activity of
novel white-rot basidiomycetes. Global Journal of Biochemistry| Volume, v. 2, n. 2,
2011.

ERGUN, S. O.; UREK, R. O. Production of ligninolytic enzymes by solid state
fermentation using Pleurotus ostreatus. Annals of Agrarian Science, v. 15, n. 2, p. 273-
277, 2017.

FARACO, V. et al. A new subfamily of fungal subtilases: structural and functional
analysis of a Pleurotus ostreatus member. Microbiology, v. 151, n. 2, p. 457-466, 2005.

FILLAT, U. etal. Laccases as a potential tool for the efficient conversion of
lignocellulosic biomass: a review. Fermentation, v. 3, n. 2, p. 17, 2017.

FLORENCIO, C. et al. Validation of a novel sequential cultivation method for the
production of enzymatic cocktails from Trichoderma strains. Applied biochemistry
and biotechnology, v. 175, n. 3, p. 1389-1402, 2015.

FLOUDAS, D. et al. The Paleozoic origin of enzymatic lignin decomposition
reconstructed from 31 fungal genomes. Science, v. 336, n. 6089, p. 1715-1719, 2012.



115

FONSECA, T.; BARRONCAS, J.; TEIXEIRA, M. Production in solid matrix and
partial characterization of proteases of edible mushroom in the Amazon rainforest. Rev.
Bras. Tecnol. Ind, v. 8, p. 1227-1236, 2014.

GARCIA-TORREIRO, M. et al. Fungal pretreatment of agricultural residues for
bioethanol production. Industrial Crops and Products, v. 89, p. 486-492, 2016.

GHOSE, T. Measurement of cellulase activities. Pure and applied Chemistry, v. 59, n.
2, p. 257-268, 1987.

GONTIA-MISHRA, I.; TIWARI, S. Molecular characterization and comparative
phylogenetic analysis of phytases from fungi with their prospective applications. Food
Technology and Biotechnology, v. 51, n. 3, p. 313, 2013.

GONZALEZ-BAUTISTA, E. et al. Phenolic compounds inhibit cellulase and xylanase
activities of Cellulomonas flavigena PR-22 during saccharification of sugarcane
bagasse. Fuel, v. 196, p. 32-35, 2017.

GOUD, M. J. P. et al. Extracellular hydrolytic enzyme profiles of certain South Indian
basidiomycetes. Afr. J. Biotechnol, v. 8, n. 3, p. 354-360, 2009.

GULATI, H.; CHADHA, B.; SAINI, H. Production and characterization of
thermostable alkaline phytase from Bacillus laevolacticus isolated from rhizosphere
soil. Journal of industrial microbiology & biotechnology, v. 34, n. 1, p. 91-98, 2007.

GUPTA, V. K. et al. Fungal enzymes for bio-products from sustainable and waste
biomass. Trends in biochemical sciences, v. 41, n. 7, p. 633-645, 2016.

HARLAND, B. F.; MORRIS, E. R. Phytate: a good or a bad food component?
Nutrition Research, v. 15, n. 5, p. 733-754, 1995.

HASSAN, A. A. K.; ABDEL-JUBOURI, H. A. Production, Purification and
Characterization of Phytase from Fruit Bodies of local isolate of the basidiomycetes
fungus and test its impact on Some biological Pleurotus ostreatus (11L) variables in
Albino Rats. Global Proceedings Repository, p. 613 - 648, 2018.

HEINZKILL, M. et al. Characterization of laccases and peroxidases from wood-rotting
fungi (family Coprinaceae). Applied and Environmental Microbiology, v. 64, n. 5, p.
1601-1606, 1998.

HIYAMA, R.; GISUSI, S.; HARADA, A. Evaluation of waste mushroom medium from
cultivation of shiitake mushroom (Lentinula edodes) as feedstock of enzymic
saccharification. Journal of wood science, v. 57, n. 5, p. 429-435, 2011.

HOA, H. T.; WANG, C.-L. The effects of temperature and nutritional conditions on
mycelium growth of two oyster mushrooms (Pleurotus ostreatus and Pleurotus
cystidiosus). Mycobiology, v. 43, n. 1, p. 14-23, 2015.

IMRAN, M. etal. Production and characterization of commercial cellulase produced
through Aspergillus niger IMMIS1 after screening fungal species. Pak J Bot, v. 50, n.
4, p. 1563-1570, 2018.



116

INACIO, F. D. etal. Proteases of wood rot fungi with emphasis on the genus Pleurotus.
BioMed research international, v. 2015, 2015.

INACIO, F. D. et al. Biodegradation of human keratin by protease from the
basidiomycete Pleurotus pulmonarius. International Biodeterioration &
Biodegradation, v. 127, p. 124-129, 2018.

JONSSON, L. J.; MARTIN, C. Pretreatment of lignocellulose: formation of inhibitory
by-products and strategies for minimizing their effects. Bioresource technology, v.
199, p. 103-112, 2016.

KASSON, M. T. et al. Mutualism with aggressive wood-degrading Flavodon
ambrosius (Polyporales) facilitates niche expansion and communal social structure in
Ambrosiophilus ambrosia beetles. Fungal ecology, v. 23, p. 86-96, 2016.

KAWAGUCHI, T. et al. Cloning and sequencing of the cDNA encoding B-glucosidase
1 from Aspergillus aculeatus. Gene, v. 173, n. 2, p. 287-288, 1996.

KESHAVARZ, B.; KHALESI, M. Trichoderma reesei, a superior cellulase source for
industrial applications. Biofuels, v. 7, n. 6, p. 713-721, 2016.

KHOKHAR, I. etal. Isolation and screening of highly cellulolytic filamentous fungi.
Journal of Applied Sciences and Environmental Management, v. 16, n. 3, 2012.

KLEIN- MARCUSCHAMER, D. et al. The challenge of enzyme cost in the
production of lignocellulosic biofuels. Biotechnology and bioengineering, v. 109, n. 4,
p. 1083-1087, 2012.

KOBAKHIDZE, A. etal. Induction and catabolite repression of cellulase and xylanase
synthesis in the selected white-rot basidiomycetes. Annals of Agrarian Science, v. 14,
n. 3, p. 169-176, 2016.

KONIETZNY, U.; GREINER, R. Molecular and catalytic properties of phytate-
degrading enzymes (phytases). International journal of food science & technology, v.
37,n.7,p. 791-812, 2002.

KUHAD, R. C. et al. Revisiting cellulase production and redefining current strategies
based on major challenges. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 55, p.
249-272, 2016.

KUN, R. S. et al. Developments and opportunities in fungal strain engineering for the
production of novel enzymes and enzyme cocktails for plant biomass degradation.
Biotechnology Advances, 2019.

LAI, T. T. etal. Production of Trichoderma reesei RUT C-30 lignocellulolytic enzymes
using paper sludge as fermentation substrate: an approach for on-site manufacturing of
enzymes for biorefineries. Waste and biomass valorization, v. 8, n. 4, p. 1081-1088,
2017.

LASSEN, S. F. et al. Expression, gene cloning, and characterization of five novel
phytases from four basidiomycete fungi: Peniophora lycii, Agrocybe pediades, a



117

Flavodon flavus, and Trametes pubescens. Appl. Environ. Microbiol., v. 67, n. 10, p.
4701-4707, 2001.

LEE, J.-W. et al. Biological pretreatment of softwood Pinus densiflora by three white
rot fungi. The Journal of Microbiology, v. 45, n. 6, p. 485-491, 2007.

LOPES, A.; FERREIRA FILHO, E. X.; MOREIRA, L. An update on enzymatic
cocktails for lignocellulose breakdown. Journal of applied microbiology, v. 125, n. 3,
p. 632-645, 2018.

MACHADO, A. R. G. etal. Nutritional value and proteases of Lentinus citrinus
produced by solid state fermentation of lignocellulosic waste from tropical region.
Saudi journal of biological sciences, v. 23, n. 5, p. 621-627, 2016.

MANDELS, M.; WEBER, J. Cellulases and their applications. Advances in chemistry
series, v. 95, p. 391, 1969.

MARTINEZ-PATINO, J. C. etal. Application of a combined fungal and diluted acid
pretreatment on olive tree biomass. Industrial crops and products, v. 121, p. 10-17,
2018.

MAURYA, D. P.; SINGLA, A.; NEGI, S. An overview of key pretreatment processes
for biological conversion of lignocellulosic biomass to bioethanol. 3 Biotech, v. 5, n. 5,
p. 597-609, 2015.

METREVELL, E. et al. Alteration of white-rot basidiomycetes cellulase and xylanase
activities in the submerged co-cultivation and optimization of enzyme production by
Irpex lacteus and Schizophyllum commune. Bioresource technology, v. 241, p. 652-
660, 2017.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical chemistry, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

MITCHELL, D. B. et al. The phytase subfamily of histidine acid phosphatases:
isolation of genes for two novel phytases from the fungi Aspergillus terreus and
Myceliophthora thermophila. Microbiology, v. 143, n. 1, p. 245-252, 1997.

MORRISON, J. M.; ELSHAHED, M. S.; YOUSSEF, N. H. Defined enzyme cocktail
from the anaerobic fungus Orpinomyces sp. strain C1A effectively releases sugars from
pretreated corn stover and switchgrass. Scientific reports, v. 6, p. 29217, 2016.

MUTHUKRISHNAN, S. Optimization and Production of Industrial Important Cellulase
Enzyme from Penicillium citrinum in Western Ghats of Sathuragiri Hills Soil Sample
Isolate. Univers. J. Microbiol. Res, v. 5, n. 1, p. 7-16, 2017.

NARAIAN, R.; SINGH, M. Improved yield of ligno-cellulolytic enzymes on oyster
shell powder added typha weed substrate by Pleurotus florida. Cell Mol Biol, v. 62, p.
143-158, 2016.

OLIVA-TARAVILLA, A. et al. Optimization of the laccase detoxification step in
hybrid hydrolysis and fermentation processes from wheat straw by K. marxianus CECT
10875. Bioethanol, v. 2, n. 1, p. 126-133, 2016.



118

PELAEZ, R. D. R. Enzimas lignoceluloliticas de basidiomicetos cultivados em
biomassas vegetais oriundas da agroindustria do dendé e obtencao de aclcares
fermentesciveis. 2017. 145f Dissertacdo (Mestrado). Prograna de Pds-graduacéo em
Biotecnologia - PPGB, Universidade Federal do Tocantins, Gurupi - TO.

PERALTA, R. M. et al. Enzymes from Basidiomycetes—Peculiar and Efficient Tools
for Biotechnology. In: (Ed.). Biotechnology of microbial enzymes: Elsevier, 2017.
p.119-149.

PETRIDIS, Loukas; SCHULZ, Roland; SMITH, Jeremy C. Simulation analysis of the
temperature dependence of lignin structure and dynamics. Journal of the American
Chemical Society, v. 133, n. 50, p. 20277-20287, 2011.

PREMKUMAR, G. et al. Cellulase and Xylanase Production by Pleurotus sp. on Mixed
Substrate System. J Biotechnol Biomater, v. 8, n. 283, p. 2, 2018.

QIN, Y. etal. Purification and characterization of recombinant endoglucanase of
Trichoderma reesei expressed in Saccharomyces cerevisiae with higher glycosylation
and stability. Protein expression and purification, v. 58, n. 1, p. 162-167, 2008.

RAJ, K.; KRISHNAN, C. Improved high solid loading enzymatic hydrolysis of low-
temperature aqueous ammonia soaked sugarcane bagasse using laccase-mediator system
and high concentration ethanol production. Industrial Crops and Products, v. 131, p.
32-40, 20109.

RAMOS, L. P. etal. Enzymatic hydrolysis of steam-exploded sugarcane bagasse using
high total solids and low enzyme loadings. Bioresource technology, v. 175, p. 195-202,
2015.

ROUCHES, E. et al. Improvement of anaerobic degradation by white-rot fungi
pretreatment of lignocellulosic biomass: a review. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 59, p. 179-198, 2016.

RYTIOJA, J. etal. Plant-polysaccharide-degrading enzymes from basidiomycetes.
Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 78, n. 4, p. 614-649, 2014.

SAHA, B. C. etal. Biological pretreatment of corn stover with Phlebia brevispora
NRRL- 13108 for enhanced enzymatic hydrolysis and efficient ethanol production.
Biotechnology progress, v. 33, n. 2, p. 365-374, 2017.

SAHA, B. C. etal. Biological pretreatment of corn stover with white-rot fungus for
improved enzymatic hydrolysis. International Biodeterioration & Biodegradation, v.
109, p. 29-35, 2016.

SAINI, J. K. et al. Improvement of wheat straw hydrolysis by cellulolytic blends of two
Penicillium spp. Renewable energy, v. 98, p. 43-50, 2016.

SALMON, D. N. et al. Formulated products containing a new phytase from
Schyzophyllum sp. phytase for application in feed and food processing. Brazilian
Archives of Biology and Technology, v. 54, n. 6, p. 1069-1074, 2011.



119

SALVACHUA, D. et al. Sugar recoveries from wheat straw following treatments with
the fungus Irpex lacteus. Bioresource technology, v. 131, p. 218-225, 2013.

SHAH, S. R. et al. Optimization of the enzymatic saccharification process of empty
fruit bunch pretreated with laccase enzyme. Bioresources, v. 11, n. 2, p. 5138-5154,
2016.

SHARMA, H. K.; XU, C.; QIN, W. Biological pretreatment of lignocellulosic biomass
for biofuels and bioproducts: an overview. Waste and Biomass Valorization, p. 1-17,
2017.

SHIRKAVAND, E. etal. Combination of fungal and physicochemical processes for
lignocellulosic biomass pretreatment—A review. Renewable and sustainable energy
reviews, v. 54, p. 217-234, 2016.

SINDHU, R.; BINOD, P.; PANDEY, A. Biological pretreatment of lignocellulosic
biomass—An overview. Bioresource technology, v. 199, p. 76-82, 2016.

SINGHAL, P.; NIGAM, V.; VIDYARTHI, A. Studies on production, characterization
and applications of microbial alkaline proteases. International Journal of Advanced
Biotechnology and Research, v. 3, n. 3, p. 653-669, 2012.

SINSABAUGH, R. L.; CARREIRO, M. M.; ALVAREZ, S. Enzyme and microbial
dynamiCST of litter decomposition. Enzymes in the Environment, Activity, Ecology,
and Applications. Marcel Dekker, New York, Basel, p. 249-265, 2002.

SKYBA, 0. et al. Gene expression patterns of wood decay fungi Postia placenta and
Phanerochaete chrysosporium are influenced by wood substrate composition during
degradation. Appl. Environ. Microbiol., v. 82, n. 14, p. 4387-4400, 2016.

SMITH, P. E. et al. Measurement of protein using bicinchoninic acid. Analytical
biochemistry, v. 150, n. 1, p. 76-85, 1985.

SRIVASTAVA, N. et al. Applications of fungal cellulases in biofuel production:
advances and limitations. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 82, p.
2379-2386, 2018.

SUMANTHA, A.; LARROCHE, C.; PANDEY, A. Microbiology and industrial
biotechnology of food-grade proteases: a perspective. Food Technology and
Biotechnology, v. 44, n. 2, p. 211, 2006.

THIRIBHUVANAMALA, G. etal. Induction of lignolytic enzyme activities in
different agro residues by the white rot fungi, Pleurotus sajar-caju. International
Journal of Chemical Studies, v. 5, p. 89-94, 2017.

THOMSEN, S. T. et al. Combination of ensiling and fungal delignification as effective
wheat straw pretreatment. Biotechnology for biofuels, v. 9, n. 1, p. 16, 2016.

TIAN, X. F.; FANG, Z.; GUO, F. Impact and prospective of fungal pre- treatment of
lignocellulosic biomass for enzymatic hydrolysis. Biofuels, Bioproducts and
Biorefining, v. 6, n. 3, p. 335-350, 2012.



120

VALADARES, F. et al. Exploring glycoside hydrolases and accessory proteins from
wood decay fungi to enhance sugarcane bagasse saccharification. Biotechnology for
biofuels, v. 9, n. 1, p. 110, 2016.

WALKER, G. M.; WHITE, N. A. Introduction to fungal physiology. Fungi: biology
and applications, p. 1-35, 2017.

WAN, C.; LI, Y. Fungal pretreatment of lignocellulosic biomass. Biotechnology
advances, v. 30, n. 6, p. 1447-1457, 2012.

WANG, H.; KOBAYASHI, S.; MOCHIDZUKI, K. Effect of non-enzymatic proteins
on enzymatic hydrolysis and simultaneous saccharification and fermentation of different
lignocellulosic materials. Bioresource technology, v. 190, p. 373-380, 2015.

WANG, W.; KANG, L.; LEE, Y. Y. Production of cellulase from kraft paper mill
sludge by Trichoderma reesei rut C-30. Applied biochemistry and biotechnology, v.
161, n. 1-8, p. 382-394, 2010.

WANG, Y. et al. Synergistic action between extracellular products from white-rot
fungus and cellulase significantly improves enzymatic hydrolysis. Bioengineered, v. 9,
n. 1, p. 178-185, 2018.

WEN, Z.; LIAO, W.; CHEN, S. Production of cellulase by Trichoderma reesei from
dairy manure. Bioresource Technology, v. 96, n. 4, p. 491-499, 2005.

WOJTUSIK, M. et al. Study of the enzymatic activity inhibition on the saccharification
of acid pretreated corn stover. Biomass and bioenergy, v. 98, p. 1-7, 2017.

WOLFENDEN, B. S.; WILLSON, R. L. Radical-cations as reference chromogens in
Kinetic studies of ono-electron transfer reactions: pulse radiolysis studies of 2, 2'-
azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate). Journal of the Chemical Society,
Perkin Transactions 2, n. 7, p. 805-812, 1982.

WOOLRIDGE, E. Mixed enzyme systems for delignification of lignocellulosic
biomass. Catalysts, v. 4, n. 1, p. 1-35, 2014.

YULIANA, T. et al. Potential of basidiomycetes Marasmiellus sp. and Ganoderma
lucidum in xylanase enzyme production and its activity using agroindustry waste. IOP
Conference Series: Earth and Environmental Science, 2019. 10P Publishing.
p.012078.

ZENG, Y. etal. Lignin plays a negative role in the biochemical process for producing
lignocellulosic biofuels. Current opinion in biotechnology, v. 27, p. 38-45, 2014.

ZHANG, W. et al. Improved treatment and utilization of rice straw by Coprinopsis
cinerea. Applied biochemistry and biotechnology, v. 184, n. 2, p. 616-629, 2018.

ZHAO, X.-Q. et al. Metabolic Engineering of Fungal Strains for Efficient Production
of Cellulolytic Enzymes. In: (Ed.). Fungal Cellulolytic Enzymes: Springer, 2018.
p.27-41.



121

ZHU, N. et al. Comparative analysis of the secretomes of Schizophyllum commune and
other wood-decay basidiomycetes during solid-state fermentation reveals its unique
lignocellulose-degrading enzyme system. Biotechnology for biofuels, v. 9, n. 1, p. 42,
2016.



122

CAPITULO 3 - Caracterizagio do cacho vazio de dendé apds pré-tratamento

biolégico com macro-basidiomicetos
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RESUMO

A utilizacdo de macro-basidiomicetos (inglés, White-rot fungi ou WRF) no pre-tratamento
bioldgico de biomassas lignoceluldsicas pode ser uma alternativa ambientalmente correta
e de baixo custo quando comparado com outros tipos de pré-tratamento (fisico, quimico,
fisico-quimico). Contudo, o pré-tratamento com fungos pode resultar na perda de
carboidratos como a celulose, em funcdo do metabolismo microbiano. Assim, linhagens
fangicas que apresentam maior degradacao de lignina em relagéo a holocelulose (celulose
e hemicelulose) sdo desejaveis. Neste trabalho, oito (8) linhagens de fungos isolados do
cerrado brasileiro e ou adquiridos em feiras, foram utilizadas como agentes produtores de
enzimas desconstrutoras de parede celular vegetal (pré-tratamento biologico) — cultivados
por fermentacgdo estado solido (FES) — utilizando cachos vazios de dendé como substrato
de cultivo. A biomassa vegetal com biomassa fungica BVBF, foi caracterizada em relagéo
aos componentes estruturais (celulose, hemicelulose, lignina e extrativos), a fim de
verificar a influéncia dos pré-tratamentos bioldgicos sobre estes componentes. Além
disso, o material foi submetido a uma sacarificacdo enzimética para avaliacdo da
digestibilidade. Os resultados indicaram que Flavodon flavus FPB-04 foi a linhagem mais
seletiva (SLC = 2,96) seguido de FPB-26 (nd) (1,64) e Fomes fasciatus FPB-28 (1,01).
As linhagens Trametes sp. FPB-115 e Pycnoporus sp. FPB-116 demonstraram maior
consumo de celulose do cacho de dendé. A sacarificacdo também foi melhorada pelo pré-
tratamento com Flavodon flavus FPB-04 levando ao rendimento de 15% de glicose. Uma
simulacdo da hidrélise com adicdo de compostos fendlicos, evidenciou efeito sinérgico
das combinacdes de EBE (macro-basidiomicetos e ascomicetos), principalmente Fomes
fasciatus FPB-28 na reducéo de algumas dessas substancias, que podem ser inibidores de
enzimas ou microrganismos no processo de obtencao de etanol celulésico.

Palavras-chave: Pré-tratamento bioldgico. Deslignificacdo. Inibidores
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ABSTRACT

The use of macro-basidiomycetes (White-rot fungi or WRF) in the biological
pretreatment of lignocellulosic biomasses can be an environmentally correct and low-cost
alternative when compared to other types of pretreatment (physical, chemical, and
physical-chemical). However, pre-treatment with fungi may result in the loss of
carbohydrates such as cellulose as a function of microbial metabolism. Thus, fungal
strains that present higher degradation of lignin in relation to holocellulose (cellulose and
hemicellulose) are desirable. In this work, eight (8) strains of fungi isolated from Brazilian
cerrado and or purchased at fairs were used as agents producing deconstructive enzymes
of the plant cell wall (biological pretreatment) - grown by solid-state fermentation (FES)
- using empty fruit bunches as a substrate for cultivation. The biomass with fungal
biomass BVBF was characterized in relation to the structural components (cellulose,
hemicellulose, lignin, and extractives), in order to verify the influence of the biological
pre-treatments on these components. In addition, the material was submitted to enzymatic
saccharification to evaluate the digestibility. The results indicated that Flavodon flavus
FPB-04 was the most selective strain (SLC = 2.96) followed by FPB-26 (nd) (1.64) and
Fomes fasciatus FPB-28 (1.01). The Trametes sp. FPB-115 and Pycnoporus sp. FPB-116
showed a higher consumption of cellulose of palm oil. Saccharification was also
improved by pre-treatment with Flavodon flavus FPB-04 leading to 15% glucose yield.
A simulation of the hydrolysis with the addition of phenolic compounds showed a
synergistic effect of the combinations of EBE (macro-basidiomycetes and ascomycetes),
mainly Fomes fasciatus FPB-28 in the reduction of some of these substances, which may
be enzymatic inhibitors or fermentation in the process of obtaining cellulosic ethanol.

Keywords: Biological pre-treatment. Delignification. Inhibitors
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1 INTRODUCAO

A biomassa lignocelul6sica pode ser utilizada, em biorrefinarias, como matéria-
prima para conversdo dos polissacarideos celulose e hemicelulose em acUcares
fermentesciveis ou quimicos de valor agregado (DE JONG; JUNGMEIER, 2015;
MANDL, 2010). Apesar disso, a biomassa apresenta como limitacdo a presenca da
lignina, que confere alta recalcitrancia dificultando, por conseguinte a hidrolise
enzimética (PETTOLINO et al., 2012).

Dessa forma, métodos de pré-tratamento da biomassa como fisicos, térmicos,
quimicos, bioldgicos e combinados sao indispensaveis a fim de romper as estruturas e
facilitar as etapas subsequentes (KARIMI; SHAFIEI; KUMAR, 2013; NEVES;
PITARELO; RAMOQS, 2016; SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016). Todos apresentam
vantagens e desvantagens, contudo, quimicos e fisicos que empregam altas temperaturas,
além de poluentes, acabam levando a formacéo de inibidores para as operac@es unitarias
de hidrolise e fermentacdo (RASMUSSEN, HELENA; SORENSEN; MEYER, 2014).

Diante disso, 0 emprego de pré-tratamentos bioldgicos empregando-se
principalmente os macro-basidiomicetos, tem sido apresentado como alternativa
promissora uma vez que estes fungos sao produtores de enzimas capazes de modificar a
lignina (DA SILVA MACHADO; FERRAZ, 2017; SAHA et al., 2016) e biodetoxificar
o efeito de inibidores oriundos de outros processos de pré-tratamento (MORENO et al.,
2015).

O emprego de pré-tratamentos bioldgicos, contudo, requer organismos com
habilidade de melhorar a digestibilidade da biomassa e além disso, ser capaz de agir
seletivamente sobre a lignina preservando ao maximo os polissacarideos celulose e
hemicelulose (HERMOSILLA et al., 2018; SALVACHUA et al., 2011).

Neste interim, a industria de 6leo de palma se enquadraria como modelo de
biorrefinaria por gerar anualmente milhdes de toneladas de residuos lignoceluldsicos,
entre eles, o cacho vazio de dendé (CVD) que representa 20% do peso do cacho com
frutos frescos. Trata-se, portanto, de uma abundante biomassa cujo descarte indevido
pode acarretar em danos ambientais (LEE; OFORI-BOATENG, 2013).

Com base no exposto, o objetivo deste capitulo foi avaliar o pré-tratamento
bioldgico de oito (8) linhagens de macro-basidiomicetos em sistema FES utilizando CVD

como substrato.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preé-tratamento e caracterizacdo das biomassas lignocelulésicas

As oito linhagens de macro-basidiomicetos, foram cultivadas nas mesmas
condicdes descritas no capitulo 2 durante quinze dias, periodo em que houve completa
colonizagdo do substrato lignocelul6sico. As biomassas lignoceluldsicas apos total
colonizagdo foram consideradas como biomassas pré-tratadas biologicamente pelos
macro-badiomicetos (CVD-PB). Assim, 0os componentes estruturais da parede celular
vegetal (celulose, hemicelulose e lignina) foram parcialmente descontruidos em funcéo
do metabolismo microbiano. Desta forma, a biomassa a partir de entdo passa-se a ser uma
mistura de biomassa vegetal (descontruida parcialmente) juntamente com a massa
microbiana (micélio fangico/metabdlitos), aqui denominada de BVBF. A BVBF foi
liofilizada durante 48 horas e triturada (particula de aproximadamente 2 mm) em moinho
de bancada (IKA 11®). As amostras de BVBF referente a cada macro-basidiomiceto e a
fibra do cacho de dendé in natura (sem fungo), tiveram as porcentagens de perdas de
massa, no decorrer do processo de pré-tratamento, calculadas de acordo com a equacgéo
3:

100 x (BV; — BVBF,)

% de perda = BV 3)
1

Onde,
BV;i: Biomassa vegetal inicial sem o fungo.

BVBFL: Biomassa vegetal com biomassa fungica liofilizada.

Amostras de BVBF de cada macro-basidiomiceto, 0 CVD e BD in natura (sem o
fungo) e 0 CVD-AH, também foram caracterizadas em relacdo aos teores de celulose,
hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas no laboratério de quimica de biomassas e
biocombustiveis da Embrapa Agroenergia (LQB), conforme procedimentos
recomendados pelo Laboratério Nacional de Energia Renovavel (National Renewable
Energy Laboratory - NREL, Golden, CO, USA) (SLUITER, A; HAMES, B; et al., 2008;
SLUITER, AMIE et al., 2008; SLUITER, A; RUIZ, R; et al., 2008).
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O coeficiente de absortividade molar da lignina dos substratos lignocelulosicos
(CVD, BD, BVBF e CVD-AH), foi determinado no laboratério de quimica de biomassas
e biocombustiveis — LQB da Embrapa Agroenergia (2,2146 L.g™ cm™ em 320 nm).

2.2 Sacarificacdo das BVBFs com enzima comercial

A sacarificacdo por meio da hidrélise enzimatica das BVBFs foi realizada
utilizando enzima a comercial Cellic® CTec3® (Novozymes). Os ensaios foram preparados
em tubos tipo eppendorf de 2 mL com massas de BVBF com extrativos (amostras sem
lavar) e livres de extrativos (BVBF submetidos a uma extracdo acelerada por solventes
agua/etanol) (Dionex™ ASE™ Termo Fisher Scientific -Waltham, MA, EUA) (teor de
sdlidos de 5%). A cada tubo foi adicionado 1,40 mL da enzima (15 FPU.g?) diluida em
tampao citrato de sédio e cido citrico 0,1 M pH 5,0; os tubos foram selados com parafilm
“M” Kasvi® e na sequéncia acondicionados em termobloco (Eppendorf ThermoMixer ©
C) a 50 °C e 800 rpm durante 24 horas. Ao final da hidrélise enzimatica, os tubos foram
centrifugados a 10000 rpm 4 °C durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos,
diluidos em vials de 1,5 mL para quantificacdo de glicose e xilose, por HPLC. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata.

Os rendimentos da sacarificacdo das hidrolises realizadas foram calculados

conforme descrito no capitulo (2) anterior.

2.3 Combinagdes de pré-tratamentos biologico e hidrotérmico

CVD triturados (80 mesh), foram utilizados nos pré-tratamentos biolégico (BIO),
biolégico + hidrotérmico (BioAH), hidrotérmico (AH) e sem pré-tratamento (CST). Os
tratamentos foram realizados da seguinte maneira:

Bioldgico (BIO): Cultivo de Flavodon flavus FPB-04 em sistema FES utilizando
10 g de CV em frascos Erlenmeyer de 250 mL durante 15 dias a 28 °C e 65% (£5) de
umidade.

Biologico + hidrotérmico (BioAH): ao final do cultivo de F. flavus no sistema
FES, a biomassa (BVBF) foi submetida ao pré-tratamento hidrotérmico (autohidrolise)
com adicdo de agua de torneira na proporgdo de 1:10 m/v. O pré-tratamento ocorreu a
180°C 600 rpm de agitacdo durante 40 minutos em reator de alta/baixa pressdo (4520 -
Parr Instruments Company, Moline, Illinois EUA).
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Hidrotérmico (AH): Cacho sem fungo pré-tratado por autohidrolise, nas mesmas
condigdes do BioAH.

Sem pré-tratar (CST): CVD triturado sem nenhum processo de tratamento.

As hidrolises enzimaticas (HE) das biomassas descritas anteriormente, foram
realizadas em placas de 24 pocgos, tipo deep weell. Onde foram pesadas massas das
biomassas pré-tratadas e ndo pré-tratadas nas células da placa, de modo a garantir uma
carga de sélidos de 5% (calculado com base na matéria seca), juntamente com um volume
final de 2,6 mL da mistura enzimatica (Tr+Aa) ou [FPB-04 + (Tr+Aa) ] ou [FPB-28 +
(Tr+Aa) ] ou a enzima comercial Celic CTec3 (15 FPU g). Os aguicares (glicose e xilose)

foram quantificados por HPLC. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.4 Avaliacdo de EBEs de macro-basidiomicetos e ascomicetos na remocdo de
compostos fendlicos e inibidores

Foi realizada uma simulacédo das hidrolises realizadas durante o trabalho, a fim de
verificar a atuagdo dos EBEs de macro-basidiomicetos sozinhos e ou combinados com os
EBEs dos fungos T. reesei e A. aculeatus, quando em contato com substancias relatadas
como inibitorias da fermentacdo ou sacarificacao.

A simulacdo ocorreu sem a presenca da biomassa lignocelulésica e as demais
condicGes foram mantidas. Foram realizados mix com padrdes das substancias quimicas
[acido gélico, acido vanilico, hidroximetilfurfural (HMF), furfural, vanilina, &cido
cumarico, siringaldeido, acido ferdlico e acido sinapico] (Sigma-Aldrich) para uma
concentragéo final de 1 g.L! e entdo misturados a tamp&o citrato de sodio / acido citrico
0,1 M pH 5,0 e EBEs (FIGURA 35 A).

Figura 35 — Placa do tipo deep weell com a mi

stura reacional.
A =B g =
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As placas foram seladas e incubadas a 50 °C em shaker de bancada a 200 rpm
durante 180 minutos (FIGURA 35 B). Decorrido o tempo de incubacdo, aliquotas de 1
mL foram retiradas e congeladas para quantificagéo, por cromatografia.

Para quantificacdo de cido latico, &cido succinico, acido levulinico, &cido acético
e acido férmico, as condicdes cromatograficas foram as seguintes: Utilizando o detector
por indice de refragdo (RID), empregou-se coluna Aminex HPX-87H com pré-coluna,
volume de injecdo de 10 puL; a fase mével composta por solugéo de acido sulfarico 5 mM;
fluxo de 0,6 mL/minuto; temperatura da coluna a 45 °C e temperatura do detector a 45°C.

Para quantificacdo de acido galico, acido vanilico, HMF, furfural e vanilina,
usando detector de arranjo de diodos DAD empregou-se coluna Acquity UPLC HSS T3
1,8 um 2.1x150 mm com pré coluna; deteccdo a 280 nm e em 320 nm (&cido cumarico,
siringaldeido, acido ferulico e &cido sinapico), o volume de injecéo foi de 1 pL; fase
movel: A= acido férmico 0.1%, B= acetonitrila; empregando-se o seguinte gradiente: 0
min (90% de A e 10% de B), 5 min (80% de A e 20% de B), 7.5 min (75% de A e 25%
de B) e 12.5 min (55% de A e 45% de B); o fluxo de trabalho foi de 0,4 mL/minuto e
temperatura da coluna a 40°C.

Foram obtidas as porcentagens de reducdo com base nos controles realizados

(Padrdes das substancias sem EBES). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao dos residuos lignocelulosicos da dendecultura

O material lignocelulosico in natura e pré-tratado utilizado no trabalho (capitulos
2 e 3) foi avaliado quanto sua composi¢éo em relacdo aos carboidratos estruturais, lignina
e extrativos (TABELA 6). Em valores absolutos, o0 CVD apresenta maior quantidade de
polissacarideos se comparado com a borra do decantador de 6leo e, a lignina, representa
uma fracdo consideravel em ambos os residuos, principalmente, no CVD-AH.

O CVD ¢ uma biomassa promissora para obtencao de agucares fermentesciveis,
no entanto, sem a utilizacdo de pré-tratamento os rendimentos de agucares redutores sao
limitados (0,4 a 2,6%). A presenga de lignina e celulose nesse material, foram atribuidas
a reducdo na obtencdo de aclcar (YING etal., 2014; ZULKIPLE; MASKAT; HASSAN,
2016). Corroborando com isso, observamos que o pré-tratamento hidrotérmico hidrolisou
majoritariamente a hemicelulose do CVD nas condi¢cGes empregadas. Em relacdo a
lignina, conforme discutido no capitulo anterior, os tratamentos utilizados tanto no
processo industrial de obtencdo do 6leo como o empregado no presente estudo

(hidrotérmico), podem ter contribuido para colapsar a lignina do CVD.

Tabela 5 — Composicdo quimica de alguns dos residuos da dendecultura.

Lignina  Celulose Hemicelulose Extrativos

Material (%) (%) (%) (%)

CVD in natura 27,69 31,15 16,37 14,91

BD in natura 25,74 18,22 12,39 21,38
CVD-AH 42,10 38,59 8,75 N&o se aplica

Fonte: Do autor (2019)

3.2 Perdas de massa final dos componentes vegetais — metabolismo microbiano

A biomassa do CVD foi pré-tratada biologicamente por oito (08) diferentes
espécies de macro-basidiomicetos, que por sua vez metabolizaram parte da celulose,
hemicelulose e lignina como fonte de carbono e nitrogénio. As BVBFs obtidas apds 15
dias de FES-1 (modificado), apresentaram perda de massa (FIGURA 36). Tais perdas séo
esperadas, uma vez que fungo converte parte das fontes de carbono/nitrogénio presentes
nas biomassas vegetais em biomassa fungica (micélio), ou seja, perda pela respiragdo

celular, liberando CO; e 4gua. As maiores perdas de massa observadas foram de 13,10 +
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2,45 % para biomassa pré-tratada por Trametes sp. FPB-115 e 11,78 £ 0,67 % para
Pycnoporus sp. FPB-116; sendo seguidos por Flavodon flavus FPB-04 (7,46 + 1,14%).

Figura 36 — Perdas de massa (%) da BVBF ap0s pré-tratamento biolégico com 08
linhagens de macro-basidiomicetos.
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Legenda: Cultivo em sistema FES durante 15 dias a 28°C e 65% (+5) de umidade. Os dados
apresentados representam a média e o erro padrdo de experimento realizado em triplicata. Letras
diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Fonte: Do autor (2019).

3.3 Perdas de componentes (celulose, hemicelulose e lignina) das BVBFs

As perdas de componentes estruturais do cacho pré-tratado pelas 8 linhagens de
fungos sdo mostradas na Figura 37. As maiores perdas de celulose (glucana) ocorreram
no cultivo de Pycnoporus sp. FPB-116 (7,06 £ 0,5%) seguido de Trametes sp. FPB-115
(6,9 +£0,3%), Coprinus sp. FPB-125 (6,87 + 1,0) e Pleurotus sp. FPB-132 (5,92 £ 0,17%)
(FIGURA 37 A). Em relacdo a hemicelulose, as maiores perdas observadas ocorreram
para Pleurotus sp. FPB-109 (15,03 + 0,2%) e Pleurotus sp. FPB-132 (5,6 £ 0,7%)
(FIGURA 37 B). A deslignificagéo foi maior para F. flavus FPB-04 (7,45 £ 0,3%) e F.
fasciatus FPB-28 (6,1 £ 0,7%) (FIGURA 37 C).

Os extrativos (&cidos graxos, agucares simples, ceras e esterdis) presentes na

biomassa do cacho vazio de dendé apresentaram reducdo nas BVBFs, como apresentado
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pelas linhagens Pleurotus sp. FPB-132 (15,3%), Pleurotus sp. FPB-109 (14,3%) e FPB-
26 (13,2%) (FIGURA 37 D).

Figura 37 — Perdas (%) de componentes estruturais das BVBFs.
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Legenda: Celulose (A) Hemicelulose (B), Lignina (C) e extrativos (D) do cacho ap0s pré-
tratamento biol6gico com oito (8) macro-basidiomicetos em sistema FES [15 dias a 28°C e 65%
(£5) de umidade]. Os dados apresentados representam a média e o erro padrdo de experimento
realizado em triplicata. Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p
< 0.05).

Fonte: Do autor (2019).

Nas condicGes de cultivo avaliados neste trabalho (15 dias em cacho vazio de
dendé), foi possivel observar que as fontes de carbono presentes na holocelulose (celulose
e hemicelulose) foram, de modo geral, mais metabolizados que a lignina. Tratamentos
bioldgicos com macro-basidiomicetos durante tempos de cultivo mais longos (30, 45, 60
ou mais dias), podem apresentar resultados de deslignificacdo mais significativos por
parte de algumas espécies (SAHA et al., 2016; SHIRKAVAND et al., 2017), porem, com
maiores perdas de holocelulose (carboidratos).

Contudo, neste trabalho o foco foi selecionar macro-basidiomicetos que tenham a

capacidade de deslignificagdo em menor tempo de FES, de maneira que as biomassas
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pudessem ser novamente tratadas, para obter mais glicose e menos inibidores enzimaticos
ou fermentativos.

A degradacdo de lignina por macrofungos esta relacionada com variagbes no
consumo de acucares, obtidos a partir da quebra da holocelulose, para o préprio
crescimento fangico (GARCIA-TORREIRO et al., 2016). A preferéncia de alguns fungos
pela hemicelulose tem sido atribuida ao seu menor grau de polimerizagdo (MILLATI et
al., 2011), no caso do CVD, utilizado no presente estudo, a hemicelulose representa
16,37%, enquanto a celulose (31,15%). Nossos resultados indicaram que as linhagens

apresentaram capacidade de degradacdo simultanea desses polissacarideos.

3.4 Composicoes das BVBFs

A composicdo das biomassas pré-tratadas (BVBFs) esta apresentada na Figura 38.
Pode-se observar que, na analise de caracterizacdo de biomassa lignocelul6sica, obteve-
se retorno de um fechamento de massa préximo de 100%.

Figura 38 — Composicao quimica das BVBFs restantes apos o pré-tratamento bioldgico.
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Legenda: Composicdo (celulose, hemicelulose, lignina e extrativos) das BVBFs ap6s o pré-
tratamento com os oito (8) macro-basidiomicetos durante 15 dias a 28 °C e 65% (£5) de umidade.
Os dados apresentados sdo a média de andlises realizadas em triplicata.

Fonte: Do autor (2019).

Os macro-basidiomicetos fazem uso de arsenal enzimatico para quebrar o

polimero de lignina de forma a alterar a estruturacéo da lignocelulose (SAHA et al., 2016;
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SINDHU et al., 2016). A seletividade destes fungos por este polimero é obtida com base
na razdo entre perda de lignina por perda de celulose (SLC). Dessa forma, os melhores
fungos, para aplicacdo em pré-tratamento bioldgico, serdo aqueles que promovam alta
reducdo de lignina e menor consumo de agucares (holocelulose ou celulose) em um menor
tempo (GARCIA-TORREIRO et al., 2016).

A seletividade (“preferéncia’) do macro-basidiomiceto em degradar mais lignina
que celulose (SLC) junto ao CVD biologicamente pré-tratado, foi um dos critérios de
selecdo do melhor candidato a fornecer biomassa pre-tratada com maior potencial para
liberacdo de acUcares. Nas condi¢es testadas, as espécies que melhor apresentaram esta
seletividade foram Flavodon flavus FPB-04 (2,96) depois FPB-26 (nd) (2,17) e Fomes
fasciatus FPB-28 (1,01) enquanto as demais linhagens apresentaram seletividade inferior
a 1,0, indicando maior consumo de celulose em relacéo a lignina contida no cacho vazio
de dendé (TABELA 7).

Adicionalmente obteve-se uma segunda seletividade que consistiu na razéo entre
a perda de lignina por perda de holocelulose (soma dos componentes celulose e
hemicelulose) a qual denominou-se de “Seletividade Lignina/Holocelulose — SLH”. Com
base nisso, ndo se obteve diferencas estatisticamente significativas, porém as linhagens
mais seletivas (lignina/celulose) apresentaram SLH acima de 1,0 indicando maiores
perdas de lignina em relacdo aos polissacarideos celulose e hemicelulose (TABELA 7).

Tabela 6 — Perda de componentes do CVD ap0s pré-tratamento biol6gico com macro-
basidiomicetos (BVBF) por 15 dias a 28 °C e 65% (£5) de umidade, e,

seletividade.

Perdas (%0)*

Isolado Lignina Hemicelulose Celulose sLct SLH?
Flavodon sp. FPB 04 745+056° 243+012° 251+0,14° 2,96% 1,75
Nd - FPB 26 251+103° 116+06* 116+026°  217° 1,64°
Fomes sp. FPB 28 6,19+ 131 217+176° 441+013° 140" 1,01°
Trametes sp. FPB 115 207 +237° 143+136° 691+057° 0,24° 0,2*
Pycnoporus sp. FPB 116 136+123° 209+124* 7,06+ 0,98 017° 0,2

Legenda: Os dados mostrados sdo a média + desvio padrdo para experimentos realizados em
triplicata. Letras diferentes em sobrescrito na coluna indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey (p<0,05).1-°Razéo entre perda de lignina e perda de celulose.”-HRazéo entre perda de
lignina e perda de holocelulose (Celulose + Hemicelulose) “Linhagens que apresentaram
seletividade negativa foram omitidas da tabela.

Fonte: Do autor (2019).



135

Existem outros trabalhos envolvendo pré-tratamento biologico de biomassas,
encontrando-se diferentes fungos seletivos em relacdo a lignina. O critério de seletividade
de lignina/celulose tem sido amplamente utilizado na selecdo de agentes de pre-
tratamento biologico de biomassa vegetal. Pois a deslignificacdo parcial da biomassa é
uma etapa importante para obter biomassas pré-tratadas que sejam mais facilmente
desconstruidas na etapa de hidrolise enzimatica e gerem, entdo, maiores concentragdes de
acucares sollveis, como para minimizar a formacdo de inibidores enzimaticos e da
fermentacao, que possam ser oriundos da lignina.

O macro-basidiomiceto T. versicolor apresentou SLC de 1,57 ap6s FES durante
14 dias utilizando também o CVVD como substrato (KAMCHAROEN et al., 2014). Em
outro estudo, agora envolvendo o fungo Irpex lacteus Fr.238 617/93 cultivado em
residuos lignocelulésicos (palha de milho, palha de cevada, sabugo de milho e palha de
trigo), apds 21 dias de colonizacdo as SLCs foram de 1,38, 2,10, 1,54 e 1,40, para cada
biomassa testada, respectivamente (GARCIA-TORREIRO et al., 2016).

O pré-tratamento bioldgico da palha de milho (corn stover), utilizando 26 macro-
basidiomicetos em sistema FES durante 30 dias, evidenciou que a linhagem Phlebia
brevispora NRRL-13108 foi a mais seletiva SLC (2,46) sendo entdo selecionada para
estudos posteriores (SAHA et al., 2017; SAHA et al., 2016).

Outro trabalho mostrou que o fungo de podridao branca P. chrysosporium (ATCC
24725) apresentou SLC de 1,83 durante 15 dias de cultivo no sistema FES, utilizando
palha de colza (canola) como substrato (GHASEMZADEH; MOSAVIAN; KARIMI,
2018).

A escolha da espécie de macro-basidiomiceto é de suma importancia para o pré-
tratamento biolégico de biomassas vegetais com finalidade de obtencdo de acUcares
redutores totais. Porém, outras variaveis experimentais sdo extremamente importantes,
tais como o tipo de biomassa e condicdes de cultivo (umidade, temperatura e tempo de
incubagdo), que inclusive podem influenciar nos resultados de SLC. Além disso, as
espécies empregadas nesses estudos podem exibir comportamento diferenciado devido a
expressao diferencial de genes que codificam enzimas lignoliticas e/ou celuloliticas em

resposta a diferencgas nessas condi¢oes (WAN; LI, 2012).
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3.5 Sacarificacdo das BVBFs

Para avaliar o efeito do pré-tratamento do CVD pelos macro-basidiomicetos, as
BVBFs foram submetidas a processo de hidrolise enzimatica.

Os resultados da sacarificacdo enzimatica das BVBFs (com extrativos) utilizando
aenzima Cellic CTec3® (15 FPU g) sdo apresentados na Figura 39. O tempo de 24 horas
de hidrolise enzimatica foi escolhido como critério de avaliacdo para observagdo quanto
a liberacdo de glicose e xilose das biomassas vegetais pré-tratadas com 0s macro-
basidiomicetos. Nas condi¢cfes experimentais estabelecidas, a liberacdo de agucares das
BVBFs diferiu-se de forma significativa em relagdo as espécies de fungos utilizadas.

Os rendimentos méximos de glicose ocorreram para 0s macro-basidiomicetos
Pleurotus sp. FPB-132 (15,5 £ 0,7%) e Flavodon flavus FPB-04 (15,03 £+ 0,6%)
(FIGURA 39 A). Em relacéo a xilose, 0 maior rendimento ocorreu para Trametes sp. FPB
-115 (15,7 + 0,3%) (FIGURA 39 B).

Figura 39 — Rendimento de agUcares (glicose e xilose) ap6s sacarificacdo das BVBFs com

extrativos.
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Legenda: Rendimento de glicose (A) e xilose (B) das BVBFs (15 dias) com extrativos apés
hidrélise enziméatica a pH 5,0 e 50 °C durante 24 h utilizando a enzima Cellic CTec 3®
(Novozymes) (15 FPU g-1). Rendimentos calculados com base nos teores de glucana e xilana das
BVBFs com extrativos. Os dados mostrados representam as médias e desvios de analises
realizadas em quadruplicata. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05)

Fonte: Do autor (2019).

& &

Estes dados mostram que a digestibilidade do cacho de dendé foi melhorada ap6s
0 pré-tratamento bioldgico pelos fungos F. flavus FPB-04, Pleurotus sp. FPB-132
(glicose) e F. flavus FPB-04, Trametes sp. FPB-115 e Pycnoporus sp. FPB-116 (xilose).
A reducdo da lignina apds o pré-tratamento fungico altera a estruturacao da parede celular

vegetal, melhorando assim, a acessibilidade a celulases e hemicelulases junto a
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holocelulose, que também ¢ alterada, de forma a conter mais regiées amorfas em relacao
a regides cristalinas, presentes na biomassa controle (ndo tratada pelos macro-
basidiomicetos) (FILLAT et al., 2017; WAN; LI, 2012; ZHAO et al., 2012).

Nesse sentido, os resultados sugerem que a deslignificacdo do cacho
proporcionada por F. flavus FPB-04 (SLC = 2,96) em 15 dias nas condicOes testadas,
pode ter facilitado sua digestibilidade durante a hidrélise. Recorrendo aos resultados das
atividades enzimaéticas do capitulo anterior, observamos que em relacdo as peroxidases
(LiP e MnP), F. flavus FPB-04 apresentou atividades, fato que pode justificar sua atuacao
sobre a lignina do CVD.

Uma alternativa para a reducdo da lignina de biomassas vegetais pode ser a
utilizacdo do pre-tratamento com enzimas ligninoliticas (GIACOBBE et al., 2018). A
adicdo dos mediadores 1-hidroxibenzotriazole (HBT) e sulfato de manganés (MnSQ,),
levou a um incremento na atividade de enzimas lignoliticas aos extratos enzimaticos
produzidos por P.sanguineus UPM4. Em sequéncia o cacho de dendé foi pré-tratado com
estes extratos e depois hidrolisado, levando a rendimentos significativos de agUcares
fermentesciveis (ZANIRUN et al., 2015)

Adicionalmente, em estudos de otimizacao, a melhoria na sacarificacdo do cacho
de dendé foi atribuida entre outros fatores, ao pré-tratamento prévio com a enzima lacase
de Myceliophthora thernophilia 51003 (Novozymes) (ISHMAEL et al., 2016; SHAH et
al., 2016)

Tem se buscado a utilizacdo de consércios microbianos, combinando-se cultivo
de fungos de podridao branca e/ou marrom (white — rot or Brown-rot fungi) consistindo
em uma alternativa viavel e promissora para melhoria da digestibilidade enzimatica,
reduzindo a necessidade de longos periodos de cultivo, como ocorre em pré-tratamentos
biolégicos convencionais (WANG, R. et al., 2017). Para isso € importante utilizar
linhagens fungicas que em curto periodo de tempo, promovam reducdo da lignina.

A eficiéncia destes fungos na desconstrucdo da biomassa lignocelulésica, tem
incentivado o emprego dos mesmos em combinacg6es, incluindo outros pré-tratamentos.
O pré-tratamento sequencial (vapor + fermentacdo com I. lacteus) da madeira de faia
(Fagus sylvatica), promoveu melhor rendimento de glicose (BRETHAUER,;
LAWRENCE; HANS-PETER, 2017). Combinando-se o pre-tratamento fisico (reducéo
de particula) e o biolégico com o fungo P. ostreatus foi alcangado maior rendimento de

metano em comparacgdo com a biomassa ndo tratada (MUSTAFA et al., 2017).
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Contudo, um pre-tratamento biologico eficaz ndo necessita de reducdo na
particula da biomassa, de modo a garantir as fraces de pentose (hemicelulose), evitar a
formagé&o de inibidores microbianos e reduzir os custos. Assim, a quebra e remocéao da
lignina dos materiais, tem sido o alvo de pesquisas com macro-basidiomicetos uma vez
que este polimero contribui para a recalcitrancia dificultando a acdo de enzimas na etapa

de sacarificacdo dos polissacarideos (celulases) (WAGNER et al., 2018).

3.6 Sacarificacdo das BVBFs livres de extrativos

Em relacdo a sacarificagdo das BVBFs sem extrativos, a linhagem Flavodon
flavus FPB-04 foi a que promoveu 0s maiores rendimentos tanto para glicose (20,5 +
0,7%) (FIGURA 40 A), como para xilose (20,7 £ 0,9%) (FIGURA 40 B). Apesar de as
outras linhagens terem promovido rendimentos inferiores (glicose e xilose), variacdes na

sacarificagdo da biomassa em comparagéo com o controle (amostra sem fungo).

Figura 40 — Rendimento de acucares (glicose e xilose) apés sacarificacdo das BVBFs sem
extrativos.
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Legenda: Glicose (A) e rendimento de xilose (B) das BVBFs (15 dias) livres de extrativos apés
hidrdlise enziméatica a pH 5,0 e 50 °C durante 24 h utilizando a enzima Cellic CTec 3®
(Novozymes) (15 FPU g-1). Rendimentos calculados com base nos teores de glucana e xilana das
BVBFs livres de extrativos. Os dados mostrados representam as médias e desvios de analises
realizadas em quadruplicata. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

Vencer a barreira fisica de residuos lignocelulésicos é a chave para utilizagdo
facilitada como matéria-prima e obtencéo de produtos de valor agregado como agucares
fermentesciveis, biopolimeros, etc. Nessa linha, apesar dos esforcos em identificar

métodos de pré-tratamento em biomassas com diferentes caracteristicas estruturais
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(composicdo), ha muito para ser elucidado em relacdo a recalcitrancia da lignocelulose
(WANG, Z. et al., 2018).

Outra porcédo das biomassas vegetais que ocorre em proporcfes que variam de
espécie para espécie e fatores intraespecificos como idade e condicdo de cultivo,
corresponde aos extrativos. Estes, por sua vez, estdo presentes nas biomassas
lignocelulosicas e compreendem as substancias ndo estruturais (&cidos graxos, agucares
simples, ceras e esterdis). Sdo extraidos com solventes como &gua, etanol, acetona,
benzeno e tolueno (KAN; STREZOV; EVANS, 2016). Dependendo do pré-tratamento
utilizado sobre a biomassa, como explosao a vapor, por exemplo, pode levar a formacéo
de compostos fendlicos (JONSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013).

Adicionalmente, varios produtos da quebra da biomassa, que incluem aglcares
mono / oligoméricos provenientes da hemicelulose e da quebra da lignina, agem como
substancias inibidoras da hidrélise enzimatica (JONSSON; MARTIN, 2016).

Foi demonstrado que os extrativos podem interferir na sacarificacdo enzimatica
de materiais lignocelulésicos, pois, podem se ligar na celulose e também as enzimas
hidroliticas (OLESON; SCHWARTZ, 2018).

Com base nisso, os resultados obtidos, sugerem que a remog¢édo dos extrativos que
eventualmente ainda permaneciam nas BVBFs, reduziu possiveis efeitos inibitorios sobre
aenzima Celic CTec3, melhorando consideravelmente os rendimentos de glicose e xilose

do cacho pré-tratado por Flavodon flavus FPB-04 apdés a sacarificacdo (FIGURA 40).

3.7 Combinacdes de pré-tratamentos e hidrélise do CVD

Os resultados das hidrélises realizadas com o CVD sem pré-tratar e submetido a
combinac@es de pré-tratamentos, sdo mostrados na Figura 41. O pré-tratamento bioldgico
com o fungo F. flavus FPB-04 melhorou a digestibilidade do cacho para a enzima
comercial levando aos rendimentos de 6,8% e 5,9% de glicose e xilose, respectivamente
(FIGURA 41 C-D). Neste caso, apesar dos menores rendimentos, as combinagdes
enzimaticas [FPB-28 + (Tr+Aa) | e [FPB-04 + (Tr+Aa) ], levaram a maiores liberagdes
de agUcares em comparacao ao mix (Tr+Aa).

O pré-tratamento hidrotérmico permitiu melhores rendimentos de acUcares,
principalmente utilizando a enzima comercial (23,07%) glicose e (42,86%) xilose
(FIGURA 41 E-F), em comparagéo com os demais tratamentos. Ja em relacdo aos EBEs

dos macro-basidiomicetos nas misturas, o combo [FPB 28 + (Tr+Aa) ] e (Tr+Aa) levaram
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aos rendimentos de glicose 10,34% e 10,22, respectivamente superando o rendimento de
[FPB 04 + (Tr+Aa) ] com 7,54% (FIGURA 41 E).

Em relag&o ao pré-tratamento combinado (bioldgico + hidrotérmico), de maneira
geral, os valores de glicose ficaram proximos daqueles alcangados com o cacho de AH
(FIGURA 41 F-G).
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Figura 41 — Rendimento de acucares (glicose e xilose) do CVD pré-tratado e sem pré-
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Legenda: Hidrolise enziméatica a pH 5,0 e 50 °C durante 24 h utilizando a enzima Cellic CTec 3®
(Novozymes) (15 FPU g?') e combinacdes de EBE de macro-basidiomicetos e EBE de
ascomicetos, sobre o cacho pré-tratado e ndo tratado. (A e B) Rendimento de glicose e xilose do
CST apos hidolise, respectivamente; (C e D) Rendimento de glicose e xilose do BIO apés hiddlise,
respectivamente; Rendimento de glicose e xilose do AH apds hidolise, respectivamente;
Rendimento de glicose e xilose do Bio+AH apds hiddlise, respectivamente;  Os dados mostrados
representam as médias e desvios de analises realizadas em triplicata. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).
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Entre os fatores que limitam a hidrolise estdo a cristalinidade da celulose, grau de
polimerizacdo e teor de lignina na superficie (LAURENO-PEREZ et al., 2005;
KOULLAS et al., 1992). Para isso, a utilizacdo de pré-tratamentos bioldgicos com fungos
de podriddo branca representa uma alternativa de baixo custo e ambientalmente correto
(AKHTAR et al., 2016).

Com efeito direto sobre a recuperacéo de acUcares para a obtengdo de etanol, por
exemplo, a biodelignificagdo tem sido empregada antes de preé-tratamentos quimicos (YU
etal., 2010). A combinacéo de pré-tratamentos € uma estratégia na busca de aumento nos
rendimentos da sacarificacdo de biomassas lignocelulésicas. Por isso, estudos tem
incentivado também o uso de consércios microbianos (KALYANI et al., 2013) ou
combinac@es entre os pré-tratamentos (HSU, 2018).

Por possuirem um repertério de enzimas ligninoliticas e acessorias como as
LPMOs, os macrobasidiomicetos se mostram Vvidveis para uso em pré-tratamentos
bioldgicos de biomassas agroindustriais, uma vez que podem desconstruir parcialmente
a biomassa permitindo melhor digestibilidade durante a sacarificagcdo. Contudo ainda é
preciso otimizar as condic¢des de cultivo de modo a reduzir o tempo de colonizacdo do

substrato e garantindo os maiores rendimentos de acUcares.

3.8 Avaliacdo de EBEs de macro-basidiomicetos e ascomicetos na remogao de
compostos fendlicos e inibidores

Os resultados referentes a simulacdo da hidrolise, que avaliou o potencial de
reducdo / consumo de substancias fenolicas, podem ser verificados na Figura 42 e
Apéndice B. As porcentagens de reducdo dos compostos variaram entre os tratamentos.
O EBE contendo apenas enzimas de T. reesei e A aculeatus, promoveu a reducéo de todas
as substancias, principalmente o 4cido cumarico (79,9%). Em alguns casos, a combinacgéo
com EBEs de macro-basidiomicetos também proporcionou reduc@es ainda maiores em
algumas substancias.

A adicdo do EBE de F. fasciatus FPB-28 reduziu de forma significativa a
concentracdo de &cido galico e sinapico. Em relacdo ao acido galico, a combinagéo [FPB-
28 + (Tr+Aa) ] levou a reducdo de 56,5%, enquanto (Tr+Aa) fora da combinacgéo
proporcionou reducdo de 51,7%. A acdo do EBE de FPB-28 também reduziu a
concentracdo de &cido sinapico, levando a reducdo de 71,4%, frente a 56,7% de reducéo

proporcionada pela combinacéo [FPB-04 + (Tr+Aa) ] e 51,8% por (Tr+Aa).
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Em relacdo ao acido succinico, a combinacao [FPB-04 + (Tr+Aa) ], promoveu
maior reducdo 46,7% seguido de [FPB-28 + (Tr+Aa) ] (45,02%) e (Tr+Aa) (43,6%).
Observou-se ainda, que nas condi¢Oes avaliadas, os EBEs de macro-basidiomicetos

sozinhos, promoveram reducgdes inferiores quando comparados com (Tr+Aa).

Figura 42 — Redugdo (%) de substancias fenolicas e inibitorias por EBEs de macro-
basidiomicetos e ascomicetos.

100
- Flavodon sp.- FPB 04
|:| Fomes sp. - FPB 28
[ (Tr+Aa)
I (Tr+Aa) + Flavodon sp.- FPB 04 =
80 [ (Tr+Aa)+ Fomes sp. - FPB 28 :

Redugio (%)

Legenda: Simulagdo da hidrolise enzimética a pH 5,0 e 50 °C durante 180 minutos utilizando a
combinacdo de EBE de macro-basidiomicetos e EBE de ascomicetos. Os dados mostrados
representam as médias e desvios de analises realizadas em triplicata. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Do autor (2019).

Compostos fenolicos gerados durante o pré-tratamento de biomassas
lignocelulosicas, reduzem a atividade das celulases, além disso, podem inibir bactérias e
leveduras nos processos fermentativos (KONT et al., 2013; RASMUSSEN, H et al.,
2017).

Foi demostrado que os fenois: vanilina, siringaldeido, acido trans-cinamico e
acido hidroxibenzoico, por exemplo, inibem a hidrélise da celulose em torta imida de
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milho (XIMENES et al., 2010). Estas substancias podem alterar a conformacéo estrutural
das proteinas, levando a sua inativacdo (BOUKARI et al., 2011). Apesar de alguns
estudos indicarem as causas da diminui¢do da eficiéncia de hidrolise, ainda sabe-se pouco
a respeito dos mecanismos envolvidos no processo de inibi¢do enzimatica (AZAR et al.,
2018).

Na natureza, os fungos basidiomicetos, desenvolveram habilidades bioquimicas
para lidar com os produtos da degradagéo da lignina, bem como substancias de defesa das
plantas (SCHMIDT-DANNERT, 2016). Parte do sucesso em lidar com substancias
toxicas, tem sido associado as mono-oxigenases do citocromo P450, que constituem o
sistema de defesa flngico contra xenobidticos (ICHINOSE, 2013).

Os resultados apresentados na Figura 42 demonstram que ha sinergismo entre
EBEs de macro-basidiomicetos e ascomicetos na reducédo de alguns compostos fendlicos.
Nas condicOes testadas, F. fasciatus FPB-28, demonstrou ser um bom candidato para
pesquisas envolvendo inibidores, levando-se em conta que os EBEs dos macrofungos nao
foram otimizados e também o coquetel, como também uma curva analitica de degradacéao
ao longo do periodo de 72 horas, que é o tempo normalmente avaliado em processos de
hidrolise enzimética de biomassas vegetais, previamente pré-tratadas (quimica ou

fisicamente).
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4 CONCLUSAO

Este estudo apresentou vantagens do pré-tratamento biol6gico do cacho vazio de
dendé por meio do cultivo de macro-basidiomicetos, melhorando o processo de
sacarificacdo. O macro-basidiomiceto Flavodon flavus FPB-04 foi a espécie que com 15
dias de pré-tratamento da biomassa, apresentou maior seletividade SLC sobre a lignina
do cacho vazio de dendé. Dessa forma, o objetivo especifico OE4 foi alcancado.
Adicionalmente, o fungo F. fasciatus FPB-28, demonstrou secretar substancias em seu
extrato enzimatico que promovem a reducdo de compostos fenolicos.

Portanto, estes fungos merecem ser melhor investigados, pois, constituem
modelos biotecnolégicos com potencial geracdo de produtos e utilizacdo em
biorrefinarias. Tanto que estes dois macro-basidiomicetos foram selecionados para
realizacdo do sequenciamento de genoma. Tendo assim, a chance de analisar um pouco
mais o potencial destes fungos nos processos de desconstrucdo de biomassa vegetal para
obtencdo de bioprodutos de valor agregado, por meio do arsenal enziméatico/genes que

compde 0 genoma destes macro-basidiomicetos.
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CAPITULO 4 - Sequenciamento, montagem de novo e anotacgéo funcional do

genoma de Flavodon flavus FPB-04
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RESUMO

Flavodon flavus linhagem FPB-04, demonstrou ser seletivo SLC quando cultivado sobre
cachos vazios de dendé, uma biomassa abundante proveniente da agroinddstria de 6leo
de palma (Elaeis spp.). Informacdes preliminares indicaram uma cepa deste fungo,
isolada em ambiente marinho, demonstrando apresentar potencial atividade lignolitica. O
genoma desta espécie foi sequenciado pela equipe do portal Mycocosm onde obtiveram
uma montagem de qualidade e com pouca fragmentacdo. Dessa forma, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de realizar 0 sequenciamento, montagem e anotacdo
(estrutural e funcional) do genoma de F. flavus FPB-04 isolado do cerrado brasileiro.
Utilizando as plataformas de sequenciamento de nova geracdo (inglés, NGS), Pacific
Biosciences (PacBio RS Il1) e Illumina (HiSeq 2500) e uma estratégia de montagem
hibrida com MaSuRCA, obteve-se 30.05 Mb do genoma deste fungo. Além disso, foram
encontradas 8.477 regides codificadoras de proteinas. Analises de similaridade entre as
proteinas preditas no genoma de F. flavus e as sequéncias de proteinas de outros fungos,
depositadas nos bancos de dados publicos, mostraram 77,4 % de hit com fungos da ordem
Poliporales, principalmente, com Phanerochaete carnosa, Sparassis crispa e Trametes
versicolor. De acordo com a analise de categorizacdo funcional, o genoma de F. flavus
FPB-04 mostrou um grande numero de enzimas hidrolases, transferases e oxidoredutases
presentes no genoma deste fungo. Além disso, foram previstos 233 genes que codificam
enzimas ativas de carboidratos (CAZymes). De modo geral, os dados poderdo ser Gteis
como referéncia para o sequenciamento de espécies relacionadas contribuindo com os
estudos sobre a desconstrugdo da biomassa lignoceluldsica, uma vez que F. flavus revelou
ser um fungo seletivo (SLC) para deslignificagdo do CVD.

Palavras Chave: Sequenciamento. Anotacdo funcional. Blast2GO/OmicsBox.

Basidiomicetos.
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ABSTRACT

Flavodon flavus strain FPB-04 is selective SLC when grown on empty palm oil bunches,
abundant biomass from the palm oil agribusiness (Elaeis spp.). Preliminary information
indicated a strain of this fungus, isolated in the marine environment, showing potential
ligninolytic activity. The genome of this species was sequenced by the Mycocosm portal
team where they obtained a quality assembly with little fragmentation. Thus, this work
was developed with the objective of sequencing, assembly, and annotation (structural and
functional) of the genome of F. flavus FPB-04 isolated from the Brazilian cerrado. Using
new generation sequencing platforms (NGS), Pacific Biosciences (PacBio RS II) and
Illumina (HiSeq 2500) and a hybrid assembly strategy with MaSuRCA, 30.05 Mb of the
genome of this fungus was obtained. Also, 8,477 protein-coding regions were found.
Similarity analyzes between the proteins predicted in the F. flavus genome and the protein
sequences of other fungi, deposited in public databases, showed 77.4% of hits with
Poliporales fungi, mainly with Phanerochaete carnosa, Sparassis crispa and Trametes
versicolor. According to the functional categorization analysis, the F. flavus FPB-04
genome showed a large number of hydrolases, transferases and oxidoreductases enzymes
present in the genome of this fungus. Also, 233 genes encoding active carbohydrate
enzymes (CAZymes) have been predicted. In general, the data may be useful as a
reference for the sequencing of related species contributing to studies on the
deconstruction of lignocellulosic biomass, since F. flavus was found to be a selective
fungus (SLC) for CVD delignification.

Keywords: Sequencing. Functional annotation. Blast2GO/OmicsBox.
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1 INTRODUCAO

Na natureza, os macro-basidiomicetos constituem um grupo de fungos capazes de
desconstruir todos os componentes da biomassa lignocelul6sica, por possuirem enzimas
lignoliticas, tais como lacases e peroxidases, em seu arcabouco enzimatico (LIERS et al.,
2011; MARTIN etal., 2011; NAZARPOUR et al., 2013).

Estes fungos sdo decompositores naturais de troncos e folhas na serapilheira de
diferentes tipos de ambientes de floresta. Também apresentam um grande potencial
biotecnoldgico como a remediagdo de residuos industriais, pré-tratamento de biomassas
para geracdo de coprodutos e producdo de enzimas (MANAVALAN; MANAVALAN;
HEESE, 2015; SAHA et al., 2016; YANG et al., 2013). Além disso, algumas espécies
de macrofungos sé@o mais seletivas, agem preferencialmente sobre a lignina, melhorando
0 acesso a celulose e hemicelulose de materiais lignoceluldsicos (GARCIA-TORREIRO
etal., 2016; SAHA etal., 2017; SAHA et al., 2016).

Estudos gendmicos demostraram que estes fungos apresentam genes relacionados
com a degradacéo da lignina (MARTINEZ et al., 2009; MARTINEZ et al., 2004). Em
seguida, uma andlise filogenémica com base na origem dos genes AA2, sugeriu que a
origem desses organismos a cerca de 300 milhdes de anos, coincidindo com o carbonifero
(FLOUDAS et al., 2012).

Assim, nos ultimos anos, os estudos gendmicos envolvendo a classe
Agaricomicetos apresentou um aumento expressivo, iniciando-se com o0 sequenciamento
do genoma de Phanerochaete chrysosporium e atualmente o nimero de genomas so
cresce, revelando as estratégias utilizadas para desconstruir a biomassa e permitindo
estudos comparativos (DE VRIES; GRIGORIEV; TSANG, 2018; OHM et al., 2014;
QIN et al., 2018).

Estas informacdes ajudam na elucidacdo e compreensdo dos mecanismos de
degradacdo da madeira e principalmente, remocédo da lignina, viabilizando aplicactes
biotecnoldgicas e industriais dos macrofungos (PARK, Y.-J.; JEONG; KONG, 2018).
Além disso, é possivel investigar genes relacionados com a formacdo do corpo de
frutificacdo, de interesse do mercado de cogumelos comestiveis, e de modo geral,
permitindo a compreensdo da biologia do desenvolvimento fungico (GUPTA et al., 2018;
KAMADA et al., 2010; OHM et al., 2011; PALMER; HORTON, 2006).

Nossos estudos anteriores revelaram que o pré-tratamento biologico do cacho

vazio de dendé, um abundante residuo da agroindustria do 6leo de palma, com o fungo
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Flavodon flavus FPB-04, isolado do bioma cerrado brasileiro, melhorou sua
digestibilidade na hidrolise. Além disso, o extrato bruto enzimatico, obtido a partir da
fermentagdo em estado solido (SSF) neste material apresentou efeito sinérgico em
combinacdo com as enzimas comercias Celluclast e Novozyme-188 (Sigma-Aldrich), ao
hidrolisar o CVD-AH (Capitulo 2, pagina 111).

Relatos anteriores mostraram que Flavodon flavus (Klotzsch) isolado de ervas
marinhas em Mjimwema, no Oceano indico Ocidental - ao largo da costa de Dar es
Salaam, Tanzéania - também foi estudado por secretar enzimas lignoceluldsicas a atuar
sobre a descoloracdo de efluentes téxteis e corantes sintéticos (MTUI; NAKAMURA,
2008; RAGHUKUMAR et al., 1999).

Desse modo, neste capitulo seré objeto o sequenciamento, montagem de novo e
anotacdo do genoma da linhagem Flavodon flavus FPB-04, por se tratar de um fungo com
caracteristicas promissoras para aplicacao biotecnoldgica na desconstrucao de biomassas

lignocelul6sicas no contexto de plataformas industriais como biorrefinarias.
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2 MATERIAL E METODOS

As etapas experimentais referentes ao isolamento e obtencdo do DNA foram
realizadas nas instalagbes da Embrapa Agroenergia situada em Brasilia — DF. O
isolamento, cultivo e manutencdo da linhagem fangica foram executadas no Laboratorio
de Processos Bioquimicos (LPB), os procedimentos para obtencdo do DNA gendmico
foram realizados no Laboratério de Genética e Biotecnologia (LGB). Ja o
sequenciamento de DNA foi realizado nas empresas contratadas Genone

(http://www.genone.com.br) e Uniscience (http://uniscience.com.br/).

2.1 Estimativa taxondmica dos macro-basidiomicetos

A identificacdo molecular em nivel de espécie é possivel através do
sequenciamento de regides conservadas. As sequéncias obtidas sdo confrontadas com
bases de dados curadas para confirmagdo por meio da similaridade. Nem sempre é
possivel identificar o género e espécie a partir de uma Unica regido amplificada,
permitindo apenas chegar ao género, dessa forma, é prudente tratarmos a identificagéo
Ccomo “‘estimativa taxondmica” como ocorreu no presente trabalho onde sequenciou-se a
regido ITS (Internal transcribed spacer) do DNA ribossomal das 8 linhagens de macro-
basidiomicetos selecionados a partir do screening em residuos da dendecultura (capitulos
2e3).

2.1.1 Extragao do DNA gendmico

Para extracdo do DNA os fungos FPB-04; FPB-26; FPB-28; FPB-109; FPB115;
FPB-116; FPB-125 e FPB-132 foram cultivados em placa de Petri contendo meio BDA
durante 10 dias. Apo0s colonizacdo do meio de cultura, foram retirados 4 discos (7 mm
de didmetro) contendo micélio (in6culo) e transferidos para um cultivo liquido em frascos
tipo Erlenmeyer (250 mL) com 50 mL de meio de cultura extrato de malte (20 g L™). Os
frascos foram incubados a 28°C e 150 rpm por 15 dias. Ap0s 0 crescimento, a massa
micelial foi filtrada (em papel filtro) e lavada com &gua ultrapura estéril para remogéo de
meio de cultura remanescente. As amostras das massas miceliais foram acondicionadas

em papel aluminio, mantidas em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80 °C.


http://uniscience.com.br/
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Para extracdo do DNA, os micélios foram triturados em cadinho com nitrogénio
liquido e em seguida submetidos a extracdo de acidos nucléicos com fenol/cloroférmio
(RAEDER; BRODA, 1985). As amostras foram tratadas com RNAse A (Thermo®). Na
sequéncia, a qualidade do DNA gendmico foi avaliada em gel de agarose 1%, em
eletroforese utilizando o DNA de bacteriofago lambda com concentragdes conhecidas

como marcador.

2.1.2 Amplificagdo de fragmentos por PCR (Reagdo em cadeia da polimerase),

purificacdo, sequenciamento e alinhamento em bases de dados

A partir do DNA genémico de cada isolado, foram amplificadas regides 1TS1-
5.8S-ITS2 utilizando os primers ITS1-F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’)
(GARDES; BRUNS, 1993) e ITS4-R (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%) (WHITE
etal., 1990) os quais amplificam uma regido de aproximadamente 600 pb. A amplificacdo
ocorreu em uma reacdo constituida de 0,2mM de DNTPs; 3,7mM de MgCl,, tampéo 1x
(200mM Tris- HCL pH 8,4, 500 mM KCI) (Promega®); 1,5 U.uL* de Platinum DNA
Polimerase (Invitrogen®); 0,8 uM de cada primer e 20 ng de DNA gendmico quantificado
em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies®). A reacdo de PCR
foi realizada em termociclador (Applied Biosystems® Foster City, CA) seguindo
temperatura de desnaturacéo inicial a 94°C por 4 minutos; 30 ciclos de desnaturacédo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30
segundos, e extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1%, corados com
brometo de etidio e fotodocumentados sob luz UV. Os produtos de amplificagdo (100 pL)
foram purificados utilizando Quick Gel Extraction & PCR Purification Kit (Invitrogen®).

As amostras foram sequenciadas na empresa Myleus Biotechnology (www.myleus.com)

por meio de eletroforese capilar utilizando o equipamento ABI3730. Os polimeros
utilizados para o processo de sequenciamento foram o POP7 e o BigDye v3.1. As
sequéncias obtidas foram analisadas no software Geneious (versdo R11) e confrontadas
com o0s bancos de dados: NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov), CBS
(www.westerdijkinstitute.nl/collections), e BOLD Systems
(http://www.boldsystems.org/), possibilitando a identificacdo das linhagens em nivel de
género através da ferramenta de busca de alinhamento béasico local (BLAST).


http://www.myleus.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.westerdijkinstitute.nl/collections
http://www.boldsystems.org/
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2.1.3 Construcéo de arvore filogenética

Para construcdo da arvore filogenética, utilizou-se os dados da regido ITS do
rDNA obtidos com a estimativa taxonémica da linhagem FPB-04 (Flavodon flavus)
(fungo selecionado para sequenciamento do genoma com base na maior seletividade
lignina/celulose — SLC). Também, utilizou-se sequéncias desta regido de outras espécies
da ordem Poliporales, disponiveis no banco de dados GenBank. Posteriormente, foram
realizados alinhamentos utilizando o software Geneious (versdo R11), com o modelo de
distancia genética Tamura-Nei (TAMURA,; NEI, 1993) e método de construcdo de arvore
Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987).

2.2 Linhagem fangica selecionada, condicGes de cultivo e obtencdo de micélio
O basidiomiceto Flavodon flavus FPB-04 isolado do cerrado brasileiro, foi

cultivado em placas de petri contendo meio BDA e mantido em camara fria a 4 °C
(FIGURA 43 A-B).

Figura 43 — Fotografia de Flavodon flavus FPB-04.
— —

- Th L TLEY
Legenda: (A) F. flavus colonizando e frutificando sobre o cacho de dendé e (B) crescimento in
vitro em meio BDA.

Fonte: Do autor (2019).

Adicionalmente, discos de @ 7mm do micélio foram armazenados em criotubos
de 2 mL com agua destilada autoclavada (CASTELLANI, 1967) em temperatura
ambiente. Para obtencdo do DNA gendmico, o fungo foi cultivado em meio liquido caldo
de batata (KASVI®) e extrato de malte (20 g L) (Sigma-Aldrich®).
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Os cultivos foram realizados em frascos erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL
do meio de cultura. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C, 1 atm durante
30 minutos. Apds resfriamento do meio, empregou-se 10 discos miceliais @ 7 mm do
fungo em cada frasco. Posteriormente, foram mantidos em shaker de bancada a 28°C
e 128 rpm durante 10 dias para obtencdo de micélios. Decorrido o tempo de cultivo, os
micélios foram obtidos por meio de filtragdo e o meio de cultivo remanescente foi
removido através de lavagem com agua ultrapura estéril. Os micélios foram triturados em
almofariz com pistilo e nitrogénio liquido. Finalmente, cerca de 100 mg do macerado foi
capturado em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, mantidos em nitrogénio e armazenados em

ultrafreezer a - 80 °C até 0 momento das extracoes.

2.3 Obtencdo do DNA genbémico

Para isolamento de DNA gendmico, ao macerado obtido adicionou-se 700 pL de
tampdo CTAB (2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, EDTA 25 mM pH 8,0, NaCl 2 M,
polivinilpirrolidona — PVP 2,5%) e 0,2 pL de B-mercaptoetanol obtendo-se uma
concentragéo final de 0,2%. A incubagéo ocorreu durante 40 minutos e os tubos foram
agitados vigorosamente a cada 10 minutos. Decorrido o tempo de incubacédo, adicionou-
se 700 pL da solucdo de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 (CIA), agitou-se
vigorosamente e os tubos foram deixados em posic¢éo horizontal em capela de exaustao
por 15 minutos. Os tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos a4 °C e a fase
superior foi coletada.

Em seguida, adicionou-se 1,5 uL. de RNAse A (Thermo ®) nos sobrenadantes
coletados e os tubos foram incubados a 37°C durante 40 minutos em banho seco.
Adicionou-se entdo, 0,6 volumes de isopropanol e armazenou-se em freezer a -20 °C
durante 2 horas. Apds este tempo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, 4 °C por
15 minutos e o sobrenadante descartado cuidadosamente. O pellet foi lavado com 1 mL
de etanol 100% e posteriormente com 1 mL de etanol 70 %. Apds secagem, os pellets
foram ressuspendidos em tampéao TE (EDTA 1mM pH 8,0, Tris-HCI 10 mM pH 8,0) e a
qualidade e integridade do DNA obtido foram avaliadas em espectrofotdmetro NanoDrop

e gel de agarose 1%.
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2.4 Preparos das bibliotecas e sequenciamento na plataforma Illumina (HiSeq 2500)

As amostras foram enviadas para sequenciamento na empresa Genone
(http://www.genone.com.br/). Apos avaliacdo da qualidade, o DNA foi fragmentado por
enzima de restricdo. A construcdo das bibliotecas de DNA ocorreu por meio dos
processos de reparo final havendo a adicao de adaptadores nas extremidades, purificacao
e amplificacdo por PCR. As bibliotecas foram sequenciadas por sequenciador Illumina
de alto rendimento empregando-se a estratégia paired-end.

As sequéncias geradas (reads brutos), foram filtradas eliminando aquelas
contendo adaptadores, reads contendo N > 10% e reads com baixa qualidade (Qscore <
5) (ERLICH et al., 2008; HANSEN; BRENNER; DUDOIT, 2010; JIANG etal., 2011;
YAN et al., 2013). Os dados brutos obtidos foram entdo registrados em 2 arquivos
FASTQ, um contendo a orientagdo foward dos fragmentos sequenciados e outro com a
orientacdo reverse (COCK et al., 2009).

2.5 Preparos das bibliotecas e sequenciamento na plataforma PacBio

Amostras do DNA obtido, nos mesmos moldes citados anteriormente (2.2), foram
enviadas para  sequenciamento PacBio pela  empresa Uniscience
(http://uniscience.com.br/). As construcdes das bibliotecas ocorreram de acordo com as

instrucdes do kit PacBio Library Preparation®.

2.6 Analises de qualidade das sequéncias obtidas com a plataforma Illumina

O controle de qualidade das sequéncias foi realizado utilizando FastQC (verséo
0.11.7) para verificar a presenca de possiveis contaminantes, baixa qualidade de leitura e
artefatos de PCR, contetdo de GC, presenca de adaptadores e k-mers super-representados
(ANDREWS, 2010). Adicionalmente realizou-se a trimagem das sequéncias utilizando o
Trim Galore (versdo 0.4.4) (KRUEGER, 2012) para remogé&o de nucleotideos com baixa

qualidade no final das sequéncias e adaptadores.


http://www.genone.com.br/
http://uniscience.com.br/
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2.7 Montagem hibrida do genoma de Flavodon flavus

Empregou-se uma estratégia de montagem hibrida utilizando o MaSuRCA
(ZIMIN et al., 2013) combinando-se leituras curtas obtidas por Illumina (short-read) e
leituras de maior comprimento obtidas pela tecnologia PacBio (long-read) (ANTIPOV et
al., 2015) k-mers (21, 33, 55, 77, 99 e 127). A qualidade da montagem, antes e ap0s
trimagem, foi avaliada (GUREVICH et al., 2013).

2.8 Anotacao estrutural e predicédo de genes

Foi realizada a anotacdo estrutural do genoma, a fim de prever genes presentes no
genoma de F. flavus. Para realizar a predicdo ab initio, foi utilizado o software
Blast2GO/OmicsBox (CONESA et al., 2005) que contém o algoritmo Augustus (versdo
3.0.3) (HOFF; STANKE, 2013) (genefind > Eukaryotic GeneFinding). Para identificar
genes com maior precisao, Phanerochaete chrysosporium (Poripolares) foi escolhido
como género relacionado. Foram realizadas buscas por genes completos em ambas as

cadeias para obtencao do numero de proteinas.

2.9 Anotacao Funcional

Utilizando o software Blast2GO/OmicsBox , por meio do algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990), foi realizada uma busca
por similaridade entre as sequéncias de proteinas encontradas no genoma de Flavodon
flavus contra o banco de dados de proteinas ndo redundante (nr) do NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Posteriormente foi realizada a anotacdo com
InterProScan a fim de recuperar informacdes de dominio/motivos de maneira sequencial.
Os termos GO correspondentes foram transferidos para as sequéncias e mesclados com
os termos GO existentes.

A prdéxima estratégia consistiu no mapeamento de ontologia genética (inglés, GO)
e recuperacéo dos termos GO associados aos hits obtidos pela pesquisa do BLAST. Foram
realizadas 4 etapas de mapeamento distintas. Na etapa 1 os acessos obtidos com o BLAST
foram usados para recuperar nomes de genes ou simbolos, empregando-se dois arquivos
de mapeamento fornecidos pelo NCBI (gene_info, gene2accession). Os nomes dos genes

identificados foram pesquisados do banco de dados do Gene Ontology.
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Na etapa 2, as identidades (IDs) principais do BLAST foram utilizadas para
recuperar IDs UniProt (Universal Protein Resource) por meio de um arquivo de
mapeamento de PIR (Non-redundant Reference Protein Database) incluindo PSD,
UniProt, Swiss-Prot, TTEMBL, RefSeq, GenPept e PDB. Na etapa 3, os acessos foram
pesquisados diretamente na tabela dbxref da base de dados do GO e finalmente, na etapa
4 foi realizada uma pesquisa na Tabela de produtos génicos da base GO empregando-se
0s acessos do BLAST.

Entdo, procedeu-se com a anotacdo funcional onde os termos GO foram
selecionados do pool GO obtido anteriormente e atribuidos as sequéncias de consulta. A
regra de anotagdo (inglés, AR) empregada no Blast2GO/OmicsBox busca encontrar
anotacOes mais especificas com certo nivel de confiabilidade. Para cada candidato, uma
pontuacdo de anotacdo (inglés, AS) foi calculada. O AS é composto por dois termos
aditivos, o primeiro, termo direto (inglés, DT), refere-se a maior similaridade de acertos
deste GO ponderado por um fato correspondente ao EC (1).

O segundo termo (AT) do AS forneceu a possibilidade de abstracdo. Isso foi
definido como uma anotacdo para um né pai (parent node) quando varios nés filhos
(children node) estiveram presentes na colecdo de candidatos GO (2). Este termo entdo
multiplica o numero total de GO unificados no né por um fator de peso GO definido
previamente. Finalmente, o AR seleciona o menor termo por ramificagdo que fica acima

de um limite definido (3). DT, AT e os termos AR sdo definidos da seguinte forma:

DT = max (similarity x EC wheight) 1)
AT = (#GO-1) x GO wheight 2
AR: lowest.node (AS (DT+AT)) > threshold (3)

As sequéncias de proteinas de F. flavus com similaridade significativa com as
sequéncias de proteinas depositadas nos bancos de dados, foram analisadas quanto a sua
categorizacao funcional (processo biolédgico, fungdo molecular e componente celular) por
meio do Gene Ontology (GO).

Figuras obtidas no software Blast2GO/OmicsBox apresentam informacgdes em
inglés, ndo permitindo sua modificagdo. A fim de facilitar a leitura e compreensao, 0s

principais resultados encontram-se descritos no texto que as antecede.
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2.9.1 Codigos Enzimaticos (EC)

A busca por cddigos de enzimas (inglés, EC) foi realizada também no software
através de busca na base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
(KANEHISA; GOTO, 2000) permitindo a obtencao de “Kegg Maps”, e visualizacdo de

vias metabolicas em que a(s) sequéncia(s) ou seu(s) produto(s) atua(m).

2.9.2 Identificacao de enzimas ativas de carboidratos CAZymes

Os genes associados a hidrolases de glicosideos (GHSs), esterases de carboidratos
(CEs), liases de polissacarideos (PLs), glicosiltransferases (GTs), atividades auxiliares
(AA) e modulos de ligacdo a carboidratos (CBMs), foram anotados através do meta
servidor gratuito dbCAN2 (http://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php) (YIN et al., 2012;
ZHANG et al., 2018) que integra trés ferramentas / bancos de dados de ultima geracéo:
HMMER (pesquisa contra banco de dados dbCAN HMM - Hidden Markov Model),

DIAMOND (busca contra o banco de dados de sequéncia CAZyme pré-anotada de

CAZy) e Hotpep (busca contra o banco de dados de peptideos curtos CAZyme

conservados).

2.9.3 RNAs funcionais

A busca por familias de RNAs funcionais (RNA néo codificantes, elementos cis-
regulatorios estruturados e self-splicing RNAs) foi realizada no Blast2GO/OmicsBox
executando o Rfam (KALVARI et al., 2017; KALVARI et al., 2018; NAWROCKI et
al., 2014).


http://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estimativa taxondmica de basidiomicetos

As estimativas da classificagdo taxondmica dos macro-basidiomicetos (FPBs)
selecionados a partir dos cultivos em placa e em estado solido, foram obtidas a partir da
amplificacdo da regido ITS do DNA ribossomal, conforme apresentacdo feita na Tabela
7. Entre as 08 linhagens de macro-basidiomicetos selecionadas foram identificados pelo
menos seis géneros, tais como: Flavodon, Fomes, Pleurotus, Trametes, Pycnoporus e
Coprinus sp. A identificacdo molecular a nivel de espécie ndo foi possivel para a maioria
das linhagens em funcéo da limitacdo da comparacao de apenas sequéncia de uma regiao.
Né&o foram obtidas sequencias de qualidade da linhagem FPB-26 o que impossibilitou sua
identificacéo.

Tabela 7 — Estimativa taxondmica dos isolados fangicos de macro-basidiomicetos

(FPBs) por comparacdo das sequéncias obtidas com a amplificacdo da
regido ITS 1 e ITS 4 e aquelas depositadas em bases de dados. (continua)

Isolados FPBs Géneros provaveis!

Cadigo NCBI CBS BOLD Systems
FPB-04 Flavodon flavus Flavodon flavus Flavodon flavus
FPB-26 Nd Nd Nd
FPB-28 Fomes fasciatus Fomes fasciatus Fomes fasciatus
FPB-109 Pleurotus sp. Pleurotus sp. Pleurotus sp.
FPB-115 Trametes sp. Pycnoporus sp. Pycnoporus sp.
FPB-116 Pycnoporus sp. Pycnoporus sp. Pycnoporus sp.
FPB-125 Coprinus sp. Coprinus sp. Coprinus sp.
FPB-132 Pleurotus sp. Pleurotus sp. Pleurotus sp.

Legenda: 'Os géneros descritos apresentaram similaridade superior a 98% com isolados
depositados nas bases de dados. Nd: N&o determinado.
Fonte: Do autor (2019).

O emprego de marcadores ribossomais sdo menos passiveis de problemas (falhas
no primer, auséncia de produtos de PCR e duplicacdo de bandas) durante a amplificacdo
por PCR quando comparados com marcadores que codificam proteinas (SCHOCH et al.,
2012). Além disso, o reino Fungi apresenta grande diversidade filogenética e ainda ndo
foi descrito um Gnico marcador para o reino, sendo preciso o emprego de dois ou mais
marcadores para atingir melhor precisdo na identificacdo molecular (BADOTTI et al.,
2018; ZHAO et al., 2011).
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De modo geral, a estimativa taxonémica obtida, nos permitiu conhecer géneros de
macro-basidiomicetos da biodiversidade do bioma Cerrado brasileiro e/ou adquiridos em
compras em feiras (cogumelos comestiveis), que podem ser utilizados nas pesquisas e
processos, tal como pré-tratamento biologico de biomassas lignoceluldsicas para
obtencdo de bioprodutos de valor agregado, como acucares sollveis fermentesciveis,
entre outros.

Apesar disso, para completa identificacdo desses fungos a nivel de espécie, é
preciso utilizar outros marcadores além do ITS. Para isso, sdo utilizados outros
iniciadores que amplificam parcialmente a segunda subunidade maior da RNA
polimerase (RPB2), genes B-tubulina, calmodulina, entre outros (XU, 2016).

Paralelamente a identificacdo por meio de regides do DNA, nos Gltimos anos
houve rapida evolucdo das tecnologias genémicas, permitindo acesso ao sequenciamento
genémico completo de diferentes organismos. Em relacdo aos macro-basidiomicetos 0s
genomas sequenciados tém revelado insights sobre o processo de colonizacdo e
desconstrucédo da lignocelulose (CHEN et al., 2016; FERNANDEZ-FUEYO et al., 2012;
STAJICH, 2017; YANG etal., 2016).

3.1 Filogenia de Flavodon flavus

A arvore obtida evidenciou que F. flavus FPB-04 esta filogeneticamente
relacionado com F. flavus KJ654386.1 e Ceriporia sp. também encontra-se préximo de
Irpex lacteus (FIGURA 44).
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Figura 44 — Arvore filogenética baseada na regido I1TS do rDNA mostrando a posi¢io
filogenética de F. flavus FPB-04.

Abortiporus biennis (LN714515.1)
Cerrena unicolor (LC415542.1)

Albatrellus peckianus (FJ439513.1)
Leptoporus mollis (KU668974.1)
I: Phlebia radiata (AB084619.1)
Phlevia brevispora (AB084616.1)
Phlebia centrifuga (L43380.1)

Antrodia sinuosa (LN997711.1)
Dichomitus squalens (AM988624.1)

—'7 Lentinus tigrinus (GU207255.1)
Polyporus brumalis (KX851612.1)
Pycnoporus cinnabarinus (AF363769.1)
—‘—— Trametes pubescens (KJ668443.1)
Fomitopsis pinicola (FR717226.1)
Sparassis latifolia (LC164317.1)
— | Phanerochaete chrysosporium (HQ188432.1)
L Phanerochaete chrysosporium (HQ188433.1)
Phlebiopsis gigantea (LC415499.1)
Flavodon flavus (AB971171.1)
— Flavodon flavus (LC415458.1)
Flavodon flavus (LC415547 .1

Bjerkandera adusta (AB592333.1)
Ceriporia viridans (KJ668563.1)

Ceriporia sp. (KF541327.1)
H <|_{7Flavodon flavus (KJ654386.1)
Flavodon flavus FPB 04

Irpex lacteus (LC317626.1)
Flavodon ambrosius (LC216231.1)

Phanerochaete carnosa (KJ714007.1)
Trametopsis cervina (KJ668438.1)

0.07
Legenda: As sequéncias foram submetidas a andlise filogenética utilizando Geneious R11 para
construir uma arvore de unido de vizinhos mais proximos. Os nimeros de acesso do GenBank
para cada cepa estdo listados entre parénteses. A barra de escala representa a substitui¢do de 0,07
nucleotideos por posigéo de nucleotideo.
Fonte: Do autor (2019).

O género Flavodon pertence a familia Irpicaceae (ordem Poliporales), assim como
fungos do género Irpex, Ceriporia, Byssomerulius, Efibula, Gloeoporus,
Hydnopolyporus, Leptoporus, Meruliopsis e Trametopsis (SPIRIN, 2003). Contudo, a
inclusdo de géneros de outras familias em Irpicaceae foi recentemente questionada
(JUSTO et al., 2017). Fungos desta familia (Irpicaceae), sdo considerados de podridao
branca, com excec¢do do género Lepdoporus de podridao parda.

A caracterizagdo molecular de uma cultura de Flavodon flavus, proveniente da

Jamaica, foi realizada por Miettinen e colaboradores (2012), levando-os a incluirem esta
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especie ao lado de Irpex lacteus, uma espécie presente no clado flebdide dos Poliporales
(BINDER et al., 2013) (MIETTINEN et al., 2012). Nesse sentido, analises filogenéticas
moleculares, colocaram a espécie Flavodon ambrosius em uma linhagem com F. flavus
se tratando de uma nova espécie (SIMMONS et al., 2016).

3.2 Qualidade do DNA genémico

Apos cultivo de discos miceliais de F. flavus em meio extrato de malte durante 10
dias foi possivel obter massa micelial suficiente para extracdo de DNA gendmico. Foram
obtidos 292 ng puL* de DNA gendmico de boa qualidade e integridade conforme gel de

agarose mostrado na Figura 45.

Figura 45 — Qualidade do DNA gendmico de F. flavus.
M  FPB 04

Legenda: Gel de agarose 1% com 1 pL de DNA gendmico de F. flavus FPB-04 M: Marcador
GeneRuler™ 1 kb Plus Thermo Fisher Scientific ™.
Fonte: Do autor (2019).

3.3 Qualidade das sequéncias ap0ds o sequenciamento na plataforma Illumina

Foram obtidas 19.814.265 sequéncias com comprimento de 150 pb e % GC = 50.

3.4 Sequéncias obtidas com o sequenciamento PacBio

Com o sequenciamento PacBio, obteve-se um total de 424.061 sequéncias com
comprimento médio de 4624,147722 pb variando de 50 a 234.279 pb (FIGURA 46).
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Figura 46 — Distribui¢do do tamanho das sequéncias com o sequenciamento PacBio

150 - 500 pb
PacBio 501-1000ph

1001 -5000ph

5001 -234279 pb

Fonte: Do autor (2019).

3.5 Montagem hibrida

Os resultados obtidos com a montagem hibrida (sequéncias Illumina + PacBio),

utilizando o SPAdes estdo exibidos na Tabela 8.

Tabela 5 — Caracteristicas Gendmicas do basidiomiceto F. flavus.

Caracteristicas Gerais
Tamanho total do genoma (pb) 30.057.423
NUmero de Scaffolds 1.448
Tamanho do maior Scaffolds (pb) 88.711
Tamanho do menor Scaffolds (pb) 2.963

N50 (pb) 25.841
Conteudo de GC (%) 50.95
N° de sequéncias codificadoras 8.477

Legenda: N50 = Tamanho minimo dos Scaffolds que cobrem 50% do total de bases montadas.
Fonte: Do autor (2019).

Os principais fungos desconstrutores de biomassas lignocelulésicas pertencem a
classe Agaricomicetos (Basidiomicetos). Esta classe possui cerca de 21.000 espécies e
em sua maioria atuam sobre a madeira morta (KRAH et al., 2018). O tamanho do genoma
desses fungos varia de 20 Mb até cerca de 200 Mb e o nimero de regides codificadoras
varia de 9.501 a 39.074 (L1 et al., 2018).

O emprego de duas plataformas de sequenciamento de nova geragéo, Illumina
HiSeq 2500 e PacBio RS I, possibilitou a montagem hibrida de novo do genoma do fungo

de podridao branca F. flavus linhagen FPB 04 que apresentou tamanho de 30.05 Mb. O
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tamanho é superior ao encontrado recentemente e disbonibilizado no portal MycoCosm
(genome.jgi.doe.gov/programs/fungi) o qual possui 31,51 Mb.

As informacdes do sequenciamento de F. flavus 38 v.1.0 disponiveis no portal
(https://genome.jgi.doe.gov/mycocosm/home) sugerem uma montagem completa onde
foram obtidos 29 scaffolds e auséncia de “gaps”. Na montagem de genomas, algumas
divergéncias sdo comuns devido a utilizacdo de diferentes estratégias de sequenciamento
(plataformas), montadores e preditores (GUO et al., 2016; NAGARAJAN; POP, 2013).
No presente trabalho utilizou-se 2 plataformas de sequenciamento (lllumina e PacBio)
enguanto que o sequenciamento de F. flavus 38 empregou-se a plataforma PacBio e o
programa Falcon para montagem.

Adicionalmente, realizou-se uma comparag¢do com o tamanho médio de genomas
e numero de regibes codificadoras de macro-basidiomicetos publicados, que pertecem a
mesma classe de F. flavus. Observa-se que o tamanho médio dos genomas € de 40 Mb
excetuando-se Sphaerobolus stellatus (176.37) e Fibulorhizoctonia sp. (95.12)
(TABELA 9).

Tabela 6 — Espécies pertencentes a familia Agaricomicetos que tiveram 0s genomas
sequenciados e publicados nos Gltimos 5 anos. (Continua)

Genoma  N°de regides

Espécie (Mb) codificadoras Referéncia
Flavodon flavus 30.05 8.477 Este trabalho
Fomes fasciatus 49.08 13.737 Este trabalho (capitulo 5)
Flavodon flavus 38 v 1.0 31.51 11.282 genome.jgi.doe.gov
Polyporus inverno 45.71 18.244 (MIYAUCHI et al., 2018)
Serpula himantioides 45.97 13.805 (BALASUNDARAM et al., 2018)
Phlebia centrifuga 34.84 13.785 (MAKELA et al., 2018)
Trametes pubescens 39.75 14.451 (GRANCHI et al., 2017)
Lentinula edodes 46.10 14.002 (PARK et al., 2017)
Rhizopogon vinicolor 36.10 14.469 (MUJIC et al., 2017)
Obba rivulosa 34.03 13.206 (MIETTINEN et al., 2016)
Phlebia radiata Fr. 40.40 14.629 (KUUSKERI et al., 2016)
Pleurotus ostreatus 35.63 12.206 (ALFARO et al., 2016)
Fibulorhizoctonia sp. 95.12 32.946 (NAGY etal., 2015)
Sphaerobolus stellatus 176.37 35.274 (KOHLER et al., 2015)
Fistulina hepatica 33.84 11.244 (FLOUDAS et al., 2015)

Phanerochaete chrysosporium 35.14 13.602 (OHM et al., 2014)



https://genome.jgi.doe.gov/mycocosm/home
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3.6 Anotacao estrutural do genoma de F. flavus

Foram previstos um total de 8.477 regides codificadores de proteinas (CDS). As
informacdes referentes as acGes do projeto utilizando as ferramentas do software

Blast2GO/OmicsBox podem ser visualizadas na Figura 47.

Figura 47 — Resumo das etapas executadas no Blast2GO/OmicsBox .

Sequences
0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 5,000 7,000 8,000
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With InterProScan

With Blast Hits

With Mapping

With Annotation

Fonte: Do autor (2019).

As proteinas preditas foram analisadas quanto a similaridade contra os bancos de
dados de sequéncias de proteinas ndo redundantes (nr) do NCBI. Do conjunto de
sequéncias que apresentaram hits no BLAST, 3.714 apresentaram similaridade
significativa (e-value < 10 com sequéncias de proteina de Phanerochaete carnosa
HHB-10118-sp, 799 com sequéncias de proteinas de Sparassis crispa, 514 com Trametes
versicolor FP-101664 SS1 e 2.576 com outros fungos (FIGURA 48).
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Figura 48 — Resultado da busca por similaridade das sequéncias de F. flavus contra

sequéncias da base de dados NCBI.
#BLAST Top-Hits
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Phanerochaste carnosa HHE-10118-sp
Sparassis crispa

Trametes versicolor FP-101664 551
FPostia placerta MAD-E38-R-5B812
Dichomitus squalens LYAD-421 551
Fibroporia radiculesa

Glosophyllum trabeum ATCC 11539
Heterobasidion irregulare TC 32-1
Stereum hirsutum FP-51666 551
Serpula lacrymans var. lacrymans 57.9
Punctularia strigosezonata HHE-11173 555
Laccaria bicolor §238MN-H82

Coniophora puteana RWD-64-398 552
5 chizaphyllum commune H4-8
Fornitiporia mediterranea MF3/22
Coprinopsis cinerea okayama7#130
Agaricus bisporus var. bisporus H37
Agaricus bisporus var. burnetti|B137-58
Kwoniella dejecticola CES 10117
Acaromyces ingoldii

Anthracacystis flocculosa PF-1
Cutaneotrichosparon aleaginosum
Apictrichum porosum

Kwaniella mangroviensis CBS 8507
Trichasparon asahil var. asahil CBS 2479
Kockovasla imperatas

Rhadatarula grarinis WP 1

Tilletiaria anomala UBC 951

Malassezia restricta

athers

Species

Legenda: Sequéncias de proteinas do genoma de F. flavus contra sequéncias de proteinas ndo
redundantes da base de dados NCBI por meio do algoritmo BLASTp. No eixo y sdo mostradas as
espécies com maior frequéncia na busca por similaridade. No eixo x sdo mostrados 0s himeros
de proteinas encontradas para cada espécie.

Fonte: Do autor (2019).

A similaridade das sequéncias de F. flavus com sequéncias destas espécies, se
justifica pelo fato de serem basidiomicetos muito estudados e por isso, apresentam muitas
sequéncias depositadas em bancos de dados.

Desde a publicacdo do genoma de P. chrysosporium em 2004, as sequéncias de
basidiomicetos tem aumentado nos Gltimos anos (OHM et al., 2014). Posteriormente, P.
carnosa teve seu genoma sequénciado em 2012 revelando um conjunto completo de
enzimas ativas de carboidrato (CAZymes), que atuam na conversdo da lignocelulose,
evidenciou também, um grande contingente de monoxigenases do citocromo P450
(HUANG et al., 2018; JURAK et al., 2018; SUZUKI et al., 2012). Trata-se, portanto,
de um género muito estudado tendo em vista a dindmica de desconstrucdo da madeira
utilizado pelas espécies.

O cogumelo medicinal “couve flor” Sparassis crispa, tem sido muito estudado
inclusive em nivel de genoma devido a substancias com propriedades farmacoldgicas
(antitumoral, antiangiogénica, antimetastatica, antimicrobiana, antiviral, antioxidante,
anti-hipertensiva, antidiabética e antialérgica) (KIYAMA et al., 2018). Em relacdo a
Trametes versicolor, este consiste em um basidiomiceto que apresenta producdo de
lacase, uma enzima oxidativa de interesse para o tratamento de xenobioticos industriais

além de atuar sobre a lignina de materiais lignocelulésicos (BECK et al., 2018).
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3.7 Classificagdo funcional das proteinas preditas

Com o InterProScan foi possivel classificar as sequéncias proteicas recuperando
informacBes como familia, presenca de dominios e sitios conservados. Para isto, 0
Blast2GO/OmicsBox  utiliza modelos preditivos, reportados como assinaturas,
disponibilizados por varias bases de dados que integram o consorcio InterPro (FINN et
al., 2016).

Os resultados mostraram que 344 sequéncias proteicas de F. flavus que pertencem
a superfamilia homoéloga “Loop-P contendo nucleosideo trifosfato hidrolase (IPR
027417)” e 253 sequéncias pertencem a “superfamilia de dominios de ligagdo NAD (P)
(IPR 036291)”. Foram atribuidas familias especificas para um certo ndmero de
sequéncias proteicas, contudo, com representacGes inferiores a estas (somadas em
“outros” inglés, others) (FIGURA 49).

Figura 49 — Numero de sequéncias pertencentes a uma familia IPS especifica.
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(IPRO01128) Cytochrome P450 I
{IPRO36188) FAD/MADIP)-binding damain superfarrily { [l
(IPR0O17853) Glycoside hydrolase superfamily I
{IPRO12337) Ribonuclease H-like superfamily .
(IPROZ1105) Aspartic peptidase domain superfamily {[i
i
1
|
1
|

IPS Family

(IPR0O36397) Ribonuclease H superfamily

(IPRO11990) Tetratricopeptide-lke helical doma...
(IPROL1701) Major facilitator superfamily

(IPR002247) Short-chain dehydrogenasejreductase SOR
(IPRO119289) Armadila-like helical

ctners |
Fonte: Do autor (2019).

De modo semelhante, a maior parte das proteinas (145) e (129) pertencem aos
dominios “Proteina kinase (IPR 000719)” e “Superfamilia de facilitadores principais (IPR
020846)”, respectivamente. A soma do numero de proteinas com representacoes

inferiores de outros dominios é apresentada em “outros” (FIGURA 50).
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Figura 50 — Numero de sequéncias que pertencem a um dominio IPS especifico.
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Fonte: Do autor (2019).

Em relacdo a distribuicdo das repeti¢cdes IPS, o nimero de sequéncias de proteinas
que apresentam o motivo “WD40 (IPR 001680)” € predominante (103 proteinas
representadas). Em seguida, as sequéncias com 0s motivos repeticdo da proteina G beta
WD-40 (IPR 020472), uma proteina envolvida na transferéncia de energia (substrato
mitocondrial / portador de soluto) (IPR 018108) e o motivo repeticdio do
tetratricopeptideo (IPR 019734) também se destacaram no conjunto com 42, 36 e 32

proteinas, respectivamente (FIGURA 51).

Figura 51 — NUmero de sequéncias pertencentes a uma repeticdo IPS especifica
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Fonte: Do autor (2019).
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Em relacdo aos sitios, 89 sequéncias estdo representadas no “sitio ativo da
serina/treonina — proteina kinase (IPR008271) ” e outras 77 no “sitio de ligacdo de ATP
— proteina kinase (IPR017441) ” (FIGURA 52).

Figura 52 — Distribuicéo de sitios InterProScan
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Fonte: Do autor (2019).

Os dominios encontrados com a consulta na base Pfam evidenciaram os dominios
proteina kinase (PF00069) e citocromo P450 (PF00067) como os dominios mais
representados com 115 e 110 proteinas, respectivamente. (FIGURA 53).

Figura 53 — Dominios InterProScan recuperados da base de dados Pfam.
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{
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Fonte: Do autor (2019).



174

3.8 Mapeamento de Ontologia Genética

O mapeamento foi realizado com parametros padrdo do software
Blast2GO/OmicsBox recuperando os termos do Gene Ontology (GO) associados a cada
sequéncia. As bases de dados consultadas e a quantidade de termos encontrados em cada
uma pode ser visualizado na Figura 54. Percebe-se que a Base InterPro apresentou maior
namero de termos associados as sequéncias de F. flavus (18.641) seguido da Base UniProt
(11.756) e EnsemblFungi (2.350).

Figura 54 — Distribui¢do do nimero de anota¢Ges
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EnsemblFungi

Databases

GO_Central

Legenda: (Termos GO) recuperadas dos diferentes bancos de dados.
Fonte: Do autor (2019).

3.9 Anotacdo de ontologia genética

Foram obtidas 23.947 anotacGes distribuidas em trés categorias (Componente
Celular, Funcdo molecular e Processo bioldgico) o nivel hierarquico 03 do GO (FIGURA
55). Algumas proteinas foram anotadas em mais de uma categoria, contudo, Processos
Bioldgicos foi a categoria mais representada com 10.900 anotacBes seguida de
Componente Celular com 7.457 anotagdes e por ultimo, Funcdo Molecular com 5.590

anotacoes.
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Figura 55 — Anotacédo de ontologia genética (GO)
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Fonte: Do autor (2019).

Na categoria Processo Bioldgico, levando em consideracédo o nivel hierarquico 03,
os termos mais representados foram “processos biossintéticos” com 579 proteinas
seguido de “processos metabdlicos de nitrogénio celular” com 416 e “processo de

modificagdo de proteina celular” com 258 proteinas (FIGURA 56).

Figura 56 — Resultado da analise de categorizacao funcional (BP).
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Legenda: Analise de categorizagdo funcional das proteinas encontradas no genoma de F. flavus
FPB-04 que apresentaram similaridade significativa. No eixo y estdo os termos do GO descritos
para a categoria Processo Bioldgico (BP), no nivel hierarquico 03. No eixo x estdo os nimeros de
proteinas encontradas para cada termo do GO nesta categoria.

Fonte: Do autor (2019).

"'""""""“""“'“IIIII|||||“|||“ ”




176

Para a categoria componente celular, considerando o nivel hierarquico 03, o termo

mais representado foi “componente celular” com 792 proteinas, em seguida, 0s termos
“complexo contendo proteinas” e “nucleo” com 570 e 453 proteinas, respectivamente

(FIGURA 57).
Figura 57 — Resultado da anélise de categorizacdo funcional (CC)
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de proteinas encontradas para cada termo do GO nesta categoria.
Fonte: Do autor (2019).

Considerando a categoria Funcdo Molecular (nivel hierarquico 03), os termos

“ligacdo de ion”, “funcdo molecular” e “atividade de oxirredutase” foram 0S mais

representados com 1.349, 976 e 613 proteinas, respectivamente (FIGURA 58).
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Fonte: Do autor (2019).
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Para a categoria componente celular, considerando o nivel hierarquico 03, o termo
mais representado foi “componente celular” com 792 proteinas, em seguida, 0s termos
“complexo contendo proteinas” e “nucleo” com 570 e 453 proteinas, respectivamente
(FIGURA 59).

Figura 59 — Resultado da andlise de categorizacdo funcional (CC)
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Legenda: Anélise de categorizacao funcional das proteinas encontradas no genoma de F. flavus —
FPBO04 que apresentaram similaridade significativa. No eixo y estdo os termos do GO descritos
para a categoria Componente Celular (CC), no nivel hierarquico 03. No €ixo x estdo 0s nimeros
de proteinas encontradas para cada termo do GO nesta categoria.

Fonte: Do autor (2019).
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3.10 Cddigos enzimaticos (EC)

Esses resultados foram coerentes com os codigos enzimaticos “Enzyme codes
(EC)” obtidos (2.350), em que as classes enzimdticas mais representadas foram as
hidrolases (EC 3), transferases (EC 2) e as oxirredutases (EC 1), com 535, 275 e 208
proteinas, respectivamente (FIGURA 60).
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Figura 60 — Distribuicdo da anotacdo das classes enzimaticas (inglés, Enzyme codes - EC)
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Fonte: Do autor (2019).

As hidrolases constituem importantes enzimas que atuam na quebra de
polissacarideos, principalmente as Hidrolases de glicosideos (GHs). Ao recuperar 0s
termos associados as regides codificadoras de F. flavus, o Blast2GO/OmicsBox recupera
0 quantitativo das classes enzimaticas de um modo geral sem detalhar sua especificidade.
Contudo, permitiu tracar um perfil metabdlico de F. flavus, indicando as principais
classes enzimaticas que constituem seu metabolismo.

Foram identificadas peptidases (EC 3.4) no genoma de F. flavus as quais possuem
importante fungéo durante a degradacéo de materiais de origem vegetal, pois, clivam as
ligagbes peptidicas em proteinas da biomassa, fornecendo nitrogénio organico e
permitindo a penetragdo da hifa (DA SILVA, 2017).

Em relacdo as transferases, as glutationa transferases (EC 2.5.1.18) catalisam o
ataque nucleofilico pela glutationa reduzida (GSH) de um atomo de carbono, nitrogénio
ou enxofre eletrofilico em compostos ndo-polares. A conjugacdo de GSH aos substratos
eletrofilicos, promove maior solubilidade dos substratos em agua. Trata-se de enzimas
intracelulares presentes em diferentes compartimentos subcelulares. Possuem uma ampla
especificidade de substrato e atuam na desintoxicacdo de varios metabolitos tdxicos

enddgenos estruturalmente diferentes, radicais superoxido e substancias quimicas toxicas
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exogenas. Nos fungos, existem pelo menos oito classes distintas de GSTs (GTT1, GTT2,
Ure2p, MAK16, EFb1, GSTFuUA, GSTO, GHR) (KUES, 2015).

De acordo com alguns estudos, as monoxigenases CYP450 estdo relacionadas
com o reconhecimento e atuacdo seletiva em diferentes substratos (HIROSUE et al.,
2011). A partir da predicéo e anotacdo das regides codificadoras no genoma de F. flavus,
observou-se 159 dominios desta enzima na base Pfam, enquanto na base FPrintScan

foram encontrados 103 dominios.

3.11 CAZymes presentes no genoma de Flavodon flavus FPB 04

No presente estudo, 0 genoma de F. flavus apresentou varios genes relacionados
a quebra de carboidratos. Alem disso, foram encontrados varios genes que codificam para
enzimas que apresentam acdo sobre a lignina (atividades auxiliares; AA) e também para
maodulos de ligacdo a carboidratos (CBM). A anotacdo das sequéncias de aminoacidos
previstas dos genes de F. flavus, utilizando o banco de dados dbCAN CAZyme, revelou
233 CAZymes, desse total, 65 foram encontradas exclusivamente pela ferramenta
HMMER, 11 pela DIAMOND e 79 com Hotpep (FIGURA 61).

Figura 61 — Diagrama de Venn de CAZymes previstas em F. flavus a partir de trés
ferramentas / bases de dados HMMER, Diamond e Hotpep.

Hotpet

Diamond HMMER

Fonte: Do autor (2019).
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As CAZymes encontradas no genoma de F. flavus foram agrupadas em suas

respectivas familias conforme pode ser verificado na Figura 62.

Figura 62 — Enzimas ativas de carboidratos (CAZymes) do genoma de F. flavus.

B GH
BGT
mAA
CE
HPL
m CBM

Legenda: Glicosil-hidrolases (GH); Glicosiltransferase (GT); Atividades auxiliares (AA);
Esterase de carboidrato (CE); Polissacarideo liase (PL) e Mddulo de ligag&o a carboidratos (CBM)
Fonte: Do autor (2019).

Adicionalmente, CAZymes anotadas de outras 16 espécies de fungos foram
obtidas a partir do banco de dados JGI  MycoCosm  portal
(https://genome.jgi.doe.gov/mycocosm/home) para comparagdo com a anotagdo de F.
flavus realizada por dbCAN2 (FIGURA 63).


https://genome.jgi.doe.gov/mycocosm/home

181

Figura 63 — Enzimas ativas de carboidratos (CAZymes) em F. flavus FPB 04 e outras
espeécies de fungos.
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Legenda: Atividades auxiliares (AA); Mddulo de ligacdo a carboidratos (CBM); Esterase de
carboidrato (CE); Glicosil-hidrolases (GH); Glicosil-transferase (GT) e liase de polissacarideo
(PL).

Fonte: (https://genome.jgi.doe.gov/mycocosm) (Do autor 2019).

Por meio desta analise comparativa verificou-se que o conjunto de CAZymes de
F. flavus FPB04 é menor em relacdo aos demais fungos incluindo F. flavus anotado pelo
portal JGI (38 v1.0).

3.11.1 Hidrolases de glicosideos (GHs)

Os fungos produzem variadas enzimas que agem principalmente sobre os
carboidratos, também conhecidas como enzimas ativas de carboidratos (CAZymes). O
banco de dados CAZy (http://www.cazy.org/) reline muitas informacdes a respeito de
diferentes familias dessas enzimas. Dentro da classe das hidrolases, temos as hidrolases
de glicosideos ou glicosil-hidrolases GHs (3.2.1-), enzimas que catalisam a hidrdlise de
ligagbes glicosidicas de carboidratos, sd&o muito comuns na natureza agindo
principalmente sobre o amido, a celulose e hemicelulose (BERLEMONT; MARTINY,
2016).


http://www.cazy.org/
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No presente trabalho, um total de 99 GHs classificadas em 25 familias foram

previstas no genoma de F. flavus por meio da busca no doCAN2 (FIGURA 64 A).

3.11.2 Glicosil-transferases (GTs)

As GTs (EC 2.4xy) sdo responsaveis por catalisar a formacdo de ligacGes
glicosidicas formando glicosideos, envolvidos na biossintese de oligossacarideos,
polissacarideos e glicoconjugados (LAIRSON et al., 2008; YIN etal., 2018). A anotacéo
CAZy demonstrou 17 familias deste grupo de enzimas presente no genoma de F. flavus
(FIGURA 64 B).

Figura 64 — Numero de CAZymes no genoma de F. flavus.
[§> GHs
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Legenda: Numero de familias (A) Glicosil-hidrolases - GHs; (B) Glicosil-transferases —
GTs.Eixo x representa o nimero de genes de cada familia de enzima.
Fonte: Do autor (2019).
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3.11.3 Atividades Auxiliares (AAS)

As enzimas que agem sobre a lignina como as monoxigenases liticas de
polissacarideos (LPMOs), sdo classificadas em familias AA na base de dados CAZy
(RYTIOJA et al., 2014). Na anotacdo do genoma de F. flavus, encontramos 29 AAs que
pertencem a 6 familias distintas (FIGURA 65).

Figura 65 — NUmero de CAZymes familia AA no genoma de F. flavus.
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Familia
Fonte: Do autor (2019).

A maioria das AAs deste fungo, pertencem a familia AA9 (mono-oxigenases
liticas de polissacarideos dependentes de cobre (LPMOs)) antes classificadas como
GH61), posteriormente AAs da familia AA5 que contempla as oxidativas: Oxidase com
oxigénio como aceptor (EC 1.1.3.-); galactose oxidase (EC 1.1.3.9); glioxal oxidase (EC
1.2.3.15); &lcool oxidase (EC 1.1.3.13). Também verificou-se membros da familia AA2
que correspondem as enzimas peroxidase de manganés (EC1.11.1.13); peroxidases
versateis (EC1.11.1.16); Peroxidase de Lignina (EC1.11.1.14); Peroxidase (EC1.11.1.-).
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3.11.4 Modulos de ligacéo a carboidratos (CBMs)

Sequéncias de aminoacidos com atividades relacionadas a ligagéo a carboidratos
sdo conhecidas como CBMs, os quais contribuem para a eficiéncia catalitica das CAZy
uma vez que promovem a associagdo destas com carboidratos (BORASTON et al., 2004).

No genoma de F. flavus foi previsto o CBM da familia 21.

3.11.5 Esterases de carboidratos (CEs)

As CEs compreendem enzimas que atuam em ligacdes éster, utilizadas como
biocatalizadores em processos biotecnoldgicos e industriais (BORNSCHEUER, 2002;
JAEGER; EGGERT, 2002). A anotacdo das sequéncias de F. flavus revelou 21 CEs
preditas que pertencem a 3 familias, a maior familia representada foi a CE10 (Aril esterase
(EC 3.1.1.-); carboxil esterase (EC 3.1.1.3); acetil-colinesterase (EC 3.1.1.7);
colinesterase (EC 3.1.1.8); esterol esterase (EC 3.1.1.13); Brefeldina A esterase (EC
3.1.1.-) (FIGURA 66).

Figura 66 — NUmero de CAZymes familia CE no genoma de F. flavus.
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Fonte: Do autor (2019)
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3.11.6 Liases de polissacarideos (PLS)

As liases de polissacarideos representam enzimas da classe (EC 4.2.2.-) que
clivam polissacarideos contendo acido urdnico por meio de mecanismo de retirada de
ligacdo B, no lugar de hidrélise, produzindo polissacarideos insaturados (YIP; WITHERS,
2006). Na anotacdo CAZy das sequéncias do genoma de F. flavus foram verificadas 6
PLs, 4 de familias conhecidas (PL8 e PL14) e uma ndo identificada (PLO) (FIGURA 67).

Figura 67 — Numero de CAZymes familia PL no genoma de F. flavus.
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Fonte: Do autor (2019).

Uma caracteristica predominante nos fungos da podriddo branca sdo as enzimas
das familias (CAZy AA5 e AA2) que compreendem as enzimas oxidativas (lacases entre
outras) e peroxidases, respectivamente. Entre as peroxidativas as mais reportadas na
literatura sdo aquelas que agem na despolimerizacdo da lignina como: peroxidase de
lignina (LiP; EC 1.11.1.14), peroxidase de manganés (MnP; EC 1.11.1.13) e peroxidases
versateis (VP; EC 1.11.1.16). Adicionalmente, enzimas auxiliares ajudam na degradacéo
da lignina combinadas com as AA2, como oxidases de radical de cobre (subfamilia CAZy
AA5 1), oxirredutases de glicose-metanol-colina (GMC) (AA3), monoxigenases liticas
de polissacarideos (LPMOs) (AA9), e monoxigenases do citocromo CYP450
(SUBRAMANIAN; YADAYV, 2009). As lacases (AAl_1) e peroxidases de corantes
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(DyP), atuam no processamento dos produtos de oxidacéo da lignina (MIYAUCHI et al.,
2018; RILEY etal., 2014).

Os estudos gendmicos com macro-basidiomicetos representam oportunidades
para entendimento sobre a degradacdo da biomassa lignoceluldsica. Por isso, tem sido
aplicado a espécies que representam potencial para aplicacdo em bioprocessamentos
consolidados (inglés, consolidated bioprocesses CBPs). Nesse sentido, o fungo
Flammulina elastica, teve o genoma sequenciado revelando genes que codificam um
grande repertério de enzimas lignoceluloliticas (PARK; JEONG; KONG, 2018).

A andlise do genoma de Irpex lacteus CD2 evidenciou um conjunto de genes que
codificam enzimas lignoliticas (peroxidases), enzimas auxiliares e hidrolases (QIN et al.,
2018). O fungo T. villosa CCMB561 isolado do semidrido brasileiro, se mostrou
promissor na producdo de enzimas lignoliticas (peroxidase de lignina, peroxidase de
manganés e lacase) incentivando o sequenciamento do seu genoma que revelou 590
genes que codificam CAZymes (FERREIRA et al., 2018).

Em suma, os dados obtidos com a montagem hibrida do genoma permitiram tracar
um perfil do macro-basidiomiceto F. flavus confirmando por meio da predicdo de genes,
gue o mesmo apresenta sequéncias envolvidas principalmente com a producdo de
enzimas das classes hidrolases, transferases e oxirredutases, estas Ultimas, ligadas
diretamente a remocdo de lignina de substratos lignocelulésicos e como visto, nos
capitulos anteriores (2 e 3), esta linhagem se mostrou seletiva durante o pré-tratamento

do cacho vazio de dendé durante 15 dias em FES.
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4 CONCLUSAO

O sequenciamento do genoma do fungo Flavodon flavus linhagem FPB-04, por
meio das plataformas Pacific Biosciences (PacBio RS II) e Illumina (HiSeq 2500),
permitiu uma montagem hibrida do genoma, disponibilizando assim, dados que poderao
ser utilizados como referencia para o sequenciamento de outras espécies deste género.
Além disso, vai contribuir para estudos envolvendo a desconstrucdo da biomassa
lignocelulodsica, uma vez que F. flavus FPB-04 revelou ser um fungo seletivo SLC,
quando cultivado sobre as fibras do cacho vazio de dendé.

Neste estudo, obteve-se um conjunto de informagfes ainda ndo verificados na
literatura sobre os fungos de podridao branca. Tais informagdes sdo relevantes tanto para
compreensdo da quebra e ou remocdo da lignina de materiais lenhosos, como para
descoberta de genes de enzimas hidroliticas, lignoliticas, oxidativas e acessorias, para
montagem de organismos recombinantes, por exemplo. Dessa forma, os objetivos
especificos OE5 a OE10 foram parcialmente alcangados (sequenciamento de uma
linhagem).
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CAPITULO 5 - Sequenciamento, montagem e anotacéo funcional de novo do

genoma de Fomes fasciatus FPB-28
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RESUMO

O aproveitamento integral dos constituintes da lignocelulose sao limitados em funcédo da
recalcitrancia ocasionada em parte, pela lignina sendo necessario o emprego de pré-
tratamentos para desconstrucéo estrutural, seguido de hidrolise enzimatica para liberar os
acucares fermentesciveis. Neste contexto, a ordem Poliporales inclui um grande niumero
de fungos de podriddo branca com potencial lignocelulolitico entre os quais se encontra
0 género Fomes spp. Por meio de uma triagem identificamos uma linhagem de Fomes
fasciatus FPB-28, isolado do bioma cerrado que quando cultivado sobre o CVD, uma
biomassa abundante proveniente da agroindustria de Oleo de palma (Elaeis spp.),
produziu um EBE com atividade de lacase e peroxidase. Este extrato também conferiu
efeito sinérgico em misturas enzimaticas, levando a reducdo de compostos fenolicos.
Além disso, o cultivo deste fungo nesse substrato, indicou seletividade SLC sobre a
lignina. Até o momento, ndo esta disponivel nenhuma informag&o sobre o genoma de F.
fasciatus, apesar disso, 0 genoma da espécie de mesmo género F. fomentarius, foi
sequénciado em 2017 e as informacgOes estdo disponibilizadas no portal MycoCosm.
Assim, objetivou-se neste capitulo o sequenciamento, montagem e anotacéo (estrutural e
funcional) do genoma de F. fasciatus FPB-28. Empregando-se as plataformas de
sequenciamento de nova geracdo (NGS), Pacific Biosciences (PacBio RS I1) e Illumina
(HiSeq 2500) e uma estratégia de montagem hibrida com o MaSuRCA, obteve-se 49.08
Mb do genoma deste fungo. Foram encontradas 13.737 regifes codificadoras. Analises
de similaridade entre as proteinas preditas no genoma de F. fasciatus e as sequéncias de
proteinas de outros fungos, depositadas nos bancos de dados publicos, evidenciaram
77,78 % de hits com fungos da ordem Poliporales, principalmente, Dichomitus squalens,
Trametes versicolor e Sparassis crispa. De acordo com a analise de categorizacdo
funcional, o genoma de F. fasciatus FPB-28 mostrou um grande niumero de enzimas
hidrolases, transferases e oxidoredutases e anotacdo de CAZymes revelou a presenca de
330 genes que codificam importantes familias de enzimas desconstrutoras da
lignocelulose. De modo geral os dados serdo Uteis como referéncia para o sequenciamento
de espécies relacionadas. Além disso, vdo contribuir com o0s estudos sobre a
desconstrucdo da biomassa lignoceluldsica e reducdo de interferentes da hidrolise
enzimatica.

Palavras-chave: Sequenciamento de nova geracdo. Predicdo de genes. PacBio.
CAZymes.
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ABSTRACT

The full utilization of lignocellulose constituents is limited due to the recalcitrance caused
in part by lignin and the use of pretreatment for structural deconstruction, followed by
enzymatic hydrolysis to release fermentable sugars. In this context, the order Poliporales
includes a large number of white-rot fungi with lignocellulolytic potential, among which
is the genus Fomes spp. By screening, we identified a strain of Fomes fasciatus FPB-28,
isolated from the Cerrado biome that when grown on CVD, an abundant biomass from
the palm oil agribusiness (Elaeis spp.), produced an EBE with laccase activity and
peroxidase. This extract also conferred the synergistic effect on enzymatic mixtures,
leading to the reduction of phenolic compounds. Also, the cultivation of this fungus on
this substrate indicated SLC selectivity on lignin. At present, no information on the
genome of F. fasciatus is available, although the genome of the same species F.
fomentarius was sequenced in 2017 and the information is available on the MycoCosm
portal. Thus, the objective of this chapter was the sequencing, assembly, and annotation
(structural and functional) of the F. fasciatus FPB-28 genome. Using the next-generation
sequencing platforms (NGS), Pacific Biosciences (PacBio RS II) and Illumina (HiSeq
2500) and a hybrid assembly strategy with MaSuRCA, 49.08 Mb of the genome of this
fungus was obtained. 13,737 coding regions were found. Similarity analyzes between the
proteins predicted in the F. fasciatus genome and the protein sequences of other fungi,
deposited in public databases, showed 77.78% of hits with Poliporales fungi, mainly
Dichomitus squalens, Trametes versicolor, and Sparassis crispa. According to the
functional categorization analysis, the F. fasciatus FPB-28 genome showed a large
number of hydrolases, transferases and oxidoreductase enzymes and CAZymes
annotation revealed the presence of 330 genes encoding important lignocellulose
deconstructing enzyme families. In general, the data will be useful as a reference for
sequencing related species. Also, they will contribute to studies on the deconstruction of
lignocellulosic biomass and the reduction of enzymatic hydrolysis interferers.

Keywords: New generation sequencing. Prediction of genes. PacBio. CAZymes
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1 INTRODUCAO

Os fungos macro-basidiomicetos apresentam a capacidade de desconstruir
substratos lignocelulésicos em funcdo da eficiéncia de seu sistema enzimatico,
principalmente devido a producdo de enzimas lignoliticas (lacases e peroxidases). Em
funcdo disto, sdo considerados modelos biotecnologicos para aplicacdo em
bioprocessamentos consolidados (CBP), principalmente, em biorrefinarias (DASHTBAN
etal., 2010; ELISASHVILI etal., 2016; KUMAR et al., 2018).

Entre as limitaces na obtencdo de produtos de valor agregado a partir da
lignocelulose, esta a recalcitrancia ocasionada pela lignina, um polimero aromatico que
confere resisténcia e protecdo aos vegetais (MUSSATTO, 2016). Nesse sentido, a
utilizacdo de pré-tratamento para desconstrugdo parcial da biomassa € necessaria,
garantindo o sucesso das etapas subsequentes como a hidrdlise enzimatica para obtencédo
de acUcares fermentesciveis a etanol (HSU, 2018; MOOQOD et al., 2013), producéo de
biogas (ZHENG et al., 2014), quimicos e polimeros (OH et al., 2015; TAPIA-
BLACIDO; MANIGLIA; MARTELLI- TOSI, 2017).

Nesse contexto, a agroindustria do 6leo de palma (Elaeis spp.) durante seus
processos de obtencdo dos produtos (6leo de palma cru e 6leo de palmiste), gera também
muitos residuos lignocelulésicos. Assim, a Embrapa Agroenergia vem desenvolvendo
pesquisas de modo a encontrar alternativas para agregar valor a estes materiais.

Os macro-basidiomicetos possuem diversas aplicacdes. Eles podem ser utilizados
como alternativa na desconstrucao parcial da biomassa, enriquecimento proteico de fibras
para alimentacdo animal e também como agentes doadores de enzimas para hidrélise em
plataformas no modelo de biorrefinarias. Assim, o uso de macro-basidiomicetos apresenta
vantagens em relacdo a alguns métodos de pré-tratamento a altas temperaturas. 1sso
porque tais métodos apresentam desvantagens como alto gasto energético, formacéo de
inibidores e geracdo de efluentes (JONSSON; MARTIN, 2016).

Dessa forma, muitos estudos surgiram buscando identificar linhagens fungicas
promissoras com a finalidade de aplicacdo no tratamento de diversos residuos
agroindustriais (CASTOLDI et al., 2014; HERMOSILLA et al., 2018; LOPEZ-
ABELAIRAS et al., 2013; SAHA et al., 2016; SHAH; ULLAH, 2019). Paralelamente,
nos ultimos anos houve rapida expanséo e acesso facilitado as tecnologias genémicas,

como o sequenciamento completo do genoma. Por isso, varias especies de macro-
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basidiomicetos, notadamente produtoras de enzimas e desconstrutoras da lignocelulose,
tiveram seus genomas sequénciados, revelando os mecanismos utilizados durante a
degradacdo da madeira (CHEN et al., 2016; MIETTINEN etal., 2016; OHM et al., 2014;
YAO etal., 2017).

A partir do exposto, objetivou-se com o presente trabalho o sequenciamento e
anotacdo estrutural e funcional do genoma do macro-basidiomiceto Fomes fasciatus
linhagem FPB-28, isolada do cerrado brasileiro. Esse fungo se mostrou promissor na
producdo de extratos enzimaticos, para emprego em coquetéis enzimaticos e hidrélise do
cacho vazio de dendé, além de contribuir na reducédo da lignina, quando cultivado nesse
substrato. Dessa forma, o estudo gendmico deste macro-basidiomiceto se mostrou

importante.



200

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Construcéo de arvore filogenética

Para construcdo da arvore filogenética, utilizou-se os dados da regido ITS do
rDNA da linhagem Fomes fasciatus FPB-28 obtidos com a estimativa taxonémica do
capitulo 4. Também, utilizou-se sequéncias desta regido de outras espécies da ordem
Poliporales, disponiveis no banco de dados GenBank. Posteriormente, foram realizados
alinhamentos utilizando o software Geneious (versdo R11), com o modelo de distancia
genética Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993) e método de construcdo de &rvore
Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987).

2.2 Linhagem fungica, condic@es de cultivo e obtencao de micélio

O hasidiomiceto Fomes fasciatus isolado do cerrado brasileiro, foi cultivado em
placas de petri contendo meio BDA e mantido em camara fria a 4 °C (FIGURA 95 A-B).

Figura 68 — Imagem do macro-basidiomiceto Fomes fasciatus FPB-28.
N u ' o . 5 s o B : o

Legenda: (A) corpo de frutificacdo do Basidiomiceto F. fasciatus FPB-28 em tronco de arvore e
(B) crescimento in vitro sobre o meio BDA.
Fonte: Embrapa Agroenergia.

Adicionalmente, discos de @ 7mm do micélio foram armazenados em criotubos
de 2 mL com agua destilada autoclavada (CASTELLANI, 1967) em temperatura
ambiente. Para obtencdo do DNA gendmico, o fungo foi cultivado em meio liquido caldo
de batata (KASVI®) e extrato de malte (20 g L) (Sigma-Aldrich®).
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Os cultivos foram realizados em frascos erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL
do meio de cultura. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C, 1 atm durante
30 minutos. Apds resfriamento do meio, empregou-se 10 discos miceliais @ 7 mm do
fungo em cada frasco. Posteriormente, foram mantidos em shaker de bancada a 28°C
e 128 rpm durante 10 dias para obtencdo de micélios. Decorrido o tempo de cultivo, os
micélios foram obtidos por meio de filtragdo e o meio de cultivo remanescente foi
removido através de lavagem com agua ultrapura estéril. Os micélios foram triturados em
almofariz com pistilo e nitrogénio liquido. Finalmente, cerca de 100 mg do macerado foi
capturado em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, mantidos em nitrogénio e armazenados em

ultrafreezer a - 80 °C até 0 momento das extracoes.

2.3 Obtencdo do DNA genbémico

Para isolamento de DNA gendmico, ao macerado obtido adicionou-se 700 pL de
tampédo CTAB (2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, EDTA 25 mM pH 8,0, NaCl 2 M,
polivinilpirrolidona — PVP 2,5%) e 0,2 pL de B-mercaptoetanol obtendo-se uma
concentragéo final de 0,2%. A incubagéo ocorreu durante 40 minutos e os tubos foram
agitados vigorosamente a cada 10 minutos. Decorrido o tempo de incubacdo, adicionou-
se 700 pL da solucdo de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 (CIA), agitou-se
vigorosamente e os tubos foram deixados em posic¢do horizontal em capela de exaustao
por 15 minutos. Os tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C e a fase
superior foi coletada.

Em seguida, adicionou-se 1,5 uL. de RNAse A (Thermo ®) nos sobrenadantes
coletados e os tubos foram incubados a 37°C durante 40 minutos em banho seco.
Adicionou-se entdo, 0,6 volumes de isopropanol e armazenou-se em freezer a -20 °C
durante 2 horas. Apds este tempo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, 4 °C por
15 minutos e o sobrenadante descartado cuidadosamente. O pellet foi lavado com 1 mL
de etanol 100% e posteriormente com 1 mL de etanol 70 %. Apds secagem, os pellets
foram ressuspendidos em tampéao TE (EDTA 1mM pH 8,0, Tris-HCI 10 mM pH 8,0) e a
qualidade e integridade do DNA obtido foram avaliadas em espectrofotdmetro NanoDrop

e gel de agarose 1%.
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2.4 Preparo das bibliotecas e sequenciamento na plataforma Ilumina

As amostras foram enviadas para sequenciamento na empresa Genone
(http://www.genone.com.br/). Apos avaliacdo da qualidade, o DNA foi fragmentado por
enzima de restricdo. A construcdo das bibliotecas de DNA ocorreu por meio dos
processos de reparo final havendo a adicdo de adaptadores nas extremidades, purificacdo
e amplificacdo por PCR. As bibliotecas foram sequenciadas por sequenciador Illumina
de alto rendimento empregando-se a estratégia paired-end.

As sequéncias geradas (reads brutos), foram filtradas eliminando aquelas
contendo adaptadores, reads contendo N > 10% e reads com baixa qualidade (Qscore <
5) (ERLICH et al., 2008; HANSEN; BRENNER; DUDOIT, 2010; JIANG et al., 2011,
YAN et al., 2013). Os dados brutos obtidos foram entdo registrados em 2 arquivos
FASTQ, um contendo a orientacdo foward dos fragmentos sequenciados e outro com a
orientagéo reverse (COCK et al., 2009).

2.5 Preparo das bibliotecas e sequenciamento na plataforma PacBio

Amostras do DNA obtido, nos mesmos moldes citados anteriormente (2.2), foram
enviadas para sequenciamento PacBio pela empresa Uniscience
(http://uniscience.com.br/). As construgdes das bibliotecas ocorreram de acordo com as
instrucdes do kit PacBio Library Preparation®.

2.6 Analises de qualidade das sequéncias obtidas com a plataforma Illumina

O controle de qualidade das sequéncias foi realizado utilizando FastQC (versédo
0.11.7) para verificar a presenca de possiveis contaminantes, baixa qualidade de leitura e
artefatos de PCR, conteldo de GC, presenca de adaptadores e k-mers super-representados
(ANDREWS, 2010). Adicionalmente realizou-se a trimagem das sequéncias para
remoc¢do de nucleotideos com baixa qualidade no final das sequéncias e adaptadores
(KRUEGER, 2012).


http://www.genone.com.br/
http://uniscience.com.br/
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2.7 Montagem hibrida do genoma de Fomes fasciatus

Empregou-se uma estratégia de montagem hibrida utilizando o MaSuRCA
(ZIMIN et al., 2013) combinando-se leituras curtas obtidas por Illumina (short-read) e
leituras de maior comprimento obtidas pela tecnologia PacBio (long-read) (ANTIPOV et
al., 2015) k-mers (21, 33, 55, 77, 99 e 127). A qualidade da montagem, antes e ap0s
trimagem, foi avaliada (GUREVICH et al., 2013).

2.8 Anotacao estrutural e predicédo de genes

Foi realizada a anotacdo estrutural do genoma, a fim de prever genes presentes no
genoma de F. fasciatus. Para realizar a predicdo ab initio, foi utilizado o software
Blast2GO/OmicsBox (versdo 5.2) (CONESA et al., 2005) que contém o algoritmo
Augustus (versao 3.0.3) (HOFF; STANKE, 2013) (genefind > Eukaryotic GeneFinding).
Para identificar genes com maior precisdo, Phanerochaete chrysosporium (Poliporales).
foi escolhido como género relacionado. Foram realizadas buscas por genes completos em
ambas as cadeias para obtencdo do nimero de proteinas.

2.9 Anotacao Funcional

Utilizando o software Blast2GO/OmicsBox , por meio do algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990), foi realizada uma busca
por similaridade entre as sequéncias de proteinas encontradas no genoma de F. fasciatus
contra o banco de dados de proteinas ndo redundante (nr) do NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Posteriormente foi realizada a anotacdo com InterProScan
a fim de recuperar informagdes de dominio/motivos de maneira sequencial. Os termos
GO correspondentes foram transferidos para as sequéncias e mesclados com os termos
GO existentes.

A prdéxima estratégia consistiu no mapeamento de ontologia genética (inglés, GO)
e recuperacéo dos termos GO associados aos hits obtidos pela pesquisa do BLAST. Foram
realizadas 4 etapas de mapeamento distintas. Na etapa 1 os acessos obtidos com 0 BLAST
foram usados para recuperar nomes de genes ou simbolos, empregando-se dois arquivos
de mapeamento fornecidos pelo NCBI (gene_info, gene2accession). Os nomes dos genes

identificados foram pesquisados do banco de dados do Gene Ontology.



204

Na etapa 2, as identidades (IDs) principais do BLAST foram utilizadas para
recuperar IDs UniProt (Universal Protein Resource) por meio de um arquivo de
mapeamento de PIR (Non-redundant Reference Protein Database) incluindo PSD,
UniProt, Swiss-Prot, TTEMBL, RefSeq, GenPept e PDB. Na etapa 3, 0s acessos foram
pesquisados diretamente na tabela dbxref da base de dados do GO e finalmente, na etapa
4 foi realizada uma pesquisa na Tabela de produtos génicos da base GO empregando-se
0s acessos do BLAST.

Entdo, procedeu-se com a anotacdo funcional onde os termos GO foram
selecionados do pool GO obtido anteriormente e atribuidos as sequéncias de consulta. A
regra de anotagdo (inglés, AR) empregada no Blast2GO/OmicsBox busca encontrar
anotacOes mais especificas com certo nivel de confiabilidade. Para cada candidato, uma
pontuacdo de anotacdo (inglés, AS) foi calculada. O AS é composto por dois termos
aditivos, o primeiro, termo direto (inglés, DT), refere-se a maior similaridade de acertos
deste GO ponderado por um fato correspondente ao EC (1).

O segundo termo (AT) do AS forneceu a possibilidade de abstracdo. Isso foi
definido como uma anotacdo para um né pai (parent node) quando varios nés filhos
(children node) estiveram presentes na colecdo de candidatos GO (2). Este termo entdo
multiplica o numero total de GO unificados no né por um fator de peso GO definido
previamente. Finalmente, o AR seleciona o menor termo por ramificagdo que fica acima

de um limite definido (3). DT, AT e os termos AR sao definidos da seguinte forma:

DT = max (similarity x EC wheight) 1)
AT = (#GO-1) x GO wheight 2
AR: lowest.node (AS (DT+AT)) > threshold (3)

As sequéncias de proteinas de F. fasciatus com similaridade significativa com as
sequéncias de proteinas depositadas nos bancos de dados, foram analisadas quanto a sua
categorizacao funcional (processo biolédgico, fungdo molecular e componente celular) por
meio do Gene Ontology (GO).

Figuras obtidas no software Blast2GO/OmicsBox apresentam informacdes em
inglés, ndo permitindo sua modificagdo. A fim de facilitar a leitura e compreensao, 0s

principais resultados encontram-se descritos no texto que as antecede.
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2.9.1 Codigos Enziméticos (EC)

A busca por cédigos de enzimas (inglés, EC) foi realizada também no software
através de busca na base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
(KANEHISA; GOTO, 2000) permitindo a obtencao de “Kegg Maps”, e visualizacdo de

vias metabolicas em que a(s) sequéncia(s) ou seu(s) produto(s) atua(m).

2.9.2 Identificacao de enzimas ativas de carboidratos CAZymes

Os genes associados a hidrolases de glicosideos ou glicosil-hidrolases (GHs),
esterases de carboidratos (CEs), liases de polissacarideos (PLs), glicosiltransferases
(GTs), atividades auxiliares (AA) e mddulos de ligacdo a carboidratos (CBMs), foram
anotados através do meta servidor gratuito dbCAN2
(http://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php)(YIN et al., 2012; ZHANG et al., 2018) que
integra trés ferramentas /bancos de dados de ultima geracdo: HMMER (pesquisa contra
banco de dados dbCAN HMM - Hidden Markov Model), DIAMOND ( busca contra o
banco de dados de sequéncia CAZyme pré-anotada de CAZy) e Hotpep (busca contra o
banco de dados de peptideos curtos CAZyme conservados).

2.9.3 RNAs funcionais

A busca por familias de RNAs funcionais (RNA néo codificantes, elementos cis-
regulatorios estruturados e self-splicing RNAs) foi realizada no Blast2GO/OmicsBox
executando o Rfam (KALVARI et al., 2017; KALVARI et al., 2018; NAWROCKI et
al., 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Filogenia de Fomes fasciatus

O basidiomiceto Fomes fasciatus é um fungo de podridao branca, pertencente a
familia Poliporaceae (ordem Poliporales), a qual engloba diversos outros géneros. E
considerado um fungo com potencial para aplicacdo biotecnoldgica devido a sua
capacidade em desconstruir a madeira (ELISASHVILI et al., 2009).

A analise filogeneética utilizando a sequéncia ITS de F. fasciatus isolado do
cerrado brasileiro e de outros basidiomicetos disponiveis no GenBank, possibilitou a

construcdo da arvore mostrada na Figura 96.

Figura 69 - Arvore filogenética baseada na regido ITS do rDNA mostrando a posicao filogenética
de F. fasciatus FPB-28.

Postia caesia (JQ358816.1

Postia stiptica (GU731573.1)

Rigidoporus microporus (AB697722.1)

Antrodia serialis (AB733172.1)
4{——|; Fomitopsis rosea (DQ491412.1)
Daedalea quercina (LN714539.1)
Phanerochaete sordida (JQ358812.1)
—d Phlebiopsis gigantea (LC415499.1)
Cerrena unicolor (LC415542.1)
Phlebia centrifuga (L43380.1)
Sparassis latifolia (LC164317.1)
Fomes fasciatus (AM269766.1)
Fomes fasciatus (JX126900.1)
Fomes fasciatus (MF074787.1)
L] Fomes fasciatus (KF605613.1)

Fomes fasciatus FPB 28
) Polyporus squamosus (FR686579.1)

4'_— Lentinus tigrinus (GU207274.1)
Polyporus arcularius (LC415560.1)
Earliella scabrosa (FJ711056.1)
Dichomitus squalens (AM988624.1)

Fomes fomentarius (AY849305.1)
4‘{ Fomes fomentarius (FN539045.1)
Fomes fomentarius (LT629714.1)
Leiotrametes lactinea (LC415549.1)
Trametes elegans (LC176779.1)

Pycnoporus cinnabarinus (AF363769.1)
Pycnoporus coccineus (JF792518.1)

Trametes versicolor (AB592336.1)
E Trametes cingulata (KY264043.1)
Trametes ljubarsky (KP715547.1)
0.08

Legenda: As sequéncias foram submetidas a andlise filogenética utilizando Geneious R11 para
construir uma arvore de unido de vizinhos mais préoximos. Os nimeros de acesso do GenBank
para cada cepa estdo listados entre parénteses. A barra de escala representa a substitui¢éo de 0,07
nucleotideos por posi¢do de nucleotideo.

Fonte: Do autor (2019).
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Outras analises envolvendo a regido ITS de Fomes fasciatus e Fomes fomentarius,
tem sugerido que ambos representam linhagens evolutivas distintas. Além disso, estas
duas espécies apresentam comportamento fisioldgico distinto em relacdo a temperatura
(MCCORMICK et al., 2013).

Na analise realizada no presente trabalho isso foi evidenciado, mostrando que a
linhagem F. fasciatus FPB-28 se distanciou de F. fomentarius. Além disso, percebe-se
que a exemplo do encontrado no estudo de (JUDOVA et al., 2012) para F. fomentarius,
também ndo houve uma homogeneidade genética entre a linhagem FPB 28 e outras
espéecies de F. fasciatus, sugerindo que ha diversidade genética entre as linhagens,

colocando-as em posi¢oes distintas.
3.2 Qualidade do DNA gendémico

Foram obtidos 221 ng puL™* de DNA genémico de boa qualidade e integridade

conforme mostrado na Figura 97.

Figura 70 — Qualidade do DNA obtido.
M FPB 28

i

—_— =
| ——
—
| —
| —
| —
Commm—
—
—
| —

Legenda: Gel de agarose 1% com 1 pL de DNA genémico de Fomes fasciatus FPB-28. M:
Marcador GeneRuler™ 1 kb Plus Thermo Fisher Scientific ™,
Fonte: Do autor (2019).

3.3 Qualidade das sequéncias ap0s o0 sequenciamento Illumina HiSeq 2500

Foram obtidas um total de 20.818.739 sequéncias com comprimento de 150 pb e
% GC = 48. Apds trimagem obtivemos um total de 20.799.779 sequéncias com
comprimento 20-150 pb e contetdo de GC = 48 %. As sequéncias obtidas, no geral,
apresentaram bons indices de qualidade viabilizando a etapa de montagem hibrida do

genoma de F. fasciatus.
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3.4 Sequéncias PacBio

Com o sequenciamento PacBio, obteve-se um total de 665.224 sequéncias de F.
fasciatus com comprimento médio de 2754,963027 pb que variaram de 50 a 245.885 pb
conforme mostrado na Figura 71.

Figura 71 — Distribuicdo do tamanho das sequéncias com o sequenciamento PacBio.

m 50 - 500 pb

501 -1000ph

1001 -5000ph

5001 - 245885 pb

Fonte: Do autor (2019).

3.5 Montagem hibrida

Os resultados obtidos com a montagem hibrida do genoma de F. fasciatus

utilizando o SPAdes estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 7 — Caracteristicas Gendmicas do basidiomiceto F. fasciatus.
Caracteristicas Gerais

Tamanho total do genoma (pb)  49.081.744

NUmero de Scaffolds 1.577
Tamanho maior Scaffold (pb) 166.185
Tamanho do menor Scaffold (pb) 2.494
N50 (pb) 38875
Conteudo de GC (%) 53.87
N° de sequéncias codificadoras 13.737

N50: Tamanho minimo dos Scaffolds que cobrem 50% do total de bases montadas
Fonte: Do autor (2019).

Até 0 momento, ndo existem relatos do sequenciamento do genoma desta espécie

pertencente a ordem Poliporales (filo Basidiomicetos e classe Agaricomicetos). Apesar
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disto, consta no banco de dados do MycoCosm (https://genome.jgi.doe.gov/), o
sequenciamento e montagem do genoma de espécie de mesmo género Fomes fomentarius
CIRM-BRFM 1821 realizado em 2017. Todas as informacGes estdo disponibilizadas para
acesso no portal.

O genoma de F. fomentarius apresentou um tamanho de 40,95 Mb e 14.756
regides codificadoras de proteinas, em comparacdo com F. fasciatus, este apresentou
tamanho superior (49,08 Mb) e embora nossos dados indiquem um numero inferior de
regides codificadoras (13.737) em comparacdo com F. fomentarius, isso pode variar em
funcdo da espécie (conforme mostrado no capitulo 4), e também o tipo de preditor
utilizado (GUO et al., 2016). Além disso, através da analise filogenética foi possivel
observar que ambas as espécies apresentam um distanciamento na arvore filogenética

apesar de serem do mesmo género.

3.6 Anotacéao estrutural do genoma de Fomes fasciatus

Como mencionado, foram previstos um total de 13.737 genes codificadores de
proteinas CDS. As informagdes referentes as agdes do projeto utilizando as ferramentas

do software Blast2GO/OmicsBox podem ser visualizados na Figura 72.

Figura 72 — Resumo das etapas executadas no Blast2GO/OmicsBox .

Sequences
0 1,000 2,000 3,000 4,000 5000 6000 7,000 8000 9000 10,000 11,000 12,000 13,000 14,000

Total Sequences

With InterProScan

With Blast Hits

With Mapping

With Annotation

Legenda: Etapas executadas no Blast2GO/OmicsBox envolvendo as sequéncias codificadoras
obtidas pelo Genefinding.
Fonte: Do autor (2019).


https://genome.jgi.doe.gov/
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Do conjunto de sequéncias que apresentaram hits no Blast, 6.962 apresentaram
similaridade significativa (e-value < 10°) com sequéncias de proteina de Dichomitus
squalens LYAD-421 SS1, 4.111 com sequéncias de proteinas de Trametes versicolor FP-
101664 SS1, 484 com Sparassis crispa e 1.057 com outros fungos (FIGURA 73).

Figura 73 — Resultado da busca por similaridade entre as sequéncias de proteinas de F.

fasciatus e aquelas depositadas no NCBI.

#BLAST Top-Hits
0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000

Dichomitus squalens LYAD-421 551
Trametes versicolor FP-101664 551
Sparassis crispa

Postia placenta MAD-698-R-5B12
Fibroporia radiculosa

Heterobasidion irregulare TC 32-1
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp
Gloeophyllum trabeum ATCC 11539
Stereum hirsutum FP-91666 551
Serpula lacrymans var. lacrymans 57.9
Coprinopsis cinerea ckayama#130
Punctularia strigosozonata HHB-111...
Coniophora puteana RWD-64-5598 552
Schizophyllum commune H4-8
Laccaria bicolor 5238N-H82
Fomitiporia mediterranea MF3/22
Apiotrichum porosum

Acaromyces ingoldii

Agaricus bisporus var. bisporus H97
Cryptococcus neoformans va...
Cryptococcus gatti WMZ276
Kockovaella imperatae

Trichosporon asahil var. asahii C...
Rhodotorula toruloides NP11
Tilletiopsis washingtonensis
Cutaneotrichosporon cleaginosum
Agaricus bisporus var. burnettii |B1...
Tremella mesenterica DSM 1558
Moeszlomyces antarcticus

others

Legenda: Sequéncias de proteinas do genoma de F. fasciatus contra sequéncias de proteinas ndo
redundantes da base de dados NCBI por meio do algoritmo BLASTp. No eixo y sdo mostradas as
espécies com maior frequéncia na busca por similaridade. No eixo x sdo mostrados 0s himeros
de proteinas encontradas para cada espécie.

Fonte: Do autor (2019).

Species

Conforme discutido no genoma de F. flavus (Capitulo 4), as similaridades de boa
parte das sequencias de F. fasciatus com as sequéncias de D. squalens T. versicolor e S.
crispa sdo justificadas pelos inimeros trabalhos envolvendo estas espécies, levando ao
sequenciamento e depdsito de sequéncias nas principais bases de dados. Além disso,
como estas também sdo espécies da ordem Poliporales assim como F. flavus e F.
fasciatus, € justificavel o fato de haver similaridade entre as sequencias destes fungos.

A presenca de enzimas ligninoliticas extracelulares provenientes de D. squalens
ja foi reportada, principalmente, as enzimas manganés peroxidase e lacase (PERIE;
MICHAEL, 1991). Também ja foi investigada a capacidade desta espécie em descolorir
corantes sintéticos em placas de agar (EICHLEROVA; HOMOLKA; NERUD, 2006). O
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mesmo ocorreu com T. versicolor e S. crispa levando ao deposito de varias sequéncias

destas espécies nos bancos de dados.
3.7 Classificacdo funcional das proteinas preditas

Observou-se que 491 sequéncias proteicas de F. fasciatus pertencem a
superfamilia homologa “Loop-P contendo nucleosideo trifosfato hidrolase (IPR
027417)”, 353 pertencem a “superfamilia de dominios de ligagdo NAD (P) (IPR 036291)”
e 334 sequéncias pertencem a “superfamilia do dominio semelhante a proteina quinase
(IPR011009)”. Foram atribuidas familias especificas para um certo nimero de sequéncias

proteicas, contudo, com representacfes inferiores a estas (somadas em ‘“outros”)

(FIGURAT74).

Figura 74 — Numero de sequéncias de proteinas pertencentes a uma familia IPS especifica.
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Fonte: Do autor (2019).

Em relacdo aos dominios IPS, um nimero maior de proteinas pertencem aos
dominios “proteinas quinase (IPR000719)” e “facilitadores principais (IPR020846)” com
207 e 145 sequéncias, respectivamente. A soma do numero de proteinas com

representacdes inferiores e em outros dominios é mostrada em “outros” (FIGURA 75).
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Figura 75 — Representacdo do numero de sequéncias proteicas que pertencem a um
dominio IPS especifico.
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Fonte: Do autor (2019).

A analise de distribuicdo das repeticdes IPS mostrou que o nimero de sequéncias
de proteinas que apresentam o motivo “WD40 (IPR001680)” é predominante (135
proteinas representadas). Em seguida, as sequéncias com os motivos “Substrato
mitocondrial/portador de soluto (IPR018108)” com 43 sequéncias e “Proteina G beta

repeticdo WD-40” (IPR020472) com 39 sequéncias representadas (FIGURA 76).

Figura 76 — Numero de sequéncias proteicas pertencentes a uma repeticdo IPS especifica.
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Fonte: Do autor (2019).
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Em relacdo aos sitios IPS, 152 sequéncias estdo representadas no sitio ativo
“Serina/treonina proteina quinase (IPR008271)”, outras 109 sequéncias relacionadas com
o sitio conservado “Citocromo P450 (IPR017972)” e 98 sequencias relacionadas ao sitio

ativado por ATP “Proteina quinase (IPR017441) (FIGURA 77).

Figura 77 — Distribuicéo de sitios InterProScan.
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Fonte: Do autor

Os dominios encontrados com a consulta na base FPrintScan sdo mostrados na
Figura 78. Os dominios com maiores representagdes de proteinas foram “Citocromo

P450, classe E, grupo | (PR00463)” e “Citocromo P450 (PF00385)” com 147 e 113

proteinas, respectivamente.

Figura 78 — Dominios InterProScan recuperados na base de dados FPrintScan.
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Fonte: Do autor (2019).
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3.8 Mapeamento de ontologia genética

O mapeamento procedeu-se com parametros padrdo do software
Blast2GO/OmicsBox recuperando os termos do Gene Ontology (GO) associados a cada
sequéncia (FIGURA 79). A Base InterPro apresentou maior nimero de termos associados
as sequéncias de F. fasciatus (6.507) seguido das bases UniProt (4.154) e EnsemblFungi
(813) (FIGURA 80).

Figura 79 — Distribui¢do do mapeamento gene ontology (GO).
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Legenda: Evidencia da distribuicdo da quantidade de termos candidatos do Gene Ontology
atribuidos a cada sequéncia durante a etapa de mapeamento.
Fonte: Do autor (2019).

#5eqs

Figura 80 - Distribuicdo do niumero de anotagdes (Termos GO) recuperadas dos diferentes
bancos de dados.
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Fonte: Do autor (2019).
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3.9 Anotacdo de ontologia genética

No total, foram obtidas 37.076 anotagBes distribuidas em trés categorias
(componente celular, funcdo molecular e processo bioldgico) no nivel hierarquico 03 do
GO (FIGURA 81). Algumas proteinas foram anotadas em mais de uma categoria,
contudo, processo bioldgico foi a categoria mais representada com 16.698 anotacdes,
seguida de componente celular com 10.391 anotacGes e por ultimo, fungdo molecular
com 9.987 anotagdes.

Figura 81 — Distribuicdo da anotacao de ontologia genética (GO)
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Legenda: Distribuicéo de nivel 03 de termos GO incluindo processos biologicos (BP) (Barras em
verde), funcdo molecular (MF) (Barras em azul) e componente celular (CC) (Barras em amarelo)
entre todas as proteinas anotadas (sdo mostrados apenas os 20 resultados mais representativos de
cada categoria).

Fonte: Do autor (2019).
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Considerando a categoria processo biologico no nivel hierarquico 03, os termos

“processo biossintético”, “processo de modificacdo de proteinas celulares” e “processo
metabdlicos de compostos nitrogenados celulares” foram os mais representados, com

530, 356 e 323 proteinas, respectivamente. (FIGURA 82).

Figura 82 — Resultado da anélise de categorizacdo funcional das proteinas (BP).
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Legenda: Categorizacao funcional das proteinas encontradas no genoma de F. fasciatus — FPB28
gue apresentaram similaridade significativa. No eixo y estdo os termos do GO descritos para a
categoria processo bioldgico (BP), no nivel hierarquico 03. No eixo x estdo os numeros de
proteinas encontradas para cada termo do GO nesta categoria.

Fonte: Do autor (2019).

Para a categoria componente celular, considerando o nivel hierarquico 03, o termo
mais representado foi “componente celular” com 542 proteinas, em seguida, 0s termos
“ntcleo” e “complexo contendo proteinas” com 400 e 394 proteinas, respectivamente
(FIGURA 83).

Figura 83 — Resultado da anélise de categorizacdo funcional das proteinas (CC).
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Legenda: categorizacdo funcional das proteinas encontradas no genoma de F. fasciatus FPB-28
que apresentaram similaridade significativa. No eixo y estdo os termos do GO descritos para a
categoria componente celular (CC), no nivel hierarquico 03. No eixo x estdo 0s numeros de
proteinas encontradas para cada termo do GO nesta categoria.

Fonte: Do autor (2019).
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Em relacdo a categoria funcdo molecular (nivel hierarquico 03), os termos mais

representados pelas proteinas preditas de F. fasciatus, foram “ligagdo de ion” (1366),
“fungdo molecular” (1345), “atividade oxidorredutase” (754) e “ligacdo de DNA” (270)

(FIGURA 84).

Figura 84 — Resultado da anélise de categorizacao funcional das proteinas (MF)
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Legenda: Categorizacao funcional das proteinas encontradas no genoma de F. fasciatus — FPB28
gue apresentaram similaridade significativa. No eixo y estdo os termos do GO descritos para a
categoria funcdo molecular (MF), no nivel hierarquico 03. No eixo x estdo 0s numeros de

proteinas encontradas para cada termo do GO nesta categoria.
Fonte: Do autor (2019).

3.10 Anotacao das classes enzimaticas

Os resultados obtidos anteriormente condizem com 0s c6digos enzimaticos
“Enzyme codes (EC)” obtidos (1.708), em que as classes enzimaticas mais representadas
foram as hidrolases (EC 3), transferases (EC 2) e as oxirredutases (EC 1), com 728, 377

e 367 proteinas, respectivamente (FIGURA 85).
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Figura 85 — Distribui¢do da anotacao das classes enziméticas (Enzyme codes - EC).
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Fonte: Do autor (2019).

Conforme discutido no capitulo anterior (genoma do F. flavus), em relagcdo os
principais grupos enzimaticos presentes nos genomas dos macro-basidiomicetos, 0s
mesmos também foram encontrados no genoma de F. fasciatus, verificando-se um maior
numero de sequéncias preditas relacionadas com agdo hidrolitica (Hidrolases EC 3),
sequida de Transferases (EC 2) e Oxirredutases (EC 1).

Os secretomas destes fungos de podriddo branca (macro-basidiomicetos), tem
revelado uma grande quantidade de enzimas com atividade hidrolitica (VALASKOVA;
BALDRIAN, 2006), e nos ultimos 25 anos, muitas oxidoredutases, envolvidas no
processo de quebra da lignina e de outros compostos recalcitrantes, tem sido intensamente
caracterizada e estudada, como as peroxidases (MnP, LiP, VP) e oxidases (lacases)
(HOEGGER et al., 2006; MARTINEZ et al., 2018; SCHEIBNER et al., 2008). Apesar
disso, as LPMOs e peroxidases de corante — descolorante (DyPs) ainda sdo pouco
exploradas (MARTINEZ et al., 2017).

Neste contexto, as monoxigenases do citocromo P450 foram associadas a acdo
dos macro-basidiomicetos na remocdo de contaminantes (xenobioticos) (CAMERON;
AUST, 1999). As P450 constituem uma parte essencial dos sistemas enzimaticos

intracelulares, pois podem utilizar o oxigénio molecular como aceptor final de elétrons
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(HUANG et al., 2018). Além disso, foi verificado que estas enzimas, desempenham
importante papel no reconhecimento do substrato e na oxidagdo regido-seletiva
(SUBRAMANIAN; YADAYV, 2009).

Com base nas proteinas preditas e anotadas, 0 genoma de F. fasciatus revelou 253

dominios com base nas informac6es recuperadas da base FPrintScan.

3.11 CAZymes preditas do genoma de F. fasciatus

A partir da anotagéo das CAZymes do genoma de F. fasciatus, identificou-se genes
envolvidos na quebra de carboidratos. Empregando-se 0 mesmo método do capitulo
anterior (F. flavus), Fomes fasciatus FPB 28 também teve as sequéncias de aminoacidos
previstas confrontadas com as bases de dados do meta servidor dbCAN2. A anotagéo
identificou 330 CAZymes no total a partir das ferramentas de busca consultadas (FIGURA
86).

Figura 86 — Diagrama de Venn de CAZymes previstas em F. fasciatus

Hotpet

Diamond HMMER
Legenda: CAZymes previstas em F. fasciatus a partir de trés ferramentas / bases de dados
HMMER, Diamond e Hotpep.

Fonte: Do autor (2019).

As CAZymes previstas no genoma de F. fasciatus foram classificadas de acordo
com as familias onde se observa uma predominancia de genes de hidrolases de glicosideos
ou glicosil-hidrolases seguido de Glicosil-transferases e atividades auxiliares (FIGURA
87).
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Figura 87 — Enzimas ativas de carboidratos (CAZymes) do genoma de F. fasciatus.

B GH
mGT
mAA
CE
mPL
mCcBM

Legenda: Atividades auxiliares (AA); Mddulo de ligacdo a carboidratos (CBM); Esterase de
carboidrato (CE); Hidrolase de glicosideo ou Glicosil-hidrolases (GH); Glicosiltransferase (GT)
e liase de polissacarideo (PL).

Fonte: Do autor (2019).

3.11.1 Glicosil-hidrolases (GHs)

Foram previstos muitos genes relacionados a celulases no genoma de F. fasciatus.
Dentre as glicosil-hidrolases, a maior parte associado a familia GH 38 a-manosidase (EC
3.2.1.24); a-1,2-manosidase de manosil-oligossacarideo (EC 3.2.1.113); manosil-
oligossacarideo  a-1,3-1,6-manosidase (EC 3.2.1.114); hidrolase de o-2-O-
manosilglicerato (EC 3.2.1.170); a-1,3-manosidase de manosil-oligossacarideo (EC
3.2.1.-), posteriormente, agdo sobre ligagdes B-1,4 ou B-1,3 glicosidicas de glucanos e
galactanos (GH16) e celulases (GH5). Também foram previstos genes de GHs da familia
18 que correspondem a quitinases cataliticamente ativas (EC 3.2.1.14), endo-B-N-
acetilglucosaminidases (EC 3.2.1.96) e subfamilias de proteinas ndo-hidroliticas que
atuam como mddulos de ligacdo a carboidratos / "lectinas” ou como inibidores da
xilanase. Outro grupo de destaque foram aqueles que codificam enzimas que agem sobre
substratos com ligacOes a-glicosidicas (GH13) (FIGURA 88 A).
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3.11.2 Glicosil-transferases (GTs)

Em relacdo as GTs, no genoma de F. fasciatus foram previstos genes que

codificam 18 familias conforme é mostrado na Figura 88 B. As GTs catalisam a sintese
de glicosideos utilizando varios derivados do acucar-1-fosfato (CAMPBELL; DAVIES;
BULONE, 1998).

16

Figura 88 — Numero de CAZymes em F. fasciatus.
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Legenda: NUumero de familias (A) hidrolases de glicosideos - GHs; (B) Glicosiltransferases —

GTs.

Fonte: Do autor (2019).
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3.11.3 Atividades Auxiliares (AAS)

Em relacdo aos genes de enzimas acessorias, 0s mais representados sédo os das
familias (AA5), (AA2), (AA3) e (AAL), respectivamente (FIGURA 89).

Figura 89 — Numero de CAZymes familia AA em F. fasciatus.
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Fonte: (Do autor, 2019)

Como mencionado no capitulo anterior, a familia AA5 corresponde as enzimas
oxidativas que inclui as lacases. As AA2 sdo presentes principalmente nos macro-
basidiomicetos (peroxidase de lignina, peroxidase de manganés e peroxidases versateis).
Enzimas da familia AA3 sdo mais abundantes em fungos que degradam a madeira,
exibindo alta multigenicidade (SUTZL et al., 2018).

3.11.4 Mddulos de ligacdo a carboidratos (CBMs)

Foi prevista 1 familias de CBMs no genoma de F. fasciatus (CBM1) (mddulos
que se ligam a celulose) de acordo com as informagdes disponiveis na base CAZy
(http://www.cazy.orqg).



http://www.cazy.org/
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3.11.5 Esterases de carboidratos (CEs)

As esterases das familias CE10 e CE16 foram as mais representadas no genoma
de F. fasciatus, respectivamente (FIGURA 90).

Figura 90 — Numero de CAZymes familia CE em F. fasciatus.
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Fonte: (Do autor, 2019)

3.11.6 Liases de polissacarideos (PLS)

Finalmente em relacdo as PLs de F. fasciatus, um total de 5 familias foram
anotadas com destaque para PL2 (pectato-liase (EC 4.2.2.2); exo-poligalacturonato-liase
(EC 4.2.2.9), também verificou-se genes da familia PL4 que agem na quebra de ligacGes
a-1,4-glicosidicas entre a L-ramnose e os acidos D-galacturénicos, produzindo acido a-
A- (4,5) - d -galacturdnico na extremidade ndo redutora (AZADI et al., 1995), PL8 e PL14
ambas encontradas também no genoma de F. flavus (capitulo 4) (FIGURA 91).
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Figura 91 — Numero de CAZymes PL em F. fasciatus.
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Fonte: Do autor (2019).

Muitos estudos na &area gendmica tem mostrado que diferentes macro-
basidiomicetos apresentam um conjunto distinto de CAZymes que permite que estes
organismos de adaptem as condi¢cdes ambientais de seu habitat (HORI et al., 2013;
RILEY etal., 2014; RYTIOJA etal., 2017; SHAH et al., 2016). A habilidade de retirar
energia de substratos complexos tem acompanhado estes fungos por milhdes de anos
através de familias de genes conservadas, principalmente as Hidrolases de glicosideo GHs
(FLOUDAS et al., 2012).

O repertorio de enzimas presente nos genomas de macro-basidiomicetos é variavel
de espécie para espécie, além disso, possuem capacidade de adaptacdo, podendo atuar na
desconstrucdo de diferentes substratos lignocelulésicos, incluindo residuos
agroindustriais (PENG et al., 2018; RYTIOJA et al., 2017). Apesar disso, elucidagdes
acerca da resposta molecular diante da mudanca de substrato ainda estdo no inicio o que
tem estimulado pesquisas de comparacdo de genomas e transcritomas (PENG et al.,
2018).

Nesse sentido, F. fasciatus linhagem FPB 28, foi selecionado para
sequenciamento do genoma e transcritoma (em andamento), por se tratar de um bom
produtor de enzimas durante FES usando cacho vazio de dendé como substrato. Além
disso, contribuiu para reducdo da lignina deste material. Seu extrato bruto também
apresentou efeito positivo para remogéo de alguns compostos fendlicos com enzimas de

outros fungos em ensaio preliminar.
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A anotacdo do genoma de F. fasciatus, revelou a presenca de diversos genes que
codificam importantes CAZymes envolvidas com a desconstrucdo da biomassa
lignocelul6sica, entre elas, diversas GHs, enzimas acessorias da familia AA9 (LPMOs) e
AA2 (LiP, MnP e VP). Este repertorio € caracteristico de fungos de podriddo branca
permitindo a completa mineralizacdo da biomassa a CO2 (FARACO, 2013).
Adicionalmente, estas enzimas podem apresentar efeitos positivos em misturas com
celulases os fungos ascomicetos Aspergillus niger ou Trichoderma reesei (SANCHEZ,
2009).

A degradacao da lignina pode ser potencializada também pela acdo de outras
enzimas como lacases (EC 1.10.3.2; CAZy AA), capazes de oxidar muitos compostos
fendlicos e ndo fendlicos (CRAGG et al., 2015) e aquelas da familia AA3: aril alcool
oxidases (AAO; EC 1.1.3.7), glioxilato oxidase (GOx EC 1.2.3.5) piranose 2-oxidase
(glicose 1-oxidase; EC 1.1.3.4) e celobiose desidrogenase (CDH, EC 1.1.99.18)
(GUILLEN; MARTINEZ; MARTINEZ, 1992; KERSTEN; CULLEN, 2007).
Curiosamente, familias destas enzimas também foram encontradas na anotacdo de F.
fasciatus, corroborando com outros resultados e reforcando o potencial genético deste

fungo, principalmente, frente aos desafios da degradacédo da lignocelulose.
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4 CONCLUSAO

O sequenciamento do genoma do fungo Fomes fasciatus linhagem FPB-28,
empregando-se as plataformas de sequenciamento de nova geragédo Pacific Biosciences
(PacBio RS I1) e Illumina (HiSeq 2500), permitiu uma montagem hibrida de boa
qualidade. Até 0 momento ndo ha relatos de genoma desta espécie, dessa forma, os dados
obtidos servirdo como referéncia para o sequenciamento de outros macro-basidiomicetos.

Nesse sentido, vai contribuir para estudos de desconstrucdo da biomassa, secrecéo
de enzimas lignoliticas e auxiliares. A linhagem F. fasciatus, apresenta habilidade de
produzir substancias que contribuem para a reducéo de substanvias fendlicas. Também
apresenta capacidade de agir sobre a lignina das fibras do cacho vazio de dendé durante
FES. Assim, os objetivos especificos OE5 a OE10 foram alcangcados com o

sequenciamento e anotagdo da linhagem FPB-28.
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5 CONCLUSAO GERAL

O objetivo de realizar o sequenciamento, montagem e anotagéo dos genomas de
dois macro-basidiomicetos com capacidade de desconstrucdo do cacho vazio de dendé e
secrecdo de enzimas extracelulares lignoliticas, foi alcancado. As linhagens Flavodon
flavus FPB-04 e Fomes fasciatus FPB-28 apresentaram tais caracteristicas durante as 0s
ensaios de triagem e composicdo de coquetéis/misturas enzimaticas. Ambos apresentam
potenciais genes que podem vir a ser utilizados como base de processos biotecnoldgicos.

Os objetivos especificos foram alcancados e demonstrados nos capitulos que
compdem este documento. No capitulo 2, o crescimento de 30 fungos macro-
basidiomicetos em placas, foi avaliado em cultivos enriquecidos com substratos
lignoceluldsicos da agroindustria do dleo de palma. O crescimento dos macro-
basidiomicetos no cacho vazio de dendé em sistema FES possibilitou a extracao de pool
enzimatico que teve seu perfil enzimatico avaliado. Os EBEs demonstraram efeito
positivo sobre a hidrélise do CVD-AH em combinagdo com enzimas comerciais ou com
EBE dos fungos comerciais T. reesei e A. aculeatus. F. flavus e F. fasciatus reuniram as
melhores caracteristicas (crescimento + vigor + sinergismo). Dessa forma os objetivos
OE1, OE2 e OE3 foram alcancados.

Outro objetivo (OE4) foi caracterizar o CVD ap0s pré-tratamento bioldgico com
as oito (08) linhagens apds 15 dias de FES, assim, verificou-se maior seletividade SLC
para F. flavus (2,96) seguido de FPB-26 (nd) (1,64) e F fasciatus (1,01). O macro-
basidiomiceto F. flavus contribuiu também para a melhoria da digestibilidade do CVD
levando ao rendimento de 15% de glicose quando hidrolisado com Celic CTec3 (15
FPU.g ). Também foi verificado que o EBE de F. fasciatus FPB-28 tem agio sobre
compostos fendlicos inclusive em combinacdo com EBES de outros fungos. Apesar disso,
este Ultimo ainda carece de mais investigacoes.

O sequenciamento, montagem e anotagdo de dois macro-basidiomicetos permitiu
alcancar os objetivos OE5 a OE10 gerando um banco de dados de de genomas de dois
macro-basidiomicetos desconstrutores de biomassa lignocelulésica (F. flavus e F.
fasciatus). Foram identificados genes que codificam CAZymes, ou seja, enzimas que

apresentam acgéo sobre a desconstrucédo da lignocelulose.
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APENDICES

BDA

APENDICE A - Registro fotogréafico das colénias de macro-basidiomicetos aos 11

dias de cultivo em meios agar-enriquecidos
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APENDICE B - Cromatogramas obtidos com o experimento de simulagdo de

hidrdlise, para verificar acdo dos extratos na reducdo de compostos fenolicos e
inibidores (Capitulo 3)
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Legenda: Detector de arranjo de diodos (DAD). Picos em azul detec¢do a 280 nm e em vermelho

a 320 nm.
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RID — A - Controle (Padrdes)
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RID — C - [(Tr+Aa) + Flavodon flavus FPB 04]
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APENDICE C - Producéo cientifica durante o doutorado (autoria e co-autoria)

Combinacao de extratos enzimaticos de
basidiomicetos e ascomicetos para
hidrolise do cacho vazio de dende

Elias Alves da Silva’, Thalyte Froga Pacheco®, Thais Demarchi Mendes?,

Marivane Lemos . Felipe B.F. Corvalho®, Léia Cecilin de Lima Favaro®, Simone
Mendonga”, Felix Gongalves de Siguelra® Manoe! Telxeira Souza Jdnior

Resumo

A cadeia de producdo e uso do dendé (Eloeis guineensis) term buscado se alinhar a ldgica de
biorrefinaria, wvisando & sustentabilidade e competitividade do setor. Messe contesto, o
aproveitamento integral de residuos para a geragdo de outros produtos de maior valor
apregado ganha relevincia. Os cachos vazios 530 abundantes residuos lignoceluldsicos dessa
cadeia. Na natureza, os basidiomicetos degradam eficientemente os componentes estruturais
da parede celular vegetal, em fun¢do do arcabougo enzimatico, enquanto alguns fungos
filamentosos s3o eficientes em determinade componente. O presente estudo objetivou
verificar a capacidade lignolitica e hidrolitica de extratos enzimaticos de basidiomicetos
(colecdo Embrapa Agroenergia = FPB), combinadoz com extratos de dois ascomicetos
Trichoderma reesei ATCCBOTET (Tr) e Aspergillus aculeatus F-50 [NBRC108796) (Aa), sobre o
cacho vazio de dendé pré-tratado (autohidrdlise). Os basidiomicetos FPB's 26; 28; 102; 104;
109; 115 e 116 foram cultivados sobre o cacho vario (fermentacio estado sdlido), para
obtengdo dos extratos. Os Ascomicetos T. reesei ATCC 6DE7* e A, oculeatus F-50
[MBRC108796]™ foram cultivados em condigdo submersa em meio Mandels Weber (1969),
suplementado com 2,5 % de borra (sdlido abtido no tridecantador de dleo de dendé), para
também obtencio de extratos. A hidrdlise foi realizada em placas tipo Deep Well contendo
0,45g de fibra e 6 mL da mistura constituida por extratos, tampdo e dgua destilada por poco.
05 resultados evidenciaram maiores teores de glicose nas misturas contendo extratos de T.
reesei @ A. oculestus e FPB's 109; 115e 116, levando 4 produgdo de (2,73 g. L), (2,38 L) e
(2,58 g. L), respectivamente.

Graduados

Palavras-chawe: fungos de podridio-branca. agroindustria do dendé. coguetel enzimatico.
aclcares soldveis.
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Ac3o de macrobasidiomiceto na desconstrugdo do
cacho vazio de dendé

Elss Alvies gy Silva', Thats Ossarchi Mendier, ThaWda Fraga Pochecs’, Baquisd Bombevda
Companksd, Smone Mendoas®, Adke Gongohes de Siquinned, Movoe Teiseing Souso Jugnr '

Resumo

A paima [Eigeis sp.) ¢ a ot un de maicr produtividade de 6leo por drea cultvada dentre as plantas
oleaginosas empregadas comercialmente. A gordun estraida desta planta & o Sleo vegetal mak
conswmido no munda. Entretanto, a dendeculura produz anualmente mikhdes de toneladas de
residwas como, por exemglo, as cachos de frutos vazios O aproveitamento desses residuos para
geragio de bioprodutos de valor agregado, taés coma aglcares solivels ou guimicos renowdwess,
requer processos o pré-tratamentos das biomassas. O pré-tratamento bioldgico, wtilizanda
macrabasidicmicetos macrofungas, pode s destacar dewido & capacidade de producdo de enzimas
lignolitcas, como cases & peroddases, que ahuam na desconstrugio das estruturas recalctrantes
da biomassa lignoceluldsica. Messe conbexto, esoe trabalha teve como objetvo avalar (] o pré-
“tratamenta bioldgico do cacho wazio de dendé pelo basidicmiceto FPELLS e (0] a influéncia da
combinacio do extrato bnsto enzimdtico (EBE) com coquetel celulolibon comercial na hidrdlse
desta biomassa pré-tratada por autoehidndlise. O FPE 115, pertencente & cobecio M icrorganismas e
Microalgas Aplicados § Sgroenergia e Biorrefinarias® (CMMALBID), fiol cultivado em cacho de dendé
triturado (fermentacia no estado slida) durante 15 dias a 28 *C. Apds 3 rodonizacio, uma triplicata
fod congelada, lioflimda e tfriturada para camcterimcdo da composicio guimica da bliomassa
e sacarificacdo. Owtra triplicata foi ubikzada para obbengio do EBE-FB115, que, juntamente com
enzimas comserias, fol adicdonade 20 cacho pré-tratada hédratesmicamsente. O pré-tratamenta
bickégica do cacho peln FPEL1S promowew reducia de 1.86% de bgnina e 5,72% de celulose
romparado a0 material sem pré-tratamenta. & sacarificacio deste matenad realizada com Celic®
CTec3 [Movarymes®], resultou, apds 24 horas, na beragio de 0,6 gL de glicose & 1,4 gL de wiose,
0 que orresponde, respecivamente, 3 35% ¢ 16% de comeersia. Utilizando o cacho pré-tratada
por auto=hidrdlise, nio se observou elevacdo dos teores de glicose & wiliose |ibeados guanda
combinado EEE-FPE 115 coim enzimas comencials Cellucist ¢ celoblase [0,65% £ 0,35% de 12,5 mg
de proteina respectramente ). Os resultadas indicam que o pré-bratamento bickigion do cacha oom
FPEL1S promove reduiio da lignina e favorere a sacarficacio. Contudo, nas condighes testadas, o
EBE-FPALLS juntamente com enzimas comeerciaés nio melhorow a hidrdlse do cacha pré-tratada. €
impartante ressattar gue fatares como o tempa de cultivo e bpa de biomassa podem influenciar ma
aumentafdiminuicio das varidvels analisadas, incentivando mass

Auelio Financeira: Finep [01.13.00315.00), Capes.
Palavras-chawve: dendecultura. pré-tratamento beoldgico. aploares fermentescivels. biorrefinaria.
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Producao de polidis por fungos filamentosos
cultivados em glicerina bruta sob diferentes
condicoes de luz

Sovre Costo Broga’, ERos Adees dy Shar”, Wiaonsy Noyse Beio
Sl Thal RFefians Chos Selham?, Silis Beltm Saongolves "

Riesumo

A glicering bruta, principad coproduwio da inddstria do beodiesel, tem sido gerada em grandes
walumess, & o excesso faz com quie sew valor de mercado seja cada ver menon. Muitas inddstrias nda
comseguem realizar uma destinaio correta da glicering bruta produzida, e seu descarte indevida
pode kevar a danos ambientais. Mufas pesquisas estio sendo desenvolvidas wisando agregar
walor 3 esse opproduto. Messe contexto, a wtilizagio de fungos filamentosos, que ssbédamente o
rapares de consumir 3 glicerina bruta & produzir metabditos com diversas aplcacies, vem senda
estudada. Um dos produtos obtidos a pastir da comeersdo da gliosnina sdoos poliis, dooos pol-
-hidricos com aplicagfies na indiistria farmacéubica, quimica e de alimentas. Estudas demanstramam
que a buz & seus diferentes comprimentos de onda influencdam na reproducdo, rescimento & na
producio de metabditce pelos fungos filkmentosos. Messe cendnia, o ohjetvo deste trabalbo fai
avaliar a producko de polidis por fungo flamentoso, ublirando a ghcerina brusta coma substrato &
trés condipSes de (ur durante a inoubacio. O solado (GBEE] pertence 3 olecda *Microrganismos
e Microalgas Aplicados 3 Aproenergia e Biorrefinasias® (CMMAABID], da Embrapa Agroenergia. O
fungo foi cultwado dumnte 10 dias em meso Crapeck, utilizando glicerina bruta como dnica fonte
de carbona. Para a intubacio, foram utilizadas as condigies: luz naturad, luz azel & auséncia de |uz
|escwro). Para a quantificagio dos palidis, foram realizadas andlises por oromatografia ligusda de
ultra alta perfarmance [UPLC). A andlise de variincia indicou gue nio houve diferenca significatva
quando compando o cultve na presenga de lux natural e na ausénoa de luz (esoura). Sendo oS
walores obfidos para o treitol de 0,42 gL* e 0,39 g.L-' na condicda de luz natunal e na ausénda de
luz (esouno], respectiwamente. Mo entanto, 20 comparar as condicies de cultvo ausénoa de lux
[escwro] e bur azul, howse diferenca significativa, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
[proDy05), o5 valones obtidos de trestol foram de 0,4 gL " ¢ 10g.L" na condigdo de ausénda de luz &
na luz azul, respectvamente. Desse modo, as resultados indicaram gue a luz azul exerce influéncia
sobre 0 metabolismo do fungo nes condipies testadas, porém mads estudos sho neoessdrios para
aumentar a biccorversdo da ghoerina bruta em polides.

Audlio Financeira: Bioglic, Capes.
Palavras-Chave: biccorwersio. metabolsmo flingica. fungas filamentosos. palidis.
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V ENCONTRO DE PESOLIEA E INOVACID

Enhancement of ligninolytic enzyme activities in an
Aspergillus terreus co-culture with macrofungi

Apavecido Almeida Conceifdo’, Eios Abers da Sive, Pawh Andrea Dsarks Carmand®, fasd Antdeia
o Aguiad Ribatirg, N Skaveoa Povachis”, Smane Mendosce®, Al Ganpokes die Sauird

Abstract

Co-oultvation s a potential strategy in Bgnocellulolytc biodegradation with producing high activity
ENTymes due 1o SyNengic ar skress actian bebaesen bwa ar mane microorganism species. The abjective
of this study was to inwvestigate the effect of diferent days co-culturing of tao fungl on acase
and permoidase production using cottonseed cake (C5C) as substrate. Spores of Aspergillus ferreus
ATOCHI542 | 1n10] were frstelly inoculated im 50 mL of liquid medium contain basal components
[¥east extract, KH PO, MgSD . 7H 0, In50_TH 0, Fe(Ma) 9H O, MnCl, Na Mod, 2H 0, Cusd 5H0)
and 7% of CSC. After 0, 1. 3 and 7 days of A terews in monoouttune growth, mycelsum of Fomus
lecomtel CCA0 or Fistuling hepotico CCIDZ wene incculated for co-culture pericd. The laccase and
perosidase activities wene esaluated after 0, 1, 3, and 7 days of co-cultuning incubation. The highest
increases of laccase (1085 8245475 UL.ml *} and peroaidase (685 40457 .30 Ul.ml-1} acthities were
seen in co-cultures with CCA0 after 3 and 7 days, respectively; bath result observed when OCa0 was
inoculated in C5C mesdium containing A. ferreus growing for seven days in monooultune. 'When co-
scultured A terrews and CC102, bcasse activity increase to 943655504 Ulml” and perodidese
highest activity was only 2.59£1.55 Ul.mL* after 2 and 1 day of co-culture, respectwely; both, also,
when culbured in medium contaéned A ferreus grosing for seven days in manoculture. These lewels
of activity were significantty different from the encpme actwity when the tao fungl species were
[Erowang im manoculture. B lscomdel appeaned to possess spedific potentad to be used in oo-oultured
production of midative enoymes. The productan of laccase and perasidase was not only dependent
on the species of macrofungl used for oo-culture but also regulated by different days of each fungl
incculatsan. In conclusion, interacbon between A. terrews and £ decoméel improves Rocase and
perosidase actwites. The inocuslation tme of B dscomiéel on A. fermews culture plays an important
rale in the kacrase and perocidase enhanoemesnt.

Aunlic Financeino: CHPg |4047E86,/2013-8), Fapesh, Capes.
Keypwords: cottorseed cake. fungal co-culture. maoro-basidamyrets. oxidases.
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Desenvolvimento de protocolo para imagem quimica
por espectrometria de massas de metabalitos-
-microrganismos

Tallyto Sontos Telxeira’, Jorge Condida Rodrigues Neto”, Pedro Alves Martins”,
Eligs Alves do Silva®, Patricia Pinta Kali Gongolves Costa®, Thals Fobiana Chan
Solumf, Félix Gongalves de Siqueira’, Patricia Verardi Abdednur®

Resumo

A complexa interag3o dos microrganismos entre si @ com o ambiente & mediada por diversos
metabdlitos, que tém muitas aplicagdes industriais. Messe contexto, a imagem guimica por
espectrometria de massas pode auxiliar estudos de prospecgdo de novos compostos por permitie
informacbes complementares através da determinag3o espacial dos metabdlitos. Dentre as téonicas
utilizadas, tem-s2 a MALDI-IMS (Matrix-gssisted Loser Desorption/lonization = Imaging Mass
Spectrometry), que exige desemvolvimento de métodos adequados para o preparo e anadlise da
amaostra. Dessa forma, o objetive deste trabalho foi desenvaolver um protocolo para MALDE-IMS
de metabdlitos em microrganismos. Foram testadas formas de inoculagio [contato e suspensdal,
tultivo do microrganismao (direto na ldmina para MALDI-IMS e por transferéncia), tipo de matriz (DHE
g HCCA) e forma de aplicagio da matriz escolhida (por sublimacdo, seguida ou ndo de recristalizacio
com acido acético 5%, e por micropipeta). A bactéria CNPAE 949 |579) da colegao "Microrganismaos e
Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias™ (CMMAABIo) foi cultivada em placas de Petri
por 24 h a 28 "C. Em seguida, o material foi desidratado por 2 h, submetido & aplicagSo de matriz
e analisado por MALDI-HIMS. Percebeu-se gue a inoculagdo realizada por suspens3o permitiu um
crescimento mais uniforme e reprodutivel da colGnia se comparado com o contato direto. A forma de
cultivo diretamente na |dmina para MALDI-IMS foi mais eficaz do que a transferéncia da colonia para
esta, devido & facilidade do manuseio do material bioldgico. Ao comparar as matrizes, chservou-se
que o DHB aplicado por sublimacio permitiv uma rapida (5 min) e uniforme deposicio da matriz.
Porém, nenhuma imagem quimica de metabdlitos foi obtida nessa condicdo. 13 a utilizacio de
HCCA acarretou em uma lenta (20 min) e uniforme deposicdo de matriz sobre as amastras. Meste
taso, seis ions (myz 520,1; 524,4; 563.4; 568 6; 591 9 e 625,5) tiveram sua localizagio guimica
determinada. Destes, o ion my/z 568,6 refere-se 3 matriz HCCA e os demais ions serdo investigados
par UHPLC-MS/MS. A matriz HCCA apresentou melhores resultados e por isso foi testada quanto
a forma de aplicagdo, avaliando a distribuic3o espacial do ion m/z 568,6 em cada metodo. Dentre
os metodos avaliados, a aplicacdo do HCCA por sublimag3o apresentou uma distribuicSo uniforme
em toda amostra, enguanto os demais métodos apresentaram localizagdo pontual. Uma otimizacdo
de pardmetros instrumentais se faz necessdria para esse protocolo, porém o MALDI-IMS se mostra
promissor para fins de prospeccdo de nowos metabdlitos de microrganismaos.

Auxilio Financeiro: Capes.
Palavras-chawve: MALDI-IMS. metaboldmica. microrganismos.
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VENCONTRO DE PESQUISA E INOVACAD

Enzimas lignoliticas de macrobasidiomicetos
cultivados em torta semente de algodao combinados
com casca de coco verde

Somdnio OWewra PFowe’, Hetene Peresn Morgues”, EVas Ahes da S ', Moasoe!
Tewera ¢ Souae kewor, Simane Mendonge”, Félis Soogalves de Siguein®

Resumo

Alguns macrobasidiomicetos/macrofungos sio capazes de degradar substincias towicas presentes
em insumos para nutricdo animal, tals como tortas de sementes de pinh3o-mansa, algoddo,
mamona, entre outras. AMm da blodetoxificacda, ha outras vantagens no tratamento biologico
de blomassas vegetaks com macrofungos, tais como: aumento da digestiblidade/deslignificacio e
enriquecimento com bioativas e enzimas secretadas. Deste modo, este estudo teve como objetivo

avallar a capaodade de crescimento de macrofungos e produgdo de kgninases {lacases e peraxidases
totais) quando cultwados em substratos 3 base de casca de coco verde |CCV) combenado com torta

de carogo de algocdo (TCA, enriguecidos com grias triturados de miha, trigo e amaranto {integral).
Um total de 7 formufagdes de substratos foram elaborados para o cultivo de 8 macrofungos
(fermentagio em estado sdlkdo - FES) por 28 dias. Os macrofungas utizados no estudo foram Ponus
lecomtel CCOA0, Pleutorus pulmanarius EFBE, Pleutorus ostreatus CC389, Fistulna hepahico CC102,
Picnoporus songuineus FPB134, Fomes sp. FPBO28, Schizophyllum commune FPE109 ¢ Oudmansiello
conard CCD37 pertencentes 3 codegdo “Microrganksmos ¢ Microalgas Aplicadas 4 Agroenergla e
Biorrefinaras” — CMMAABD. Os macrofungos com melhor crescimento na maloria dos substrados
testados foram CC389, FPB10S e CCD37. O CC389 colonizou tatalmente todas os substratas {7/7) aos
28 das, sendo que, em sels dos substratos, kevou apenas 23 dias para colonizd-los comgletamente.
O FPBL09 apresentou crescimento micelial significative, colonizando todos os substratas, levando
em média 24 das de crescimento total para 4/7 substratos. Os macrofungos CC389, EFSS e FPE109
apresentaram os medhores resultados para atividade de lacase quando cultvados no substrato
contendo a mistura de COV (25%) + TCA {25%) + semente de mitho triturado (50%). Os valores de
lacases obibdos desses cultives variaram entre 600 Ug' e 1.200 U.g". O CC38% também apresentou
05 melhores resultados para peroxidases totals em 5/7 dos substratos avallados, chegando a atingir
350 U.g * no substrato com COV (25%) + TCA (25%) + semente de milho triturado {25%) + semente
de amaranto integral (25%). Assim, pode-se inferir que algumas espécies de macro-basidiomicetos
podem ser usadas para 3 producdo de enzimas lignoliticas apresentando diferenca de efidéncia
em diferentes tipos de combinagbes de substratos vegetats. Além disso, abre-se a perspectva
para o w0 de blomassas vegetals previamente enniguecdas com micélio vegetativo, enzimas ¢
bioativas dos macrofungos, como Insumos para nutrigdo animal, pela prévia desconstrugdo parcial
das fibras. Novos estudos serdo reallzados visando avalar a detoxdficagso e alterag3o da composicio
bromatoldgica dos tratamentas mals promissores.

Auvlio Financeira: CNPg (404786/2013-8), Capes, Embrapa, Finep.
Palavras-chave: macrofungos. enzimas descontrutoras de parede celular vegetal biotecnologia.
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Enzimas desconstrutoras de parede celular vegetal
secretadas por macrobasidiomicetos cultivados em
cacho vazio de dende

Dulee Cristing dos Santos’, Ehes Alves oo Sy, Thais Dewsarchi Mendes’, Thatya Fraga Peckecs’,
Manoe Triarind S SOUnD Joevaar, Smane Mendosa’, Rbix Sanfokeas de Saguinrdg

Resumo

O dleo de dendé [Ghso de palma) & um produta de grande importincia econfmica mundial, tenda
maés de 90% da sua producko no Brasil localimda no Estado do Fard. O prooesso de evtracdo do
dleo de dendé apresenta de modo geral rendimento de 10% em nefacdo a toda blomassa vegetal
gerada desde o cultive até o processamento dos frutos. O @cho wazio de dendé consiste em
oerca de BI% de residuo sdlido processado. Deste modo, a agroinddstria de dend® necessita de
altemativas para o aproveitamento desses residuos/subprodutcs, de forma a obter produtcs de
valor agregado. O pré-tratamenta biokdgico mediante oultivo de macrofungos por fermentagio em
estado sdlido de biomassas lignoceluldsicas tem potencial pam gerar béoprodutos como cogumeios
comestivels, Imumas para nutricdo andimal, aglicares fermenteschvels, bioativos microblanos e
enzimas degradadoras de parede celular vegetal, que tém apelo biotecnokdgico para difenentes
sefores industrials. Diante disso, este trabalho teve como objetivo determinar o perfil enzimdtico de
9 expiches de macrobasidiomicetas & um ascomiceto |FOCSM | outtvadas por fermentacdo em estada
sciicda (FES) em cacho vado de dendé titwado. Os fungos perbencem 3 colegdo “Microrganismos
£ Microalgas Aplicados & Agroenergia & Bomefinaris® — CMMARED. Os exiratos enzimadbioos
foram obbdos nos tempos de &, 13 g 21 dias de fermentacio e foram analisados em refagda a0
tear de proteinas sollwels totals, probeases ¢ perosidases totass. O ascomiceto FOCSS fol o gue
apresentou masar atwidade de protease {3.000 Ul mL®) & estewe entre os fungos coom 25 makanes
atwidades de peroxdases totass (FPEI0E, FFE13S e FOCS4|, valones procimos de 20 U1 g°. De moda
geral, as fungos awalisdos apresentaram medhares resultados quanto 35 atvidades das enzimas da
classe perowidases, mostrando grande potencial par aplicagio béotecnobdgica em processos de
pré-tratamento da béomassa wegetal, faciifando a obtengio de agicares fermentescivels apds a
desconstrucioda Ngnina, fator Bmitante de bioprocessos de hidrdlse enzimdtica, por exempla. 14 as
proteases possuem grande aplicacdo nas inddstrias alimenticias, em processos d clareamendo na
fabricagio de detergentes & outros processos ndustriaks.

Audlio Financeiro: Fnep [01.13.00315.00), Capes, Embraga.

Palavras-chawe: biorrefinaria. biomassa wegetal agroindistria. paima de dleo  [dendé).
basidiomicetos. pré-tratamsento bioldgico.
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Whole genome sequence of two white-rot fungi that degrade residual biomass
from the Oil Palm industry

e

Elias Alves da Silva'?; André Pereira Ledo®; Félix Gongalves de Sigueira®; Manoel Tei-
¥eira Souza Junior'?

Institution: "Universidade Federal de Lavras (UFLA); *Embrapa Agroenerngia.
Contact E-mail: elias. silva@colaborador.embrapa . br

Key-words: White-rot fungi; biclogical pretreatment; genome assembly

ABSTRACT:

The oil palm (Elaeis guineensis) industry generates a significant amount of lignoceliulo-
sic residual biomass. In order to increase the environmental and economic sustainability
of this agro-industry, it is necessary to reduce the amount of residual biomass generated
by adding value to it. White rot fungi efficiently degrade lignin, a recalcitrant polymer in
wood that is among the most abundant natural materials on the envirenment, and which
i5 present in most of the solid residual biomass from the il palm industry. These fungi
hawve extracellular oxidative enzymes (laccases and peroxidases) able to deconstruct
aromatic compounds from lignin. After selecting two strains of white rot fungi (FPB 04
and FPB 23), based on their ability to produce laccazses and peroxidasze of their enzy-
matic extracts to hydrolyze the empty fruit bunches and release fermentable sugars, we
have started a hybrid de novo assembly strategy to sequence the genome of these two
gfrains. The first step in the strategy was to sequence DMA using the lllumina HiSeq2500
platform, in order to generate short DNA reads (150 nuclectides long). Here we present
the results from this first step, where a total of 6.45 and 5.94 Gigabases of data were
generated for FPB 04 and FPBE 28, respectively. After a FASTQC analysis, these data
were submitied to a preliminary assembly using the SPAdes software (version 3.11.1),
resulting in 19,910 scaffolds with a NS0 length of 3,191 bp for FPB 04; and in 14,779
scaffolds with a M50 length of 4,159 bp for FPB 28.
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Biomass utilization of Portulaca oleracea L. under salt stress for macrobasidiomicetos
growth

Eliaz Alves da Silva™*; Vivianny Nayse Belo Silva**; Mariana Resende Alvim?®; Beatriz Leite®;
Félix Gongalves de Siqueira™; Manoel Teixeira Souza Junior

Institution: “Universidade Federal de Lavras; “Embrapa Agroenergia; “Universidade Federal de
580 Jodo del-Rei

Contact E-mail: viviannybiologa/a gmail com
Key-words: Salinity. Purslane. Biomass pretreatment. Culture medivm.

ABSTRACT:

Portulaca oleracea L. (Purslane) is a halophyte species highly tolerance to salinity stress
Purslane access Bl is ighly tolerant to WaCl levels up to 1.0 g'100 g of a fresh substrate, without
great losses in biomass production. Macro-basidiomyycetes present great potential for application
in the pretreatment of lignocellnlosic tiomass. This study aimed to evaluate the myeelia growth
and enzymes production for ten macro-basidiomycetes, belonging to the CMMAABic collection,
cultivated on growth medinm having biomass from Purslane plants (grown or not under saline
stress) as the enly carbon souwrce. Standard EDA and BD media were used as control. Mycelimm
discs were inoculated and let to grow at 28°C in the growth chamber for 15 days. All 10 fungi
tested experienced some mycelivm growth when cultivated for 15 days on all three media nsed.
FPBO4 and FPB28 accesses presented the highest valies in colony diameter (mm) when growing
on medmm with purslane biomass grown in saline condition (66.83 and 67.50 mm_ respectively)
for 15 days. FPB04 had similar values in colony diameter after growing for 135 days on all threa
media; while FPB28 has higher values when comparing to the other two media used. Laccase
activity was observed in five of the 10 fungi evalvated; however, CS7 and EF38 presented hizher
activity in purslane bicmass grown in saline condition than in BD (control). Thus, in vitro results
indicate that the biomass of purslane presents a potential for cultivation of macro basidiomycetes
allowing both the nse of biomass for growing edible nmshrooms.
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Effect of salt stress on the photochemical apparatus of Gliricidia
sepinm (Jacq.) Steud.
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Silva VNB!2. David MFL?, Silva EAL?, Casari RACN!, Ferreira TMM!Z. Sousa
CAF!. Souza Jr MT!

'Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF, Brazil; *Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brazil
thzlits massare/@colaborador. embrapa br; *Universidade Federal Fural de Pernambuco, Recifs, PE,
Brazil;

Gliricidia sepium (Jacg.) Stend. (glincidia) is a tree belonging to the family Fabaceae,
which has the ability to fix mirogen. It has been used as live fencing, firewood, green
manure and intercropping. However, its noblest use is as fodder for cattle, since its leaves
present a high protein content. Due to its tolerance to drought, it has been grown in the
Brazilian Northeast, where drought is a natural phenomencn. Besides drought episodes,
the soils of that region are prone to salinization. However, the behavior of this species
when submutted to salt stress 15 stll mcipient, although it has already aroused some
curiosity. In this study, we evaluated the effect of salt stress on the photochemical
apparatus of glinieidia. Thus, three-month-old seedlings grown in plastic pots (4 kg) were
submitted to doses of 0.0, 0.4, 0.6, 0.8 e 1.0 g NaCl'100 g of substrate. The first three
days after imposition of the salt stress, it was observed an increase in initial fluorescence
(Fo), a decrease in maximum fluorescence (Fm), which resulted in a drop in the maximum
quantum yield of photosystem II (Fv/Fm) for the doses = (.6g NaCl. The stress was so
strong that on the 4= day all plants subjected to those salt doses presented completely
wilted leaves, which then fell off. About a month later, the plants developed new foliage.
At 35 and 45 days of salt stress, new measurements showed that Fv/Fm had completely
recovered at doses of 0.6 and 0.8 g NaCl. Therefore, instead of expending energy to
recover the photochemical apparatus from the pre-existing leaves, the plants invest in new
leaves that have already been equipped with mechamisms to protect the photochemical
apparatus from salme stress.

Keywords: abiotic stress, salt tolerance, glineidia.

248



“'P-?'a
(5 0 CONGRESSO BRASILEIRO
—

MDE FITOPATOLOGIA

MMetabolismo antioxidante de Seraria viridis acezso AlD] em resposta ao parasitizmo de
especies de Melmdegyne (Antoxidant metabolism of Setaria viridis access A10.] m response
to parasitism of Meloidogyme speces)

Marana Femreira de Lima David'; Vivianmy MNayse Belo Silva®; Ehas Ahres da Silva®; Thais
Femanda da Silva Vicente'; Carlos Anténio Ferreira de Sousa’; Elvira Maria Regis Pedrosa’;
Manoel Teixerra Souza Junior’; Lilian Margarete Paes Guimardes'. "Universidade Federal Rural
de Permambuco (UFRPE); Tniversidade Federal de Lavras (UFLA); ‘Embrapa Agroensrgia.
Email: marif agrojil gmail com

Resumo: Os nematoides do género Meloidogyne estio entre os patdgenos de plantas mais
prejudicials do mundo ocasionando diversas perdas. E interessante a busca por medidas de
controle que vizem a sustentabilidade como plantas geneticamente resistentes com capacidade
de nentrahzar espécies reativas de copénio (EROs) em fungdo do estresse oxidative ocasionado
pela infeccdo. Messe sentido, o objetive do trabalho fou avaliar as respostas enzmimaticas diante do
parasitizmo de Meloidogyne spp. em Setaria vwiridiz aceszso A10.1. O sxperiments foi conduzide
emy casa de vegetagio ma Embrapa Agroenermia — Brasiha, DF. As avahiagbes foram
fundamentadas na attvidade de enmimas do sistema anticxadante e foram reahzadas aos 10 e 20
dizs apos imoculagdo de 10000 & 20000 ovos e juvemis de M incogmita, M. javanica e M
enterclobii, e em plantas ndo inoculadas (testermumha). As folhas coletadas foram processadas
para obfencdo das enzimas dismufase do supercondo (0D, catalase (CAT), percoodase do
ascorbato (APX) e femilalaninag amémia base (PAL). Todas as anahses foram realizadas em
triplicata. Os dados foram submetides a MANOVA com medida repetida no tempo. Nao fo
possivel obzarvar atividade da SO0 e CAT, em contraste, as atividades da APY & da PAL foram
crescenfes ao longo do tempo. Mo bouve interacio enfre as especies inoculadas e a atrvidade da
APH. As especies inoculadas nio mostraram relacdo quanto a afvidade PAT no tempo, mas as
densidades de moculo de 10000 e 20000 obtveram diferemga sipmificativa (P=001). As
inferagdes entre o tempo e espeécie e, tempo e tratamento foram significativas (P=20,05) para a
atividade da PAT.. Fsta enzima esta relacionada com respostas de plantas a diferentes estresses.
Dessa forma, os resultados sugerem que nas condigoes testadas M. incogmita, M. javanica e M
enterolobii promoveram resposta bloquimica, através da atividade da PAL, em 5 viridiz acesso
AlD]l. Alem disso, 5 viridis acesso AlQ]l s mostrou como possivel planta antagomsta, ao
apresentar ahvidade enmimatica da PAL, que atua sob estresse ou estando envolvida na biossintese
de compostos fenolicos como substaneias repelentes aos nematoides-das-galhas.

Palavras-chave: Nematoide-daz-galhas; Setaria  wirddis; Carzctenzagdo enzimatica
Apoio: CNPq; Embrapa; CAPES.
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Respostas do parasitismo de Melotdogyne spp. em Sefaria viridis acesso
Al0.l (Besponses of the parasitism of Meloidogyne spp. in Setaria viridis access
Al0.1)

Mariana Ferreira de Lima David'; Vivianny Mayse Belo Silva®; Ehas Alves da Silva®; Thais
Femanda da Sitva Vicente!; Carlos Antdnio Ferreira de Sousa®; Elvira Maria Regis Pedrosa';
Manoel Teixera Souza Famior’; Lilian Margarete Paes GuimarSes'.

IWMIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO; TINIVERSIDADE FEDERAL
DE LAVRAS; *‘EMBRAPA AGROENERGIA. Email: marif agro@gmail com

Besumo: Os nematoides do género Meloidogyne causam nnutos danos econdmecos em diversas
culfuras. O presente frabalbo teve como chjetive avaliar o parasitismo de Meloidogyme spp. em
Setaria viridis acesso Al0.]l, para uiilizacio como potencial planta modelo nos estudos de
resistencia aos nematoides das galhas. O expenmento fou condumido em casa de vegetagdo na
Embrapa Agroenergia — Brasiha, DF. As populagSes utlizadas no expermento foram
caracterizadas revelando os fenotipos M. incognita, M. javanica e M. enterolobii. As avaliagbes
foram reahizadas aes 10, 20 & 30 dias apos moculacio (DAT) de 10.000 & 20,000 oves & juvents
de nematoides, & em plantas nio mnoculadas (testenmunba). Tomateiros cultivar Santa Cruz Eada
foram uhlizados como padrio de suscetibilidade. Para reabiragdo das avaliagdes, o sistema
radicular for cuidadosamente lavado e pesado (PFSE). Quanto a penetracio e desenvolvimento
dos fifonematoides realizou-se nos tempos de 10 DAT e 20 DA e para determunar a reproducio
dos nematoides a avallagio fou realizada acs 30 DAL Também no mesmo periedo foram
determinados: fator de reproducio (FE), mmero de oves por planta (N0, indice de galhas (IG)
& Indice de massa de ovos. Os dados foram submehdos 3 MANOVA com medida repetida no
tempo. O PESE apresenton medias reduzidas. Fou possivel observar diferenca sigmificativa
(P=0.01) quanto as espécies moculadas e as densidades de moculos whlizadas influenciando o
PFSE. Em todos oz tempos de avahacdo ndo fo possivel observar a presenca de juvems e adultos
das espécies em estudo no mnterior das raizes de 5. viridiz acesso AlD], considerando-se wma
planta ndo hospedeira dos nematordes das galhas. Como tambem, fol possivel observar que M
incognita. M. javanica e M. enterolobii nio se reproduzram ao final do experimento apresentando
FE=0 (mmmume) e valores nulos de N0, Iz ¢ IMO. Nos tomateros ov. Sanfa Cruz for possivel
observar a reprodugdo do patogenc com fator de reprodugio maror que um (FE=1). Os resultados
deste trabalho possiblifam um malor conbecimento sobre a relacio entre M imcogmira, M
Javanica e M. emterolobii e 5. viridis acesso Al0.]1 provando seruma planta nao hospedeira dessas
especies de nematordes-das-galhas ndo se qualificando como uwma potencial planta modelo nos
estudos de resisténeia

Palavras-chave: Parasitizmo; Meloidogyne spp_; Setaria viridiz
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