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Resumo

Os fungos filamentosos saprofiticos representam fontes promissoras de enzimas
holoceluloliticas, e o cultivo desses organismos em fontes de carbono indutoras
baratas, como residuos agricolas, permitiia a obtencdo de coquetéis
enzimaticos com custos reduzidos. Neste trabalho, o potencial de um isolado de
Clonostachys byssicola para a producao de enzimas holoceluloliticas € descrito.
A avaliagdo do secretoma produzido pelo fungo em cultivo submerso com
diversas fontes de carbono lignicelulésicas através de eletroforese em BN-PAGE
revelou a presenca de bandas de alta massa molecular, correspondentes a
complexos proteicos putativos. A partir da identificacdo desses complexos por
LC-MS/MS, verificou-se que os complexos abrigam diversas enzimas envolvidas
na degradacdo de holocelulose, como celulases, mananases, xilanases e
pectinases. Os complexos também sao cataliticamente ativos, uma vez que foi
possivel identificar atividade enzimatica in gel. Em outra etapa do trabalho, o
secretoma do fungo obtido em fontes de carbono comerciais (Avicel,
carboximetilcelulose-CMC e xilana de aveia) e agroindustriais (sabugo de milho,
casca do gréo de soja, engaco de bananeira e bagaco de cana-de-acucar) foi
caracterizado por LC-MS/MS. A maior diversidade de proteinas foi identificada
no secretoma obtido em Avicel, seguido pelo secretoma obtido em sabugo de
milho. Foram identificadas varias enzimas relacionadas a degradacdo da
lignocelulose, o que evidencia que o fungo é capaz de produzir sistemas
enzimaticos completos especificos para cada uma das principais fracdes da
holocelulose: celulose, hemiceluloses e pectina. Os secretomas obtidos em
residuos agroindustriais foram empregados para sacarificar sabugo de milho e
bagaco de cana-de-acucar parcialmente delignificados. Os extratos brutos
produziram mais agucares a partir da hidrdlise do sabugo, revelando uma maior
digestibilidade deste substrato quando comparado ao bagaco, 0 que pode
decorrer do menor teor de lignina observado apos o tratamento do sabugo de
milho. Os secretomas permitiram a solubilizacdo de grande parte da xilana
presente no sabugo de milho, com a liberacdo de xilobiose como principal
produto de hidrolise. O isolado de C. byssicola foi ainda avaliado quanto a
capacidade de producdo de enzimas pectinoliticas quando cultivado em meio
contendo casca de laranja como Unica fonte de carbono. O fungo foi capaz de
secretar pectinases e pectato liases. A caracterizacao do secretoma feita por LC-
MS/MS revelou uma grande diversidade de enzimas atuantes na cadeia principal
e sobre substituintes laterais. Uma fracdo parcialmente purificada foi
caracterizada quanto ao efeito da temperatura e pH, e a atividade de pectinase
foi maxima a 50°C, e na faixa de pH entre 4,5 e 6,0. Estas caracteristicas
sugerem a aplicacdo da enzima para o tratamento de sucos de frutas com baixa
acidez. Uma das enzimas parcialmente purificada foi identificada por LC-MS/MS,
e a partir desta identificacdo, o transcrito correspondente foi clonado com
sucesso em Escherichia coli, e a etapa de expressao em Pichia pastoris se
encontra em andamento. Todos os resultados deste trabalho revelam C.
byssicola como uma nova fonte de enzimas holoceluloliticas, que ainda precisa
ser explorada. Palavras chave: Clonostachys byssicola, BN-PAGE, secretoma,
holocelulases, pectinases, pectato liases.
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Abstract

Saprophytic filamentous fungi represent promising sources of holocellulolytic
enzymes, and the cultivation of these organisms in inexpensive inducing carbon
sources, such as agricultural residues, would allow the production of enzymatic
cocktails at reduced costs. In this work, the potential of a Clonostachys byssicola
strain for the production of holocellulolytic enzymes is described. The evaluation
of the secretome produced by the fungus in submerged culture with several
lignicellulosic carbon sources through BN-PAGE electrophoresis revealed the
presence of bands of high molecular mass, corresponding to the putative protein
complexes. From the identification of these bands by LC-MS / MS, the complexes
were found to harbor several enzymes involved in the degradation of
holocellulose, such as cellulases, mannanases, xylanases and pectinases. The
complexes are also catalytically active, since it was possible to identify in gel
enzymatic activity. In another stepe of the work, the secretome of the fungus
obtained in commercial (Avicel, carboxymethylcellulose-CMC and oat spealt
xylan) and agroindustrial (corn cob, soybean hull, banana and sugarcane
bagasse, sugar) carbon sources was characterized by LC-MS / MS. The greatest
diversity of proteins was identified in the secretome obtained from Avicel and corn
cob, respectively. Several enzymes related to the degradation of lignocellulose
were identified, which shows that the fungus is able to produce complete
enzymatic systems specific to each of the main holocellulose fractions: cellulose,
hemicelluloses and pectin. The secretomes obtained from agroindustrial residues
were used to saccharify partially-delignified corn cob and sugarcane bagasse.
The crude extracts released more sugars from the hydrolysis of corn cob,
revealing a higher digestibility of this substrate when compared to the bagasse,
which may be due to the lower lignin content observed after corn cob treatment.
The secretomes allowed the solubilization of a large part of the xylan present in
the corn cob, with the release of xylobiose as the main hydrolysis product. C.
byssicola strain was also evaluated for the production of pectinolytic enzymes
when grown in medium containing orange peel as the sole carbon source. The
fungus was able to secrete pectinases and pectate lyases. The characterization
of the secretome by LC-MS / MS revealed a large diversity of enzymes acting on
the main chain and side substituents. A partially purified fraction was
characterized regarding the effect of temperature and pH, and the pectinase
activity was maximal at 50 ° C and in the pH range between 4.5 and 6.0. These
characteristics suggest the application of the enzyme for the treatment of fruit
juices with low acidity. One of the partially purified enzymes was identified by LC-
MS / MS, and from this identification, the corresponding transcript was
successfully cloned in Escherichia coli, and the expression step in Pichia pastoris
is underway. All the results of this work reveal C. byssicola as a new source of
holocellulolytic enzymes, which still needs to be explored. Keywords:
Clonostachys byssicola, BN-PAGE, secretome, holocelullases, pectinases,
pectate lyases.
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Introducéo

Todos os anos, milhées de toneladas de residuos vegetais sdo gerados
pelo manejo das principais lavouras agricolas em diversas regides do planeta.
Estes residuos, quando incorretamente dispostos, s8o responsaveis por
consideravel impacto ambiental, além de permitirem a proliferacdo de pragas
agricolas. Aléem disso, este material normalmente é descartado através de
combustdo, o que contribui para 0 aumento da emissado de gases do efeito
estufa. Levantamento feito pela FAO (Food and Agriculture Organization)
considerando as principais culturas agricolas mundiais (milho, trigo, arroz e
cana-de-acucar), indicou que no ano de 2010, cerca de 250 milhdes de toneladas
de gases do efeito estufa foram gerados em decorréncia da queima de residuos
derivados dessas culturas. Entre os maiores emissores, destacam-se Estados
Unidos, China e Brasil (FAO, 2010).

Os residuos agricolas correspondem, essencialmente, as fibras vegetais,
gue apresentam como principal caracteristica estrutura resistente e de complexa
digestdo. Essa propriedade decorre, principalmente, da estrutura e composicéo
da parede celular vegetal. A parede é composta por polissacarideos e lignina
gue, organizados em uma estrutura tridimensional complexa, conferem a rigidez
caracteristica das fibras vegetais. Grande parte da energia fixada pelos vegetais
no processo fotossintético € destinada a sintese dos componentes da parece
celular vegetal e, portanto, os residuos agricolas representam uma fonte valiosa
de substratos aplicaveis em processos industriais para a obtencdo de
combustiveis e outras substancias quimicas de interesse. Esse é o principal
fundamento de uma biorrefinaria, que utiliza a lignocelulose como matéria-prima

para a producado de diversos produtos.

Uma gama diversa de produtos pode ser obtida através de processos
industriais que utilizam biomassa lignocelulésica como matéria prima. Estes
produtos incluem biocombustiveis, hidrocarbonetos, precursores de polimeros
utilizados na fabricacdo de plasticos, e muitos outros compostos quimicos de
elevado valor econémico (Sheldon, 2014). A transformacdo da biomassa
lignoceluldsica pode ser obtida através de métodos quimicos ou biolégicos, por

meio de processos fermentativos. Nesse Ultimo caso, € necessario que a
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estrutura da lignocelulose seja desconstruida aos seus mondmeros
constituintes, que serdo utilizados para sustentar o crescimento dos
microrganismos fermentativos. As enzimas apresentam-se como alternativas
interessantes para a degradacgéo da lignocelulose, uma vez que atuam de forma
especifica, o que permite obtencdo de produtos de degradacdo em elevado
rendimento, sem a formacdo de outros produtos indesejaveis. H& grande
interesse na utilizagdo de biocatalisadores em processos de conversdo de
biomassa lignocelulésica. Por exemplo, as enzimas utilizadas em processos de
producdo de biocombustiveis jA representam uma porcado consideravel do
mercado global de enzimas (Jaramillo et al., 2015).

Embora j& existam varios coquetéis enzimaticos comerciais destinados a
sacarificacdo de biomassa lignocelulosica, a busca por novos catalisadores, bem
como métodos de producédo mais baratos sao importantes, ja que a maioria dos
processos que utilizam a lignocelulose como matéria-prima ainda né&o
apresentam viabilidade econdmica atrativa. Nesse sentido, diversas alternativas
tém sido propostas, como a utilizacéo de residuos agricolas como fontes baratas
para a obtencdo de misturas enzimaticas complexas. Ainda, a prospeccao de
novas enzimas a partir do estudo da biodiversidade microbiana é extremamente
importante, ndo somente para a busca por enzimas mais eficientes, como
também para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
degradacédo dos polimeros que constituem a parede celular vegetal. O Brasil
concentra uma parte consideravel da biodiversidade mundial, mas os recursos
naturais sofrem presséo por parte de a¢des antropicas, como a exploracéo ilegal,
e a expansao da fronteira agricola. O cerrado € o segundo maior bioma
brasileiro, mas ja perdeu metade de sua cobertura original, e grande parte da
area remanescente encontra-se fragmentada (Brasil, 2015) . Dessa forma, a
biodiversidade desse bioma precisa ser estudada, de forma a propor alternativas

gue subsidiem a sua valorizacao.
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Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi o de caracterizar o arsenal enzimético
produzido por C. byssicola por meio de andlise prote6mica comparativa
gualitativa e quantitativa do secretoma cultivado em diferentes fontes de carbono

comerciais e residuos agricolas.

Objetivos Especificos
1 Prospeccdo e caracterizacdo de complexos multienzimaticos

nesses secretomas;

1 Aplicagdo dos secretomas em processos de sacarificacdo de
residuos agricolas;

1 Producéo, purificagcdo parcial e caracterizacdo de pectinases

produzidas sob inducgéo por casca de laranja.

Revisao Bibliografica

Parede Celular
A parede celular consiste em uma matriz complexa, estruturada e rigida

gue envolve a célula vegetal (Figura 1.1). As funcdes primarias da parede celular
sdo delimitar forma e tamanho, resistir a pressédo de turgor, e tornar a célula
vegetal mais resistente as intempéries ambientais e ao ataque de patdgenos
(Lagaert et al., 2009). Apesar de sua rigidez, a parede celular vegetal &, na
verdade, uma estrutura dindmica. Diversos processos fisioldgicos e celulares
essenciais a planta decorrem, inicialmente, de mudancas na estrutura e
composicado da parede celular vegetal, como os processos de diferenciacao
celular e as cascatas de sinalizacdo. Todos esses eventos, que decorrem
principalmente de modificacdes na parede celular vegetal, foram cruciais para o
processo de colonizacdo do ambiente terrestre pelas plantas, permitindo a sua
adaptacdo para um ambiente drasticamente distinto quando comparado ao

ambiente aquatico (Popper et al., 2011; Sorensen et al., 2010).
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Figura 1.1. Estrutura geral da parede celular vegetal. Extraido e adaptado de (Siqueira and
Ferreira Filho, 2010).

Com base na fase de crescimento celular em que séo sintetizadas, as
paredes celulares vegetais séo classificadas em primarias ou secundarias. As
paredes primarias sdo sintetizadas durante a etapa de crescimento da célula. A
deposicdo se inicia ap0s a divisdo celular, e uma vez que a célula ainda
experimentara uma etapa de crescimento, a parede celular primaria deve ser
rigida o suficiente para permitir a protecao da célula, mas ao mesmo tempo deve
exibir a flexibilidade necessaria a expansdo das células recém-geradas

(Cosgrove and Jarvis, 2012).

A maioria das espécies vegetais apresenta composic¢ao similar da parede
celular primaria: os componentes predominantes sdo os polissacarideos, mais
especificamente celulose, hemicelulose, composta majoritariamente por
xiloglicano, e pectina. Uma excec¢ao importante diz respeito as paredes primarias
de gramineas (ordem Poales), nas quais as hemiceluloses predominantes sao

arabinoxilana e glicanos de cadeia mista (Cosgrove and Jarvis, 2012).

A resisténcia que as paredes primarias conferem a célula é resultante da
interacdo entre as cadeias de celulose, xiloglicano e pectina. As pectinas
apresentam extensas areas de interacdo com o0s demais polissacarideos
componentes da parede primaria, sendo o polimero que interage em maior
contato com as cadeias de celulose, cobrindo grande parte de sua superficie. As
interacdes do xiloglicano com a celulose sdo pontuais, e muito peculiares: o
xiloglicanos apresentam-se ligados ao interior das microfibrilas de celulose (Dick-

Pérez et al., 2011). Estes pontos de contato entre celulose e xiloglicanos,
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denominados de hotspots biomecanicos, tém despertado cada vez mais
atencdo, pois acredita-se que estas estruturas sejam fundamentais para a
manutencdo da integridade da parede celular, bem como para o controle da
extensibilidade da célula vegetal (Park and Cosgrove, 2015).

Ao contrario da parede celular primaria, que mantém uma certa
flexibilidade para suportar o crescimento celular, a parede celular secundéria
apresenta uma estrutura mais rigida, e é sintetizada apés a fase de expansao da
célula. Em termos de composicao, a parede celular secundéria apresenta fibras
de celulose mais resistentes e organizadas, conteddo bem menor de pectinas e
uma substituicdo de xiloglicanos por outras hemiceluloses, principalmente
xilanas e mananas, cuja predominéncia varia em fungdo do tipo celular, bem
como da espécie vegetal (Cosgrove and Jarvis, 2012; Scheller and Ulvskov,
2010).

Talvez a alteracdo mais significativa, responsavel por modificar
drasticamente as propriedades da parede celular secundaria, seja a deposicéo
de lignina nos espacos entre as fracbes de celulose e hemicelulose. A
lignificacdo como estratégia de diferenciacao celular foi uma aquisicao evolutiva
crucial para a plena conquista do ambiente terrestre pelas plantas, pois a
formacéo de fibras e vasos condutores lignificados proporcionou sustentacao e
eficiente captacao de agua solo. Além disso, o surgimento da via de sintese dos
compostos aromaticos precursores da lignina (que precedeu a sintese da lignina
propriamente dita) foi extremamente importante para a protecdo das primeiras
espécies vegetais terrestres contra a radiacéo ultravioleta (Weng and Chapple,
2010).

A lignificacdo confere um carater hidrofébico a matriz da parede celular,
reforcando a rigidez e a resisténcia mecanica da parede, e dificultando
consideravelmente sua degradabilidade (Zhong and Ye, 2015). A deposicao de
lignina na parede celular pode ocorrer em resposta a alguma agressao ou
estimulo ambiental, ou como parte do processo de diferenciacéo celular. Tecidos
vegetais lesionados, ou sob ataque de patégenos, ativam as vias de sintese dos
precursores de lignina numa forma de aumentar a resisténcia da parede celular,
reduzir o estado de hidratacdo da matriz e dificultando a acdo de enzimas
microbianas. As células que sofrem diferenciacdo incluem os elementos
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traqueais, que sdo as células que integram o xilema; as células do
esclerénquima, que formam as fibras, e estdo presentes em diversos tecidos,
nos quais contribuem para a sustentacdo mecanica da planta; as células
endodérmicas, presentes nas raizes; e as células presentes na capa protetora

da maioria das sementes (Barros et al., 2015).

Celulose: estrutura e biossintese
A celulose é um homopolimero linear de unidades de glicose, unidas entre

S i por | igaF-b¥é4) doAs ipadéei as -stetintpmente
entre si, originando uma estrutura estavel, pouco reativa, e resistente a
degradacdo, caracteristicas que tornam a celulose o principal componente
responsavel pela resisténcia caracteristica das paredes celulares vegetais. Esta
estrutura pouco reativa caracteriza a porcao cristalina da celulose. No entanto, a
fracdo cristalina €, por vezes, interrompida por algumas regides amorfas, onde
as cadeias de glicano apresentam-se mais dispersas e desorganizadas
(Nishiyama, 2009).

As cadeias de glicose encontram-se associadas atraves de interacdes
intermoleculares, originando a unidade basica da celulose: a microfibrila (Figura
1.2). InteracOes de hidrogénio sdo estabelecidas lateralmente entre cadeias
distintas de glicose, originando uma folha. Adicionalmente, as folhas interagem
entre si verticalmente, tanto por ligacdes de hidrogénio, que envolvem residuos
hidroxil de folhas distintas, quanto por for¢cas de van deer Walls, estabelecidas a
partir dos grupos CH dos anéis piranosidicos dos residuos de glicose
(Parthasarathi et al., 2011). Ndo ha consenso sobre quantas cadeias de glicose
compdem a microfibrila de celulose. Ding et al., (2014) estipularam a microfibrila
como composta por 36 cadeias de glicose, ao passo que Fernandes et al., (2011)
estimaram em 24 cadeias de glicano. JA Newman et al., (2013) e Thomas et al.,
(2013) relatam que tanto um modelo de microfibrilas com 24 cadeias quanto 18
cadeias sao possiveis. Microfibrilas adjacentes podem interagir lateralmente por

interacdes de hidrogénio, dando origem a feixes de celulose.

A disposicdo espacial dos grupos quimicos nos residuos de glicose
permite a distincdo de duas faces nas microfibrilas celuldsicas (Figura 1.2). Os
grupamentos hidroxil encontram-se em uma posicao equatorial (lateral) em

relacdo ao plano do anel piranosidico, ao passo que os residuos CH encontram-
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se perpendiculares a esse plano. Dessa forma, as faces da microfibrila de
celulose que expdem o0s anéis piranosidicos correspondem as faces
hidrofébicas, ao passo que as faces nas quais se encontram expostos os radicais
hidroxil correspondem as faces hidrofilicas (Park and Cosgrove, 2015). Essa
distincdo de faces nas microfibrilas de celulose € importante, uma vez que
determinam a interacdo da celulose com os demais componentes da parede

vegetal e com enzimas celuloliticas (Liu et al., 2011; Park and Cosgrove, 2015).
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Figura 1.2. Estruturas propostas para a microfibrila de celulose: (a) 36 cadeias de glicano, em
formato hexagonal; (b) 24 cadeias de glicano, em formato de diamante; (c) 24 cadeias de glicano,
em formato retangular; (d) e (e): duas versdes de 18 cadeias de glicano. As linhas vermelhas
representam as faces hidrofobicas, que variam em area de acordo com o modelo proposto.
Extraido de Cosgrove, (2014).

A biossintese das cadeias de celulose ocorre na membrana plasmatica da
célula vegetal. O processo é catalisado pelo complexo de sintese de celulose,
um complexo multiprotéico que apresenta localizacdo transmembranica, sendo
composto por sintases de celulose, bem como outras proteinas acessorias,
como glicanases envolvidas na edicdo das cadeias de glicano, e proteinas
regulatérias (Endler and Persson, 2011). Os complexos apresentam um formato
caracteristico de roseta, organizado em seis subcomplexos, cada um contendo
um trimero de unidades de sintase de celulose (Hill et al., 2014). A medida que
a sintese de celulose ocorre, os complexos se deslocam pela membrana
plasmatica e permitem a deposicéo de celulose ao longo da superficie celular. A
movimentacdo dos complexos aparentemente € direcionada por componentes
do citoesqueleto celular, mas as evidéncias disponiveis ainda ndo permitem
comprovar como € a participacao do citoesqueleto nesse processo (Endler and
Persson, 2011).

Os complexos de sintese de celulose utilizam como substrato uridina-
difosfato glicose (UDP-glicose), canalizados do citoplasma para o processo de
sintese, e os residuos de glicose adicionados a cadeia apresentam rotacao de

180°C em relacdo aos residuos vizinhos, razdo pela qual a unidade basica de
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celulose é a celobiose, e ndo a glicose (Guerriero et al., 2010). Dez genes que
codificam para a sintese de sintases de celulose foram identificados no genoma
de Arabidopsis: CesAl1-10, sendo que as enzimas codificadas pelos genes
CesAl, CesA2, CesA3, CesA 5 e CesA6 sao responsaveis pela sintese de
celulose na parede celular primaria, e as enzimas codificadas pelos genes
CesA4, CesA7 e CesA8 estdo envolvidas na sintese de celulose durante a
deposicao da parede celular secundaria. O papel da proteina expressa pelo gene
CesAl0 ainda néo foi elucidado (Endler and Persson, 2011).

A sintese de celulose impacta diretamente as propriedades do polimero
na parede celular vegetal. A celulose na parede primaria apresenta uma menor
rigidez quando comparada a celulose na parede secundaria. E tal diferenca é
um reflexo da dindmica dos complexos de sintase de celulose, conforme
demonstrado por Li et al., (2016). Estes autores verificaram que, durante a
sintese da parede celular priméaria, os complexos de sintase de celulose
apresentam-se mais dispersos e em menor concentragdo na membrana
plasmatica. Como resultado, tem-se uma rede de celulose mais dispersa e com
menor cristalinidade, condizente com a necessidade de uma maior flexibilidade
da parede celular primaria, que deve se expandir para acompanhar o
crescimento celular. No entanto, os complexos de sintases de celulose
apresentam-se em concentracfes maiores na membrana celular durante a
deposicao da parede celular secundaria. O resultado € a deposi¢cdo de material
celulésico mais denso, representando uma estrutura muito mais rigida, e

necessaria para estabilidade e resisténcia da parede celular secundaria.

Hemiceluloses: estrutura e biossintese
As hemiceluloses representam um grupo diverso de polissacarideos

(Figura 1.3), que apresentam como caracteristica em comum a liga¢ao do tipo
b(1Y4) em configura-«o equatori al
secundarias, as hemiceluloses representam a segunda fracdo mais abundante,
e sdo extremamente importantes para a manutencéao da integridade e resisténcia
da parede celular, uma vez que se associam aos demais componentes,
formando uma rede complexa e bem articulada de interacdes intermoleculares
(Scheller and Ulvskov, 2010; Zhong and Ye, 2015).
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Os xiloglicanos séo polimeros cuja cadeia principal € formada por

res2duos de glicose (aN#iogiBp daconirarigda- » e s

cadeia de glicana da celulose, os residuos glicosil da cadeia principal dos
xiloglicanos podem apresentar substituicbes laterais. As mais frequentes sao
substituicdes por residuos de xilose, associados a cadeia principal a partir de
|l i ga- »es (@ b®).tOs pesidudd de xilose podem ainda apresentar
associacdes a residuos de arabinose ou galactose, sendo que os residuos de
galactose podem estar ligados a residuos de fucose (Scheller and Ulvskov,
2010). Cadeias de xiloglicano também podem apresentar acetilacbes em
residuos de galactose das cadeias laterais, ou em parte dos residuos de glicose

da cadeia principal (Park and Cosgrove, 2015).

As xilanas sdo um grupo diverso de polissacarideos cuja cadeia principal
e formada por residuos de xilose (Figura 1.3). Diversos tipos de substituintes
laterais podem estar presentes associados a cadeia principal, o que permite a
geracao de uma gama diversa de xilanas. Residuos de acido glicurbnico ou acido
4-O-metilglicurénico se associam a residuos de xilose da cadeia principal através
de liga-»eg 1¥@)ti Cad&i as de xil ana
substituintes laterais sdo denominadas de glicuronoxilanas. Outra substituicdo
bem frequente consiste na associacdo de residuos de arabinose aos residuos
de xilose a partir dos atomos de oxigénio O-2 e/ou O-3. As arabinoxilanas
apresentam residuos de arabinose como principal substituinte lateral, ao passo
gue as glicuronoarabinoxilanas apresentam tanto residuos de arabinose quanto
de acido glicurénico associados a cadeia principal. Adicionalmente, residuos de
xilose podem apresentar acetilagcbes, mais frequentemente no oxigénio O-3
(Scheller and Ulvskov, 2010). As xilanas representam 0 componente
hemiceluldsico predominante nas paredes celulares secundarias da maioria das
espécies vegetais terrestres. No entanto, os tipos de xilana presentes nessas
paredes variam consideravelmente entre as espécies. As glicuronoxilanas
correspondem a principal hemicelulose presente na madeira de angiospermas
(Willfor et al., 2005b). J&4 as paredes celulares vegetais de gramineas
apresentam as glicuronoarabinoxilanas como componentes hemiceluldsicos

predominantes (Scheller and Ulvskov, 2010).
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Os residuos de arabinose de glicuronoarabinoxilanas presentes nas
paredes celulares das gramineas normalmente se apresentam associados a
mol ®cul as de 8cidos hidroxici n®©wuméariccs, send:
os mais frequentes (Scheller and Ulvskov, 2010). Estes acidos aromaticos
desempenham papel fundamental na manutencéo da integridade da parede
celular, uma vez que podem ser condensados a partir de reacdes oxidativas,
originando dimeros. Esses dimeros permitem a ligacdo cruzada entre cadeias
distintas de xilana, entre cadeias de xilana e de pectina, e entre a xilana e a
lignina (Oliveira et al., 2015). As pontes estabelecidas entre os acidos
hidroxicinamicos contribuem para a recalcitrancia tipica das paredes celulares
secundarias em gramineas, uma vez que a frequéncia dessas ligacbes, bem a
ligacdo cruzada entre hemicelulose e lignina contribuem para a resisténcia da
biomassa vegetal a sacarificacdo (Lygin et al., 2011). Outro componente tipico
das paredes celulares secundarias de gramineas s&o os glicanos de cadeia
mista (Faik, 2010). Estes polimeros lineares apresentam em sua cadeia principal
blocos de trés ou quatros unidades de glicose associados por ligacdes do tipo
b(1Y4), e esses blocos est«o con®cheleados a g
and Ulvskov, 2010).

As mananas e glicomananas possuem cadeia principal constituida por
residuos de manose, e residuos de manose e glicose em padrdes néo-
repetitivos, respectivamente (Figura 1.3). Os residuos de manose da cadeia
principal podem se associar lateralmente a residuos de galactose, originando as
galactomananas e galactoglicomananas (Scheller and Ulvskov, 2010).
Galactoglicomananas representam o polissacarideo predominante da fracéo
hemiceluldsica da madeira de gimnospermas (Willfér et al., 2005a) . Além disso,
as mananas atuam como carboidratos de reserva e barreira para protecéo fisica
do embrido em sementes de varias espécies vegetais, destacando-se as

espécies de leguminosas (Buckeridge, 2010).
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Figura 1.3. Estrutura geral das hemiceluloses. Extraido e adaptado de (Scheller and Ulvskov,
2010).

De um modo geral, as hemiceluloses apresentam uma grande diversidade
de substituintes laterais. Essa caracteristica afeta diretamente as propriedades
fisico-quimicas dos componentes hemicelulésicos, e por consequéncia as
interacdes estabelecidas com os demais polimeros que integram a complexa
estrutura da parede celular. O grau de substituicdes presentes em cadeias de
xiloglicano determina a sua estrutura tridimensional, e consequentemente a
capacidade de interacdo destes polissacarideos com a celulose (Park and

Cosgrove, 2015). De forma similar, Busse-Wicher et al., (2014) relataram que o
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nivel de substituicdo lateral de cadeias de xilana (em particular acetilacdes) é
determinante sobre o modo de interagdo dessas cadeias com a celulose. A
interacdo celulose-xilana é de extrema importancia, uma vez que as Xxilanas
atuam como barreiras que impedem as microfibrilas de celulose de coalescerem.
As substituicbes laterais também podem regular a solubilidade dos
polissacarideos na parede celular. Mananas lineares apresentam pouca
solubilidade, e constituem uma estrutura para-cristalina, ao passo que a
presenca de residuos de galactose como substituintes laterais elevam
consideravelmente a solubilidade desses polissacarideos (Rodriguez-Gacio et
al., 2012).

Ao contrario da sintese de celulose, o processo de producdo das
hemiceluloses é intracelular, sendo que a montagem das cadeias do
polissacarideo é efetuada no lumen do complexo de Golgi, a partir de
precursores ativados sintetizados tanto no interior da organela quanto no
citoplasma. Diversas transferases estéo localizadas na membrana do complexo
de Golgi, e muitas das enzimas estdo associadas em grandes complexos
multienzimaticos, de forma que a sintese das hemiceluloses caracteriza-se por
um processo cooperativo envolvendo diferentes tipos de enzimas (Faik, 2010;
Rennie and Scheller, 2014). A sintese da cadeia principal das mananas, dos
xiloglicanos e dos glicanos de cadeias mistas é efetuada por enzimas que
apresentam similaridade as sintases de celulose. Ja a sintese das xilanas é
efetuada por transferases distintas, ndo relacionadas as sintases de celulose. A
adicdo dos substituintes laterais fica a cargo de transferases especificas para
cada tipo de substituinte. ApGs as sintese, as cadeias de hemicelulose séo
transportadas a membrana plasméatica através de vesiculas, e durante esta fase
os polissacarideos passam por um processo de maturacdo, ou seja, sofrem
modificacdes pds-sintese em sua estrutura a partir da acao de hidrolases (Pauly

et al., 2013).

Pectina: estrutura e biossintese
A pectina € um polissacarideo presente principalmente nas lamelas

médias e paredes celulares primarias, onde desempenha diversas funcfes
estruturais e fisioldgicas. As lamelas médias sao sintetizadas imediatamente

ap6s a conclusao do processo de divisdo celular, e sdo responsaveis pela
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manutencdo da adesdo entre células adjacentes. A lamela média é rica em
pectina, e esse polissacarideo atua como agente cimentante responsavel pela
aderéncia estabelecida entre células distintas. Adicionalmente, produtos
resultantes da degradacgéo da pectina atuam como importantes sinalizadores
celulares em processos de agresséo (como herbivoria ou ataque de patégenos),
permitindo o desenvolvimento da resposta imune apropriada (Daher and
Braybrook, 2015). Conforme mencionado anteriormente, as pectinas
desempenham importante papel na manutencao da integridade da estrutura da
parede celular primaria, a partir de interacfes estabelecidas com a celulose e o
xiloglicano (Dick-Pérez et al., 2011).

7

A pectina € um importante componente estrutural dos tecidos que
constituem os frutos de muitas espécies vegetais. Durante o processo de
amadurecimento, alteracdes imprimidas a estrutura da pectina por hidrolases e
esterases especificas sdo determinantes para o desenvolvimento da textura
caracteristica dos frutos. A degradacéo enzimatica da pectina ocasiona a perda
da adeséo entre as células, bem como permitem uma maior hidratacao do tecido
vegetal, culminando com a reducdo da resisténcia mecanica e com o
desenvolvimento da suculéncia tipica da maioria das frutas de importancia
econdmica (Brummell, 2006; Brummell and Harpster, 2001; Paniagua et al.,
2014).

A pectina constitui um polissacarideo complexo cuja principal caracteristica é a
presenca de acido galacturdnico, em sua estrutura. A complexidade estrutural
da pectina permite a identificacdo de trés dominios principais, distintos em sua
estrutura: homogalacturonana, ramnogalacturonana | e ramnogalacturonana Il
(Figura 1.4). Esses trés dominios apresentam-se ligados covalentemente,

determinando uma Gnica estrutura para a pectina (Atmodjo et al., 2013).
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Figura 1.4. Estrutura da pectina, mostrando os principais dominios do polissacarideo. Extraido
de Albuquerque et al., (2016).

A homogalacturonana € o dominio predominante, representando cerca de
65% da pectina (Atmodjo et al., 2013). E constituida por uma cadeia principal
composta de residuos de acido galacturdnico associados a partir de ligacdes do
t i p@©1 Y40k residuos carboxil das unidades de acido galacturdénico podem
estar esterificados com radicais metil, e estas substituicbes alteram
consideravelmente as propriedades da pectina, como carga e solubilidade.
Adicionalmente, os residuos galacturonil podem apresentar O-acetilacdes nos
carbonos C-2 ou C-3 (Ridley et al., 2001). Os radicais de acido carboxilico ndo-
esterificados apresentam a capacidade de interacdo com ions de calcio. Cadeias
diferentes de homogalacturonana podem se associar a partir de pontes
intermedi adas por 2ons de c8l ci o, num mod el
(Figura 1.5a), conferindo a pectina a propriedade de formar géis (Caffall and
Mohnen, 2009).
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Figura 1.5. Modelos de interacdo ibnica presentes na pectina. (a) Interacdo entre cadeias de

homogal acturonana mediada por 2ons de c¢c8lcio, segun
Caffall and Mohnen, (2009). (b) Interacdo entre cadeias de ramnogalacturonana Il mediada por

ions borato (extraido de Ridley et al., (2001).

A ramnogalacturonana | é o0 segundo dominio predominante,
representando de 20 a 35% da pectina. Apresenta a cadeia principal constituida
por um dissacarideo de ramnose e acido galacturénico, sendo que estes dois
residuos apresentam-s e associ ados por lily2iee¥ddpltern
( [ Y-8D-GalpA-( 1 Y2 -Rhap-( 1Y]) . As substitui-»es P
residuos de &cido galacturbnico sdo as mesmas observadas na
homogalacturonana, ao passo que os residuos de ramnose normalmente
apresentam-se associados, pelo carbono C4, a residuos arabinofuranosil e
gal actopiranopsi l atrav®s(1lde&) | i¢dglarbi» e s do
respectivamente. Os residuos de arabinose e galactose podem se apresentar
em unidades ou cadeias (Caffall and Mohnen, 2009; Ridley et al., 2001).

A ramnogalacturonana Il corresponde a uma homogalacturonana
substituida. E a fragdo minoritaria, representando cerca de 10% da pectina
(Atmodjo et al., 2013). Quatro tipos de substituintes laterais podem se associar
a cadeia de &cido galacturénico. Ao carbono C-2 podem se associar uma cadeia
de 9 (cadeia A) ou 8 (cadeia B) residuos de acucar, sendo muitos desses
aclcares incomuns, como apiose, acido acérico, acido 2-ceto-3-deoxi-D-lixo

heptulosarico (Dha) e acido 2-ceto-3-dedxi-D-mano octulosbnico (Kdo). As
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cadeias C e D sédo dissacarideos e se associam ao carbono C-3 dos residuos
galacturonil (Caffall and Mohnen, 2009). Da mesma forma que a
homogalacturonana, a ramnogalacturonana Il apresenta a capacidade de formar
géis, mas por um mecanismo diferente: residuos laterais de apiose interagem
com &tomos de Boro, permitindo a associacdo de cadeias distintas de
ramnogalacturonana Il (Figura 1.5b) (Ridley et al., 2001).

Os processos de sintese da pectina e das hemiceluloses guardam
algumas semelhancas. A montagem dos dominios que compdem a pectina
também ocorre no complexo de Golgi, catalisada por transferases organizadas
em complexos enzimaticos associados a membrana da organela. As cadeias de
pectina também séo transportadas a membrana através de vesiculas, e também
sofrem processamento pos-sintese ao longo do transporte, através da acao de
hidrolases e esterases (Anderson, 2016). Curiosamente, a maioria dos agucares
presentes na pectina sédo originados em uma complexa via de interconversao a
partir de apenas dois precursores ativados: UDP-glicose e GDP-manose
(Atmodjo et al., 2013).

Lignina: estrutura e biossintese
A lignina € um polimero complexo, de estrutura tridimensional, formado

unidades fendlicas (monolignois) derivadas de trés principais alcoois

hi dr ox i c i-oco@maril,cconderil e ginapil. Estes trés compostos, quando

condensados na estruturada lignina, or i gi nam a shidoxifend (&)l e s

guaiacil (G), e siringil (S) (Boerjan et al., 2003; Zhong and Ye, 2015). A
composicdo da lignina varia entre as espécies vegetais: a lignina das
angiospermas € composta principalmente por unidades G e S, exceto a lignina
das monocotiledéneas (gramineas), que apresenta uma propor¢ao uniforme dos
trés monbmeros. Ja a lignina de gimnospermas apresenta predominio de
unidades G, menor quantidade de unidades H, e praticamente auséncia de
unidades S (Bonawitz and Chapple, 2010). Além das trés unidades fendlicas

predominantes, outros mondmeros podem estar presentes na estrutura da

l ignina de algumas esp®ci es, cooumaratdse r u |

(Bonawitz and Chapple, 2010).

A sintese dos monoligndis precursores ocorre na interface entre o

citoplasma e a superficie externa do reticulo endoplasmatico (Barros et al.,

32

de

}

ato



2015). Os monoligndis sdo sintetizados a partir do amino&cido fenilalanina,
através da via biossintética dos fenilpropandides (Figura 1.6), e posteriormente
sdo direcionados a membrana plasmatica (Miedes et al., 2014). O mecanismo
de transporte dos monolignois ainda ndo esta elucidado, e pode envolver o
carreamento através de vesiculas, ou a participacdo de transportadores
especificos localizados na membrana. Ao alcancarem a superficie celular, os
monoligndis precursores sofrem oxidacdo a partir da acdo de lacases e
peroxidases localizadas na membrana, e se tornam radicais ativados que se
polimerizam de forma combinatéria, ou seja, ndo h& orientacdo quanto a
polimerizacdo dos precursores, de modo que a composicdo do agregado
nascente de lignina é determinada apenas pela disponibilidade de radicais
ativados (Barros et al., 2015; Bonawitz and Chapple, 2010; Zhong and Ye, 2015).

Oy _H Oy, OH Oy, OH OoH
NH,
PAL C4H C4H/C3H
— — >
OH
OH OH

phenylalanine cinnamic acid p-coumaric acid caffeic acid

+4CL CSE/ *401.
(EAA 'kaim:to ?nmlm:u ?M ?m\
Os 8 OO oj} s 5,5
HCT C3H HCT CCoAOMT
— — — —
OH OH OMe
OH o OH OH OH
p-coumaroyl-CoA p-coumaroyl caffeoyl caffeoyl-CoA foruloyl-CoA
+ CCR shikimate shikimate + CCR
O H OxH oj,H °er
FSH coMmT
] HO’ Me MeQ Me
] oH OH oH
p-courmaraldehyde coniferaldehyde S-hydroxy- sinapaldehyde
+ CAD *CAD coniferaldehyde *CAD
OH /j/OH OH
i ‘Oie M OMe
OH OH OH
p-coumaryl alcohol coniferyl aicohol sinapyl alcohol
Y Y Y,
Lignin H unit G unit S unit

Figura 1.6. Via de sintese dos monbémeros constituintes da lignina. Extraido de Miedes et al.,
(2014).

33



Parede celular vegetal, recalcitrancia e pré-tratamento
Considerando as funcbes desempenhadas pela parede celular, que

incluem sustentacao mecanica as células e tecidos vegetais, bem como protecao
contra 0 ataque de patdgenos e herbivoros, é facil concluir que a o arcabouco
da matriz que constitui a parede celular € configurado de forma a constituir uma
estrutura rigida, e resistente a degradacao. Essa propriedade da parede celular
i denominada recalcitrancia - constitui o principal obstaculo para o pleno uso da
lignocelulose como matéria-prima renovavel em processos industriais (Pauly and
Keegstra, 2008). A recalcitrancia da parede celular vegetal é determinada,
principalmente, pela estrutura cristalina da celulose; pela interagdo entre os

polimeros constituintes da parede; e pela deposicao de lignina.

Conforme mencionado anteriormente, a estrutura basica da celulose € a
microfibrila, que consiste de um conjunto de cadeias de glicano que se associam
por interacdes intermoleculares: ligacdes de hidrogénio e forcas de van deer
Walls. Mesmo que essa associacdo seja dominada por interacdes consideradas
fracas, a organizacdo das cadeias de glicano resulta em uma estrutura
extremamente compacta, estavel e pouco reativa. Além disso, as moléculas de
agua encontram-se organizadas na superficie das microfibrilas de celulose, o
gue dificulta a difusdo de substancia e, por consequéncia, reduz drasticamente
a reatividade de toda a estrutura (Gross and Chu, 2010). Resultados
experimentais demonstram que a reducdo da cristalinidade da estrutura
celulésica, alcancada a partir do emprego de reagentes quimicos que induzem
a desorganizacéo das cadeias de glicano (como o acido fosforico) permite uma
maior hidratacdo e aumentam a reatividade e a susceptibilidade a degradacéo

enzimatica (Hall et al., 2010).

As hemiceluloses formam uma complexa rede na parede celular. Cadeias
hemiceluldsicas estdo associadas a superficie da celulose, contribuindo para a
estabilizacdo da estrutura das microfibrilas, e também ocupam 0s espacos
interfibrilares, formando barreiras importantes que reduzem a acessibilidade de
enzimas a fracdo celulésica da parede celular (Meng and Ragauskas, 2014;
Silveira et al., 2013). A remocao da hemicelulose esta associada ao aumento da
digestibilidade enzimatica da parede celular vegetal, uma vez que permite a

maior exposicao das microfibrilas de celulose (Yang et al., 2015). A presenca da
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hemicelulose nos espacgos interfibrilares também determina a porosidade do
material lignocelulésico. Os poros de acesso as cadeias de celulose
determinados em fun¢éo da presenca da fracdo hemiceluldsica sdo pequenos o
suficiente para impossibilitar a penetracdo de celulases ao interior da matriz da
parede celular, ao passo que a remocdo da hemicelulose aumenta

consideravelmente o didmetro desses poros (Adani et al., 2011).

A deposicdo da lignina aumenta o carater hidrofobico da parede celular
vegetal, e a reducdo do estado de hidratacdo também diminui a reatividade da
matriz lignocelul6sica. Além do carater amorfo conferido a lignocelulose, a lignina
também afeta negativamente a acdo das enzimas responsaveis pela degradacao
da holocelulose (fracdo correspondente aos polissacarideos da lignocelulose)
através de adsorcdes irreversiveis. Essas ligacbes 1 ditas n&o-produtivas i
ocorrem em decorréncia de interacdes hidrofobicas estabelecidas entre os
residuos apolares das proteinas e os compostos fendlicos presentes na lignina,
impedindo tanto a degradagéo enzimatica quanto a recuperacao das enzimas, 0
gue compromete a viabilidade de todo o processo (Rahikainen et al., 2013).
Adicionalmente, a presenca de compostos fendlicos livres, derivados ou nao da
lignina, atuam como inibidores da atividade de diversas enzimas que atuam

sobre os constituintes da parede celular vegetal (Duarte et al., 2012).

Em funcdo da recalcitrancia caracteristica da parede celular vegetal, os
residuos lignocelulésicos devem ser submetidos a etapas de pré-tratamento
antes de serem utilizados como matérias-primas em processos industriais. Os
objetivos principais do pré-tratamento sdo o de remover ou fracionar os
componentes da lignocelulose (em especial a lignina), bem como reduzir a
cristalinidade da estrutura da celulose. Dessa forma, a biomassa vegetal se torna
mais susceptivel a hidrélise, seja acida ou enzimatica (Behera et al., 2014). O
pré-tratamento deve permitir a maior recuperacdo possivel de todos os
componentes lignocelulésicos, de preferéncia em fragcdes separadas, com a
menor demanda de energia, e evitando ao maximo a formacdo de compostos
inibitérios do crescimento microbiano, derivados tanto da lignina (compostos
fendlicos) quanto da degradacao de acucares (furfurais e aldeidos) (Agbor et al.,
2011). Diversas estratégias de pré-tratamento tém sido desenvolvidas, e a

escolha da melhor estratégia € determinada em funcédo do tipo de material
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lignocelulésico a ser tratado, bem como da fracdo da lignocelulose que se
pretende alterar ou recuperar. Os pré-tratamentos envolvem a utilizacdo de
principios fisicos (mecanicos), fisico-quimicos, quimicos, bem como a

combinacgao destes.

O pré-tratamento mecéanico visa a reducdo do tamanho médio das
particulas que compdem o material lignocelulésico. Normalmente, o residuo
lignocelulésico € submetido a algum processo de trituracdo, corte ou moagem.
A reducdo do tamanho das particulas favorece a degradabilidade do material,
uma vez que aumenta a superficie de exposicdo dos componentes
lignocelulésicos. Além disso, a reducdo do tamanho de particula €
acompanhada, em alguns casos, da reducdo da cristalinidade da celulose, e
dessa forma o pré-tratamento mecéanico também permite a melhor degradacéo
deste polimero (Silva et al., 2012). Apesar de todas as vantagens citadas, o pré-
tratamento mecanico demanda uma consideravel quantidade de energia, de
forma que a correta escolha e configuracdo deste tipo de pré-tratamento é
fundamental para a garantia da viabilidade econémica da utilizacao dos residuos

lignocelulésicos em processos industriais (Vidal Jr. et al., 2011).

O pré-tratamento fisico-quimico utiliza a combinacdo de elevadas
temperaturas e a presenca de agua para promover o aumento da
degradabilidade da biomassa vegetal. As condices de elevada temperatura e
pressao empregadas nos pré-tratamentos fisico-quimicos favorecem a formacao
de acidos organicos a partir da decomposicéo de alguns substituintes laterais da
hemicelulose, como residuos acetil e glucuronil. Esses acidos organicos atuam
na decomposicdo e solubilizacdo da fracdo hemicelulésica, através do
rompimento de ligacdes glicosidicas (Alvira et al., 2010). Os pré-tratamentos
fisico-quimicos mais utilizados sdo a explosdo a vapor, e 0 tratamento
hidrotérmico (Liquid Hot Water). Na explosdo a vapor, a biomassa vegetal &
saturada com vapor de agua em elevadas temperaturas, e ap6s o tempo de
exposicao adequado, o sistema de tratamento é rapidamente despressurizado.
Durante a explosdo a vapor, parte da hemicelulose é solubilizada pelos
mecanismos de hidrélise acida ja mencionados anteriormente, aumentando a
digestibilidade da lignocelulose por favorecer a exposicao da fracdo celulésica

(Mosier et al., 2005; Ramos, 2003). O tratamento hidrotérmico funciona segundo
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0S mesmos principios da explosado a vapor, mas nesse pré-tratamento, a agua é
mantida em estado liquido a partir do aumento de pressdo. O uso de 4gua no
estado liquido favorece a solubilizacdo de uma maior fragdo da hemicelulose
guando se compara o tratamento hidrotérmico a exploséo a vapor (Hendriks and
Zeeman, 2009; Mosier et al., 2005). A partir do pré-tratamento hidrotérmico,
obtém-se um licor enriquecido com oligbmeros derivados da hemicelulose e da
por¢cdo amorfa da celulose, e um sélido remanescente composto por celulose e

lignina (Silva and Ferreira Filho, 2017).

Os processos de pré-tratamento quimico diferem consideravelmente
guanto aos efeitos sobre os constituintes da parede celular vegetal. O pré-
tratamento acido atua principalmente na solubilizacdo da hemicelulose,
aumentando a degradabilidade da biomassa vegetal por permitir a maior
exposicao da fracao celuldsica (Alvira et al., 2010). Neste tipo de pré-tratamento,
podem ser utilizados &cidos diluidos ou concentrados. Apesar de permitir a
hidrolise dos polissacarideos da parede celular, o uso de acidos gera uma gama
de problemas, incluindo a necessidade de alcalinizacdo do hidrolisado antes da
fermentacéo; a geracdo de residuos poluentes, e a corrosdo de equipamentos
(Mosier et al., 2005).

Outra estratégia de pré-tratamento quimico consiste no uso de
substancias alcalinas, como o hidroxido de sédio, amonia, e hidroxido de célcio.
Estes tratamentos tém sido bastante utilizados, principalmente para residuos
lignoceluldsicos derivados de espécies herbaceas e gramineas, especialmente
em funcéo da alta especificidade para a remocao da lignina, ao mesmo tempo
em que preservam grande parte da fracdo holocelulésica. Durante o pré-
tratamento alcalino ocorre a dissolucao da lignina e de parte da hemicelulose.
Ainda, as ligacbes éster sdo quebradas, possibilitando o rompimento de
interacdes intermoleculares estabelecidas entre os componentes da parede
celular (como as pontes diferdlicas que mantém associadas as fracdes de
hemicelulose e lignina), a remocdo de substituintes laterais da hemicelulose
(como residuos acetil e feruloil/coumaroil), além de permitir a reducao no grau
de polimerizacéo da lignina (Kim et al., 2016). Além da delignificacdo, alguns pré-
tratamentos alcalinos (que utilizam hidréxido de sédio ou ambnia liquida, por

exemplo) também promovem alteracfes na estrutura da celulose, permitindo a
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reducao na cristalinidade de sua estrutura e favorecendo sua degradabilidade
enzimatica. O provavel mecanismo para essa alteracao estrutural promovida na
celulose pelos compostos béasicos esta relacionado a interferéncia na rede de
ligacdes de hidrogénio, que sédo fundamentais para a manutengao da estrutura
cristalina da celulose (Mittal et al., 2011).

Degradacdo enzimatica da holocelulose: caracteristicas gerais
A degradacdo da estrutura polissacaridica da parede celular

(holocelulose) pode ser realizada a partir de hidrélise acida ou enzimética. A
hidrélise acida apresenta alguns inconvenientes, como a corrosdo de
equipamentos e instrumentos, a geracdo de subprodutos poluentes, e a
formacdo de compostos inibitérios aos crescimento de microrganismos
fermentadores (Brodeur et al., 2011). Dessa forma, as enzimas apresentam-se
como ferramentas promissoras para a degradacdo da holocelulose, pois
apresentam acédo especifica e em condi¢des fisico-quimicas mais amenas, o que

permite a obtencdo de acucares monoméricos em alto rendimento.

Um grupo diverso de enzimas atua na degradacéo dos polissacarideos da
parede celular vegetal. A complexidade quimica e estrutural da holocelulose
requer a acao coordenada de enzimas que atuam no rompimento das ligactes
glicosidicas catalisandoreag» es de hi dr -1 i se, -eldieag@®s t er i f i
Por atuarem sobre substratos insollveis, algumas dessas enzimas apresentam-
se constituidas por dois médulos principais: um modulo catalitico, envolvido na
degradacéao das ligacdes quimicas, e um modulo de ligacdo a carboidrato (CBM,
do inglés Carbohydrate-binding Module). As principais fun¢cdes dos CBMs séo
concentrar e direcionar as enzimas sobre a superficie de seu substrato, além de
promover alteracdes estruturais que contribuem para a desorganizacdo da
cadeia de carboidrato, contribuindo para a degradacao (Arantes and Saddler,
2010; Hervé et al., 2010). O mddulo catalitico e o CBM séo unidos por um
conector flexivel, que normalmente € glicosilado e também apresenta
importancia para a ligagdo dos dois modulos ao polissacarideo (Payne et al.,

2013).

Apesar da grande diversidade de glicosil-hidrolases existentes na
natureza, essas enzimas compartilham um mecanismo de reacdo muito

semelhante. A degradacéo da ligacdo gliosidica promovida por essas enzimas

38



consiste em uma catalise do tipo &cido/base, onde o0s residuos cataliticos
envolvidos séo o 4cido glutamico e/ou o &cido aspértico. Estes residuos e suas
formas ionizadas atuam como acidos e bases responsaveis pelo ataque as
moléculas de &gua e pela clivagem da ligacéo glicosidica. A catélise pode gerar
produtos de degradacdo com a posicdo da hidroxila do carbono anomérico (C1)
invertida ou mantida (retida) em relacdo a posi¢ao original (Figura 1.7). Algumas
enzimas degradam a ligacdo glicosidica a partir de um mecanismo de
deslocamento simples, que ocorre em uma Unica etapa, e a hidroxila associada
ao carbono anomérico dos produtos resultantes apresenta posicao invertida em
relac@o a posicéao inicial (mecanismo de inverséo). Entretanto, outras enzimas
empregam o mecanismo de duplo deslocamento: nessa reacao, ha inicialmente
o rompimento da ligacao glicosidica, mas com a retencao de um dos mondémeros
ligado covalentemente ao residuo catalitico da hidrolase. Posteriormente, uma

molécula de agua é utilizada para promover a remocéao deste agucar da estrutura
da enzima, e a hidroxila do carbono anomérico deste acgucar liberado permanece
na mesma posic¢éo original (mecanismo de retenc¢éo) (Ardevol and Rovira, 2015;

Withers, 2001).
(a)

Figura 1.7. Mecanismos gerais de rea¢cdo empregados pelas glicosil-hidrolases: reten¢éo (a) ou

inverséo (b) da posi¢édo da hidroxila do carbono anomérico Extraido de Dodd and Cann, (2009).
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As holocelulases estdo classificadas, de acordo com a sequéncia de
aminoacidos, em uma base de dados que integra todas as enzimas que atuam
na sintese, degradacdo e modificacdo de carboidratos: o CAZy (do inglés
Carbohydrate-active Enzymes). A classificacdo com base na sequéncia de
aminoacidos apresenta uma melhor correlagdo com a estrutura molecular e os
mecanismos de reacdo das carboidrases, em comparacdo as classificaces
convencionais que consideravam como critério a especificidade de substratos.
Além disso, a partir dos dados disponiveis no CAZy é possivel estabelecer
relacdes evolutivas, bem como classificar proteinas que ainda nao apresentam

funcdo conhecida (Cantarel et al., 2009).

As enzimas registradas no CAZy séo classificadas em familias, de acordo
com a natureza da atividade enzimatica: glicosil hidrolases (GH), que
compreende as enzimas que degradam as ligacOes glicosidicas através de
hidrolise e as enzimas que promovem transglicosilacdes; glicosil transferases
(GT), onde se encontram classificadas as enzimas envolvidas na sintese de
ligacbes glicosidicas; polissacarideo liases (PL), relacionada as enzimas que
clivam | iga-»es gl i cos?di-d@imisacap, carboidretoi
esterases (CE), que inclui as enzimas que degradam ligacfes éster envolvendo
carboidratos; e a familia que inclui os modulos de ligacédo a carboidrato (CBM).
Essas familias ainda podem ser subdivididas, em funcéo de especificidade de
substratos (Cantarel et al., 2009; Lombard et al., 2014).

Até o ano de 2013, o CAZy possuia cerca de 340 mil proteinas
registradas, sendo a maioria delas (cerca de 160 mil) classificadas em familias
de GH (Lombard et al., 2014). Recentemente, um novo grupo de familias foi
criada no CAZy. A familia de atividades auxiliares (AA) compreende as enzimas
gue atuam na degradacao de polissacarideos por rea¢cfes oxidativas, bem como
as enzimas relacionadas a degradacdo de lignina. Essas Ultimas enzimas,
apesar de ndo atuarem na degradacao de carboidratos, foram incluidas no CAZy
porque a lignina se encontra associada a holocelulose na parede celular vegetal,
e também em funcdo de evidéncias de que moléculas derivadas da lignina
podem participar da reacdo catalisada pelas oxidases de carboidratos
(Levasseur et al., 2013; Monclaro and Filho, 2017).
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A atuacao cooperativa das holocelulases é fundamental para a completa
e eficiente degradacdo da fracdo holocelulésica da parede celular. Designa-se
sinergismo o fenbmeno observado quando a quantidade de produtos de
degradacdo liberada pela acdo conjunta de duas ou mais enzimas € superior a
soma das quantidades dos mesmos produtos resultante da acao individual
dessas enzimas. O homosinergismo caracteriza-se pela atuagéo cooperativa de
enzimas que compartilham a preferéncia pela mesma por¢gédo de uma cadeia
polissacaridica. Dessa forma, o homosinergismo é verificado quando da atuagéo
conjunta de duas ou mais enzimas que atuam na degradacéo da cadeia principal,
ou entre duas ou mais enzimas que atuam na degradacdo de substituintes
laterais. O heterosinergismo, ao contrario, € observado entre enzimas que atuam
na cadeia principal e enzimas que atuam sobre os substituintes laterais. Além
dessas interacbes cooperativas, a acdo de uma determinada enzima pode
modificar o substrato de forma a dificultar a acdo de outras enzimas. Essa
situacao caracteriza o anti-sinergismo (Coughlan et al., 1993). Adicionalmente,
a acdo de duas ou mais enzimas pode ser antagbnica nos casos em que
diferentes catalisadores disputam pelo mesmo sitio de ligacdo ao substrato
(Malgas et al., 2015).

Celulases
A degradacao da estrutura da celulose € efetuada por um conjunto de

enzimas que atuam na quebra de ligacdes glicosidicas tanto por hidrolise quanto

[] Endoglucanase [ cBH1 [ cBH2 > Cellobiose (reducing end on the right)
[ Type 1 PMO [] Type 2PMO [ Type 3PMO 3 coH @ Indicates oxidized ends

Figura 1.8. Elenco de enzimas hidroliticas e oxidativas responsaveis pela degradagéo da
celulose. Legenda: PMO: monooxigenase de polissacarideos. CBH: celobiohidrolase. CDH:
celobiose-desidrogenase. Extraido de Beeson et al., (2015).
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por oxidacdo (Figura 1.8). A atuac&o coordenada dessas enzimas € crucial para

a desconstrucdo de um polimero téo recalcitrante como a celulose.

Um grupo de trés enzimas atua na hidrélise das ligacdes glicosidicas das
cadeias de celulose. As endoglicanases (E.C 3.2.1.4) sdo as enzimas
responsaveis pela degradacdo das cadeias de glicano a partir das regides
amorfas, localizadas ao longo da estrutura da celulose. A atuacdo dessas
enzimas resulta na liberacdo de celooligdbmeros de diversos graus de
condensacdo. Ja as exoglicanases (E.C 3.2.1.74) atuam nas extremidades das
cadeias de glicano, e uma vez que essas enzimas normalmente exibem uma
catalise processiva (a enzima promove quebras sucessivas e sequenciais no
substrato). Nesse caso, 0s principais produtos liberados séo celobiose ou
glicose. As celobiohidrolases podem ser classificadas em | e Il, quando atuam
sobre a extremidade redutora e n&o-redutora da cadeia de glicano,
respectivamente. Por fim, as beta-glicosidases atuam sobre os celooligdmeros
liberados pelas endo- e exoglicanases, convertendo-os em glicose (Horn et al.,
2012; Lynd et al., 2002).

A reacdes oxidativas empregadas para a degradacdo das ligacdes
glicosidicas na estrutura da celulose sao catalisadas por dois grupos de enzimas.
As celobiose desidrogenases sdo enzimas formadas por dois dominios
principais: um dominio contendo flavina, e outro dominio contendo um
grupamento heme. Estes dois dominios sdo associados por um conector flexivel.
As celobiose desidrogenases atuam sobre unidades de celobiose presentes nas
cadeias de glicano da celulose, onde catalisam a oxidacao do carbono C1 a partir
da subunidade contendo flavina. Em decorréncia dessa oxidacdo, forma-se
acido celobidnico. Os elétrons obtidos na reacdo sao transferidos ao dominio
gue contém o grupamento heme, e esses elétrons seréo utilizados na reducéo
de outros compostos (Tan et al., 2015; Zamocky et al., 2006). Com base em
critérios filogenéticos, as celobiose desidrogenases podem ser agrupadas em
trés classes principais: as do grupo |, que sdo encontradas em basidiomicetos,
e as do grupo Il e Ill, produzidas por ascomicetos. Ainda, celobiose
desidrogenases pertencentes ao grupo Il podem apresentar em sua estrutura

médulos de ligacao a carboidratos (Harreither et al., 2011).
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As oxidases liticas de polissacarideos (LPMOs, de Lytic Polisaccharide
MonoOxygenases) representam um conjunto de enzimas descobertas
recentemente. Anteriormente, essas enzimas eram classificadas como celulases
hidroliticas na familia GH 61. As LPMOs apresentam estrutura bem
caracteristica, e distinta das hidrolases convencionais. O sitio ativo dessas
enzimas apresenta a forma de uma superficie plana, contendo um dominio que
permite a associacdo a ions de Cobre. Além disso, nesse sitio ativo encontram-
se varios aminoacidos aromaticos dispostos de forma a interagir com os anéis
piranosidicos de moléculas de glicose presentes na superficie das cadeias de
celulose. Dessa forma, conclui-se que essas enzimas apresentam preferéncia
de ligagdo as regifes mais cristalinas e recalcitrantes da celulose. A descoberta
das LPMOs representou um avanco importante nas estratégias de degradacao
enzimatica da celulose, uma vez que a atuacdo dessas enzimas sobre a
estrutura mais recalcitrante da celulose poderia acelerar a degradacéo de toda
a estrutura, reduzindo a carga de enzima necessaria (Beeson et al., 2015; Horn
et al., 2012; Monclaro and Filho, 2017).

O mecanismo de reacdo das LPMOs é complexo. Essas enzimas
necessitam de oxigénio molecular, além de uma fonte de elétrons externa para
promoverem a oxidacdo da ligacdo glicosidica. Normalmente a doacdo de
elétrons fica a cargo das celobiose-desidrogenases, mas outros compostos,
como derivados de lignina, podem desempenhar essa funcao (Phillips et al.,
2011; Westereng et al., 2016). A oxidacdo pode ocorrer nos carbonos C1 ou C4,
dependendo da especificidade da enzima, e os produtos formados séo,
respectivamente, o acido aldénico e a 4-cetoaldose. As LPMOs séo classificadas
emtipo |, quando oxidam C1,; tipo Il, quando oxidam C4; e tipo Ill, quando oxidam
ambos os atomos de carbono. A reacdo envolve, basicamente, a abstracdo de
um atomo de hidrogénio do carbono C1 ou C4, seguida de uma hidroxilacdo. A
adicdo do radical hidroxil é responsavel por instabilizar a ligacdo glicosidica,

levando ao seu rompimento (Beeson et al., 2015, 2012; Frandsen et al., 2016).

As LPMOs parecem exercer um efeito mais profundo sobre toda a
estrutura da celulose, que néo se restringe apenas a oxidacdo das cadeias de
glicano na superficie nas microfibrilas. Recentemente, Villares et al., (2017)

reportaram que a acdo dessas oxidases cobre-dependentes favoreceu a
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desintegragdo das microfibrilas de celulose. Estes resultados reforcam a
importancia das LPMOs como componentes fundamentais para a degradacao
da lignocelulose, ndo apenas por promoverem a geragcdo de novos pontos de
ataque a celulose cristalina para as enzimas hidroliticas, mas também por
proporcionarem mudancas mecanicas consideraveis sobre a estrutura da

microfibrila celulésica, favorecendo a sua degradacgéo.

A acdo de todas as enzimas responsaveis pela degradacéo da celulose é
dita sinérgica, ou seja, a transformacao do substrato por uma enzima gera pontos
favoraveis para a atuacdo de outras enzimas. Essa cooperacgdo € fundamental
para a completa degradacao da estrutura recalcitrante da celulose. Observa-se
acao sinérgica entre endo- e exo-glucanases, onde a atua¢ao das primeiras gera
novas extremidades disponiveis para as segundas e entre as endo- e exo-
glucanases e as beta-glicosidades, uma vez que estas enzimas atuam na
remocao dos celooligbmeros que inibem as glicanases. Além disso, a acao das
LPMOs cria pontos para a acdo das glucanases, além de promover alteracbes
mecanicas importantes para a reducao da cristalinidade da estrutura celuldsica.
Por fim, as celobiose-desidrogenases atuam em cooperagdo com as LPMOs
como doadores de elétrons (Kostylev and Wilson, 2012; Lynd et al., 2002; Phillips
et al., 2011).

Hemicelulases
Conforme mencionado anteriormente, as hemiceluloses correspondem a

um grupo complexo de polissacarideos, que apresentam grande diversidade de
tipos de acucar, ligacdes glicosidicas, e substituintes laterais. Sendo assim, nao
é dificil imaginar que a degradacdo completa e eficiente desse conjunto de

polissacarideos requer a acao coordenada de diversos grupos de enzimas.

A degradacao da xilana ocorre a partir da acdo coordenada de hidrolases
e esterases (Figura 1.9). Endo- e exo-xilanases atuam na hidrélise da cadeia
principal de xilose, promovendo a degradacdo das ligacBes glicosidicas na
porcéo interna da cadeia e a partir de suas extremidades, respectivamente. Os
xilooligdmeros liberados por essas enzimas sdo degradados por b-xilosidases,
resultando na liberacdo de xilose (Dodd and Cann, 2009; Juturu and Wu, 2014).
Além das xilanases, outras enzimas atuam na remocao dos substituintes laterais

presentes na xilana. A acdo dessas enzimas € fundamental, pois esses
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substituintes laterais representam barreiras estéricas que impedem a atuacao de
algumas xilanases sobre a cadeia principal. Os residuos de acetil sdo removidos

Acetyl xylan esterase

Xylanase " (CE 1-7, 12, 16)
(GH 5,7, 8, -Glucuronidase)
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Figura 1.9. Enzimas envolvidas na degradagdo da xilana. O nome das enzimas esta
acompanhado das respectivas familias do CAZy. Extraido de Dodd and Cann, (2009).

pela acdo de acetil-xilana esterases. Ja as unidades de acido glicurénico e
arabinose s&o hidrolisadas por U-glicuronidases e U-arabinofuranosidases,
respectivamente (Juturu and Wu, 2013). Por fim, feruloil- e -goumaroil-
esterases atuam na degradacdo das ligacbes éster entre os residuos de
arabinose e os respectivos acidos hidroxicinamicos. A acao dessas esterases €
de extrema importancia para a degradacao da lignocelulose, pois a lignina se
encontra associada a hemicelulose a partir de pontes compostas por residuos
de 8ci do f er YlcoumaricoeA atuagdoSlessad enzimpas promove o
rompimento dessas pontes, permitindo a separacéo entre hemicelulose e lignina,

diminuindo a recalcitrancia do material lignocelulésico (Varnai et al., 2014).

De forma similar, a degradacdo da manana também envolve a
participacdo de enzimas hidroliticas e esterases. A hidrélise da cadeia principal
fica a cargo das endo-mananases (E.C 3.2.1.78), que liberam manooligbmeros
gue sao substratos para as b-manosidades (E.C 3.2.1.25) e beta-glicosidases
(E.C 3.2.1.21) (Moreira and Filho, 2008). Estas duas hidorolases atuam a partir
da extremidade n&o-redutora dos oligdbmeros, liberando manose e glicose,

respectivamente. Os residuos later ai s S«O0 removi dos
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galactosidades e acetil-manana esterases. A acao dessas duas Ultimas enzimas
também € importante para a eficiente degradacao da cadeia principal, uma vez
gue as endomananases que atuam nessa regido estéo sujeitas a impedimento
estérico pelos residuos acetil e galactosil (Chauhan et al., 2012; Malgas et al.,
2015; van Zyl et al., 2010).

Pectinases
A degradacdo da pectina envolve grupos de enzimas especificos para

cada dominio do polissacarideo. A degradacdo da cadeia principal das
homogalacturonanas fica a cargo de endopoligalacturonases e
exopoligalacturonases, que atuam na porcao interna, e a partir das extremidades
da cadeia, respectivamente. Quando os residuos de &cido galacturénico
apresentam-se esterificados em sua maioria, a degradacao fica a cargo de
endopolimetilgalacturonases e exopolimetilgalacturonases. Uma vez que 0s
residuos metil impedem a associacdo de algumas enzimas a cadeia principal,
uma interacdo sinérgica pode ser observada entre essas enzimas e pectina-
metilesterases. (Kashyap et al., 2001). Além das hidrolases, outras enzimas que
degradam a | iga-«o0 gl i cos?-dlimoagdo sambémv ®s de
atuam sobre a cadeia de acido poligalacturénico. A degradacao catalisada por
essas enzimas nao envolve a adicdo de agua, e como produtos sdo gerados
acido galacturénico, e um galacturonideo contendo uma insaturacado entre 0s
carbonos C4 e C5. Seguindo a mesma légica da nomenclatura das hidrolases,
também atuam na despolimerizacdo da homogalacturonana as endo- e
exopoligalacturonato liases, e endo- e exopolimetilgalacturonato liases (Jayani
et al., 2005).

A degradacdo da cadeia principal da ramnogalacturona | envolve uma
maior especializacdo enzimatica. Ramnogalacturonana hidrolases sao
respons8veis pela degradg-1&¥®2)dasaol ipgaas-s»e sq U
ramnogalacturonana liases cataisam o r ompi mento das | iga-»
(1Y4). Ambas s«o0 enzimas qgque atuam na por -«
geram oligbmeros de diversos graus de condensacédo. Estes oligbmeros sao
substratos para outras enzimas: hidrolase de ramnogalacturonil insaturado,
responsavel pela remocdo de residuos terminais de acido galacturénico

insaturado (gerado pela acéo das liases); ramnogalacturonana-ramnohidrolase,
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que atua na remoc¢do de residuos de ramnose a partir da extremidade néo-
redutora dos oligossacarideos; e ramnogalaturonana-galacturonohidrolase, que
catalisa a liberacdo de residuos de acido galacturénico a partir da extremidade
ndo-redutora dos oligossacarideos (Wong, 2008). Outras enzimas atuam na

remo-«o de substituintes | aterais, € 0mo

arabi nof ur angalaciosidases sendo- e exo-ar abi nanases

endogalactanases (van den Brink and de Vries, 2011).

O mecanismo de reacdo de algumas pectato liases tem sido estudado
(Charnock et al., 2002; Ma et al., 2016; Seyedarabi et al., 2010). A correta
orientacédo e estabilizacdo da cadeia de acido poligalacturdnico no sitio catalitico
das liases requer o estabelecimento de uma rede de intera¢des intermoleculares
entre o substrato, residuos de aminoacido carregados, e ions de célcio (Ca?*). A
etapa crucial da reacédo consiste na abstracdo de um préton (H*) a partir do
carbono C5 do residuo de &cido galacturénico (Figura 1.10). Essa
desprotonacédo é executada pelo residuo catalitico, normalmente uma arginina,

e resulta na formacdo de um intermediario idnico, cuja estrutura € instavel e

favor 8vel ~ ruptiu¥Y4a) .daOdtirgas «roes? duos,

lisina, contribuem para estabilizar e orientar corretamente os residuos de acido
galacturdnico no sitio catalitico. Com o rompimento da ligacdo O-glicosidica a
partir do carbono C4, tem-se a formacdo de um galacturonideo contenho uma
insaturacdo entre C4 e C5, e um residuo de acido galacturénico que apresenta
um atomo de oxigénio desprotonado ligado ao C1. Esse agUcar € extremamente
instavel, mas €é estabilizado ao receber um préton a partir de moléculas de agua
presentes na vizinhanca do sitio de reacédo. Essa protonacéo é favorecida pela

presenca dos ions Ca?*.

Pela elucidacdo do mecanismo de reacdo das pectato liases, é possivel
reconhecer a importancia de aminodacidos carregados para a correta degradacao
da ligacao glicosidica. O residuo catalitico de arginina deve estar desprotonado,
caso contrario ndo sera possivel que a etapa de abstracdo de um préton de C5
ocorra. Além disso, residuos que interagem e orientam corretamente 0s ions
Ca?*, como aspartatos, também devem apresentar-se inonizados. Estas

caracteristicas ajudam a explicar o motivo pelo qual as liases apresentam agao
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ratl

C 0 MCcC



em valores de pH elevados, e praticamente ndo sdo ativas em condi¢des acidas
(Ali et al., 2015).
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Figura 1.10. Mecanismo de reacdo proposto para uma pectato liase de Bacillus subtillis.
Extraido de Ma et al., (2016).

O mecanismo de reacao de uma ramnogalacturonana liase produzida por
Aspergillus aculeatus foi elucidado por Jensen et al. (2010). De forma similar ao
mecanismo descrito para as pectato liases, as ramnogalacturonana liases
também promovem a abstracdo de um préton do carbono C5 de um residuo de
acido galacturénico, o que desestabiliza da cadeia de ramnogalacturonana e
favorece o rompimento da ligacao glicosidica. Entretanto, a ramnogalacturonana
liase de A. aculeatus ndo necessita de ions Ca?* para a estabilizacdo do
substrato: residuos de aspartato e arginina formam uma rede de ligacdes de
hidrogénio com moléculas de agua e com os residuos carboxil de unidades de
acido galacturdnico. Os residuos cataliticos também diferem entre as duas
enzimas: na ramnogalacturonana liase um residuo de lisina atua como base na
abstracdo do proton, e um residuo de histidina atua como acido, doando um
préton para a estabilizacdo do produto ap6s o rompimento da ligacao glicosidica.

Ainda, as ramnogalacturonana liases atuam em pH mais baixo (6,5) em relagéo
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as pectato liases (8-10), pois o pK da lisina € reduzido de 9.2 para 6.5 em fungéo
do microambiente no sitio catalitico e da ligacdo ao substrato. Dessa forma, o
residuo catalitico de lisina apresenta-se desprotonado em um valor de pH mais
baixo.

Holocelulases fungicas
Os fungos filamentosos sdo importantes agentes de degradacéo do

material lignocelulésico na natureza. Estes organismos apresentam a
capacidade de se adaptar a diferentes fontes de carbono e nitrogénio, e por
consequéncia, conseguem colonizar diferentes nichos ecolégicos, como o solo
e matéria organica em decomposicdo. Dessa forma, os fungos sdo agentes
importantes na reciclagem de compostos de carbono e nitrogénio (Bouws et al.,
2008). Alem disso, os fungos apresentam uma notavel capacidade de secrecao
de metabdlitos e proteinas, uma caracteristica atrativa que permitiu 0 uso
intensivo desses microrganismos nos processos industriais de producédo de
biomoléculas. As espécies mais utilizadas para essa finalidade pertencem aos

géneros Aspergillus e Trichoderma (Gudynaite-savitch and White, 2016).

No que diz respeito a producao de enzimas celuloliticas, a espécie de
maior destaque € T. reesei. O primeiro exemplar dessa espécie foi isolado nas
Ilhas Saloméo, durante a Segunda Guerra Mundial, pelo exército americano. Seu
potencial como produtor de celulases foi rapidamente identificado, e diversos
programas de melhoramento da producéo dessas enzimas foram iniciados. Em
um desses programas foi possivel obter o isolado RUT-C30, apos procedimentos
de mutacdo por métodos fisicos e quimicos. Esse isolado se mostrou capaz de
produzir niveis de celulase que poderiam chegar a 15-20 vezes o nivel produzido
pela cepa selvagem, além de mostrar repressao catabolica bem reduzida, o que
viabilizou a linhagem RUT-C30 como uma das mais importantes para a producéo
industrial de celulases (Peterson and Nevalainen, 2012). Embora o isolado RUT-
C30 produza um coquetel celulolitico de alta eficiéncia e em grandes
concentragfes, 0 estudo de outras espécies fungicas se faz necessario,
principalmente com o intuito de caracterizar novos catalisadores que seriam Uteis
para a complementacdo dos coquetéis comerciais, com a geracdo de novos
sistemas enzimaticos ainda mais eficientes na degradacédo da complexa rede de

polissacarideos da parede celular (King et al., 2011).
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O conjunto de holocelulases secretado por fungos filamentosos tem
despertado grande interesse, principalmente com o objetivo de se alcangar uma
melhor compreensao sobre os mecanismos envolvidos na degradacdo da
biomassa lignoceluldsica. O custo dos coquetéis enziméticos representa um dos
principais gargalos no desenvolvimento de processos industriais de
transformagé&o da lignocelulose, e a compreensédo dos mecanismos envolvidos
na eficiente degradacéo deste material podem contribuir para o desenvolvimento
de coquetéis mais eficientes e economicamente viaveis (King et al., 2011).
Designa-se secretoma o conjunto de proteinas produzidas por um organismo e
destinadas a secrecao ou associacao a parede celular (Bouws et al., 2008). A
caracterizagdo de secretomas foi impulsionada com o desenvolvimento das
técnicas de espectrometria de massas. As abordagens tradicionais utilizadas
para a caracterizagdo de enzimas em cultivados microbianos envolvem o uso de
métodos colorimétricos, que apresentam limitacbes quanto a sensitividade e
especificidade. Ao permitir a caracterizagcdo de uma amostra complexa de
proteinas, a espectrometria de massas fornece um panorama mais realista da
composicao e funcéo dos secretomas e constitui uma ferramenta essencial, junto
a outras tecnologias como gendmica e transcriptdbmica, para a elucidacédo dos
mecanismos de degradacdo da biomassa lignocelulésica empregada pelos

microrganismos saprofitas e fitopatogénicos (Adav and Sze, 2013).

A utilizacéo de residuos agroindustriais, como substratos para o cultivo de
fungos filamentosos com vistas a obtencdo de secretomas com potencial
biotecnolégico, tem se mostrado uma alternativa promissora. A lignocelulose
presente nos residuos agroindustriais corresponde a um excelente indutor para
a producdo de holocelulases, uma vez que a sua complexidade estrutural
permite a secrecdo de um sistema enzimatico diverso (Siqueira et al., 2010;
Siqueira and Ferreira Filho, 2010). Além disso, os residuos lignoceluldsicos
apresentam, em sua composicdo, Varios nutrientes minerais essenciais que
permitiiam sustentar o crescimento flUngico sem a necessidade de
suplementacao do meio de cultura. Além de apresentarem baixo custo, as fontes
de carbono provenientes de residuos agroindustriais poderiam ser utilizadas
para a producdo de enzimas nas mesmas instalacdes industriais onde

ocorreriam 0s processos de conversdo da biomassa vegetal, contribuindo para
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uma reducdo ainda maior dos custos dos coquetéis enzimaticos, uma vez que
0s gastos relacionados ao transporte e a clarificacdo dos extratos enzimaticos
seriam reduzidos consideravelmente (Ellila et al., 2017; Silva and Ferreira Filho,
2017).

O sistema holocelulolitico produzidos por fungos filamentosos é
comumente caracterizado como composto por enzimas livres, que atuam
sinergicamente na degradacéo do substrato lignocelulésico. Entretanto, diversos
trabalhos recentes tem relatado a presenca de enzimas holoceluloliticas
organizadas em complexos multienzimaticos presentes no secretoma de
diversas espécies fungicas, tais como Penicillium purpurogenum (Gonzalez-
Vogel et al., 2011), Trichoderma harzianum (Silva et al., 2012) e T. reesei (Silva
et al., 2015). Uma das principais vantagens na associacao de diferentes enzimas
em estruturas complexas consiste no favorecimento da acao sinérgica resultante
da proximidade estrutural entre enzimas que exibem agéo cooperativa (Zhang,
2011). Nessa organizacao, a proximidade estrutura entre as enzimas permite a
transferéncia do produto do sitio ativo de uma enzima para outro catalisador que
utilizara este produto como substrato, favorecendo a velocidade da reacéo. Este
fendbmeno é denominado de canalizacdo do substrato. Além disso, as enzimas
complexadas podem exibir maior resisténcia a inibicdo por certos compostos

guimicos, como ions (Ohtsuki et al., 2005).

Clonostachys
As espécies do género Clonostachys apresentam como teleomorfos

correspondentes as espécies do género Bionectria, e se encontram classificados
na ordem Hipocreales e familia Bionectriaceae. Essas espécies sao
caracterizadas como saprofitas e liquenicolas. Frequentemente as espécies sédo
encontradas em amostras de solo, e também em matéria organica vegetal
recém-decaida, que ainda nao foi colonizada por outras espécies de fungos.
Ainda, espécies de Clonostachys apresentam comportamento de

micoparasitismo frente a outras espécies fungicas (Schroers, 2001).

A espécie mais estudada do género é Clonostachys rosea (Teleomorfo:
Bionectria byssicola). A classificacdo da espécie foi constantemente alterada
desde o século passado, e essas alteracdes merecem ser mencionadas, uma

vez que registros em banco de dados podem conter identificacées que n&o séo
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mais apropriadas. Os géneros Clonostachys e Gliocladium foram propostos por
A.C.I Corda em 1839 e 1840, respectivamente (Schroers et al., 1999). Cada um
desses géneros possuia, inicialmente, uma Unica espécie: C. araucaria e G.
penicillioides. Posteriormente, uma outra espécie foi descrita: G. roseum.
Pinkerton, (1936) descreveu C. araucaria e G. roseum como sinénimos. A forma
teleomorfica de G. roseum foi posteriormente descrita como Nectria ochroleuca,
mas como o0 género Nectria apresentava-se como um grupo heterogéneo essa
espécie, e todos os teleomorfos de Gliocladium, foram transferidos para um novo
género, Bionectria (Schroers, 2001; Schroers and Samuels, 1997). A espécie G.
roseum diferia consideravelmente das demais espécies desse mesmo género.
Com base em analises moleculares, Schroers et al., (1999) propuseram a
transferéncia de G. roseum para um novo género, Clonostachys, e desde entao

essa classificacao tem sido mantida.

As caracteristicas morfologicas de Clonostachys sp. sdo complexas, e por
vezes nao permitem a correta identificacao das espécies. Uma caracteristica que
define as formas anamorficas sdo os conidioforos, que normalmente se
apresentam agregados, formando estruturas denominadas esporodoquios. Os
conidiéforos podem apresentar dimorfismos, sendo classificados como primarios
(verticiléides) ou secundarios (peniciliados), em referéncia a cronologia de
formacdo dessas estruturas. Os conidios apresentam forma ligeiramente
curvada, com lados achatados (Figura 1.11). A principal caracteristica que
identifica as espécies de Bionectria é a organizacdo dos conidios nos
conidiéforos secundarios, que se apresentam em forma de cadeias ou colunas.
Ao contrario do que € observado em espécies de Aspergillus e Penicillium, os
conidios nessas colunas ndo se apresentam conectados, mas apenas aderidos
lateralmente (Schroers, 2001). Curiosamente, as culturas de C. cylindrospora
obtidas a partir da inoculacdo com conidi6foros primarios ou secundarios
apresentam variacdes metabodlicas e morfolégicas, refletindo a importancia do
estagio em que os conidios sao produzidos sobre o metabolismo e crescimento
(Hosoya et al., 1995).

As espécies de Bionectria apresentam peritécios de coloracdo com varios
tons alaranjados. Essa pigmentacao é consideravelmente variavel em funcéo da

idade da coldnia. Os ascésporos sdo normalmente divididos em duas células por
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um septo transversal. As col6nias, quando crescidas em meios de cultura como
0 agar batata dextrose, apresentam-se com coloragdo que varia de amarelo a

laranja, em diversas tonalidades (Figura 1.11). As coldnias podem apresentar

aspecto granuloso, resultante da aglomeracdo de conidios (Schroers et al.,
1999).

Figura 1.11. (a) Inia de Clonostachys byssicola em agar batata dextrose (BDA), incubada a
28°C durante 15 dias, e com fotoperiodo de 12 horas. (b) Conidiésporos de C. byssicola
(aumento de 800x).

Algumas espécies de Clonostachys apresentam grande potencial como
agentes de controle biolégico, em funcdo do habito micoparasita tipico dessas
espécies. C. rosea tem sido reportado como eficiente agente do controle da
germinacdo de esporos e proliferacdo de espécies patogénicas do género
Botrytis (Cota et al., 2009; Yohalem et al., 2004). As estratégias utilizadas por C.
rosea na interacdo com fitopatégenos tém sido estudadas. Diversas alteracdes
metabolicas sdo observadas quando agentes de biocontrole sdo confrontados
com fitopatégenos, as quais incluem a biossintese de compostos com atividade
antifangica, bem como a expressao de genes relacionados a protecdo do agente
de biocontrole frente a toxinas produzidas pelo patégeno (Daguerre et al., 2014;
Rodriguez et al., 2011). Enzimas destinadas a degradacéo da parede celular de
hi fas dos fungos pat og *IBiglcanasestambémdéorampui t i nas
relatadas (Chatterton and Punja, 2009). Além disso, outra estratégia utilizada por
agentes de controle bioldgico de plantas consiste na competicédo por colonizagéo

de substratos (Luongo et al., 2005; Sarrocco et al., 2009).

Diversos produtos comerciais a base de espécies fungicas micoparasitas
estdo disponiveis no mercado, sendo alguns deles comercializados no Brasil. As
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espécies mais exploradas comercialmente para a promocao do controle
biolégico pertencem ao género Trichoderma. Algumas formulagbes a base de
C. rosea também sdo comercializadas, principalmente visando o controle de

doencas causadas por espécies do género Botrytis (Bettiol et al., 2012).

Além de C. rosea, outras espécies tém sido avaliadas quanto ao seu
potencial como agentes de biocontrole, como € o caso de C. byssicola. Esta
espécie apresenta ampla distribuicdo, tendo sido identificada em amostras de
solo e serapilheira do Cerrado e da Amazonia (Moreira et al., 2016); associada
a superficie de frutas (Al-Najada and Gherbawy, 2015; Alvindia and Hirooka,
2011); e como endofitico de plantas de café (Sette et al., 2006). C. byssicola
apresentou capacidade de supressao in vitro do fitopatégeno Lasiodiplodia
theobromae, atuando através de parasitismo direto (Alvindia and Natsuaki,
2008). A habilidade de parasitismo de C. byssicola sobre o fitopatdgeno

Phytophthora palmivora também foi reportada (Krauss et al., 2013).

Apesar das espécies de Clonostachys serem amplamente estudadas
como agentes de biocontrole, o potencial das espécies desse género como
fontes de enzimas holoceluloliticas ainda é pouco avaliado. Recentemente,
Sciuto et al., (2017) caracterizaram endoglicanases semi-purificadas a partir de
extratos brutos de C. byssicola crescidos em casca do grao da soja. As enzimas
apresentaram consideravel termoestabilidade na faixa de 40-50°C, bem como
resisténcia ao efeito inibitério normalmente exercido por compostos fendlicos,
revelando o potencial para aplicacbes na degradacdo da lignocelulose. O
genoma de C. rosea foi sequenciado recentemente, e revelou a presenca de um
complexo conjunto de genes relacionados a expressao de holocelulases de
importancia biotecnolégica. Destaca-se que o genoma de C. rosea possui uma
guantidade consideravelmente maior de genes codificadores de pectato liases e
LPMOs (AA9), quando comparado a outros genomas de Hipocreales, inclusive
das espécies de Trichoderma (Karlsson et al., 2015). Embora apresente
potencial de biocontrole descrito, C. byssicola ainda ndo teve seu genoma

sequenciado.
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Introducéo

Os residuos agricolas sao gerados anualmente em grandes quantidades.
A disposicao incorreta deste matrerial, bem como seu acumulo podem ocasionar
impactos amboientais. No entanto, a fracdo lignocelulésica dos residuos
agricolas apresenta grande potencial para uso em processos industriais. Os
polissacarideos presentes na parede celular vegetal, uma vez reduzidos aos
seus monomeros constituintes, podem ser utilizados na geracdo de
biocombustiveis e outros produtos de valor econdmico, através de processos

fermentativos ou de sinteses quimicas.

A degradacdo da holocelulose mediada por enzimas € preferivel em
relacdo a catalise acida convencional, uma vez que a atuacdo enzimatica é
extremamente especifica e ocorre em condic¢des fisico-quimicas brandas, o que
reduz a formacdo de compostos inibitérios ao crescimento e microrganismos
fermentativos. A degradacdo enzimatica da holocelulose requer a acéo

coordenada de um conjunto diverso de enzimas.

Os sistemas holoceluloliticos produzidos por fungos e bactérias aerdbicas
€ normalmente descrito como um conjunto de enzimas livres atuando
sinergicamente na degradacdo do substrato. Entretanto, alguns estudos tém
demonstrado uma organizacdo diferente dessas enzimas no secretoma de
algumas espécies de bactérias e fungos: diversos complexos multienzimaticos
com atividade catalitica tém sido reportados. A organizacdo das enzimas em
complexos favorece a atuacdo cooperativa entre as enzimas, em funcédo da
maior proximidade, e contribui para a degradacdo completa dos polissacarideos

da lignocelulose.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o de identificar e caracterizar
complexos multienzimaticos produzidos por Clonostachys byssicola, cultivado

em diversas fontes de carbono agroindustriais, por meio da técnica de BN-PAGE.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Multienzymatic complexes with plant lignocellulose-degrading activities have recently been identified in fila-
mentous fungi secretomes. Such complexes have potential biotechnological applications in the degradation of
agro-industrial residues. Fungal species from the Clonostachys genus have been intensively investigated as bio-
control agents; however so far their use as producers of lignocellulose-degrading enzymes has not been ex-
tensively explored. Secretomes of Clonostachys byssicola following growth on different carbon sources (passion
fruit peel, soybean hulls, cotton gin trash, banana stalk, sugarcane bagasse, orange peel, and a composition of
soybean hulls: cotton gin trash:orange peel) were subjected to enzymatic assays. Remarkable differences were
observed among the samples, especially regarding levels of mannanase and pectinase activities. Secretomes were
then subjected to Blue Native PAGE in order to resolve putative protein complexes which subsequently had their
composition revealed by trypsin digestion followed by LC-MS/MS analysis. The protein bands (named I, II, III
and IV) were shown to be composed by holocellulolytic enzymes, mainly cellulases and xylanases as well as
proteins involved in biocontrol processes, such as chitinases and proteases. The high diversity of proteins found
in these multicatalytic assemblies confirms C. byssicola as a novel source of plant biomass-degrading enzymes.

Keywords:

Clonostachys byssicola
Lignocellulose-degrading enzymes
Multienzymatic complexes
Blue-Native electrophoresis
LC-MS/MS

1. Introduction enzymes during lignocellulose digestion (Zhang, 2011). Some anae-

robic bacteria, such as those belonging to the genus Clostridium, are able

Lignocellulosic residues have potential for the generation of several
value-added products, such as second generation biofuels. The de-
gradation of plant cell wall polysaccharide constituents (holocellulose)
is more attractive when carried out by enzymes, since conventional acid
hydrolysis generates fermentation inhibitors, namely furfural and hy-
droxymethylfurfural. Holocellulose breakdown requires the co-
ordinated and synergic action of cellulases, hemicellulases and pecti-
nases, given the complex organization and interaction of
polysaccharides in the plant cell wall that make it a very recalcitrant
structure (Selig et al., 2009, 2008; Vardakou et al., 2004; Varnai et al.,
2011).

Given the proximity between enzymes in multienzymatic associa-
tions they present an increased catalytic efficiency. This is clear when
the performance of multienzymatic complexes is compared with free
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to organize their holocellulolytic enzymes into multienzymatic struc-
tures called cellulosomes. Organization of cellulosomes is scaffolding-
protein dependent and anchorage to the bacterial cell wall is ensured by
the structural proteins coesins and dockerins (Fontes and Gilbert,
2010).

Holocellulolytic systems produced by fungi and aerobic bacteria are
often described as sets of free enzymes. However, previous studies have
demonstrated the secretion of multienzymatic complexes was involved
in lignocellulose breakdown in these organisms, such as the xylano-
somes characterized from Streptomyces olivaceoviridis and Chaetomium
sp., (Jiang et al., 2005; Ohtsuki et al., 2005). Similarly, a complex se-
creted by Penicillium capsulatum was characterized and found to be
composed of p-glucosidase, laminarinase and lichenase activities
(Connelly et al., 1991).
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Studies using Blue Native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-
PAGE) have revealed the presence of multienzymatic complexes se-
creted by filamentous fungi in response to lignocellulosic carbon
sources. For instance, enzymatic complexes were described in secre-
tomes produced by Penicillium purpurogenum when grown on sugar beet
pulp, corn cob, or acetylated xylan, with the composition of these
complexes varying according to the carbon source employed (Gonzalez-
Vogel et al., 2011). Moreover, complexes composed of cellulases and
hemicellulases were reported in Trichoderma harzianum grown in liquid
media with sugarcane bagasse as the carbon source (Silva et al., 2012).
Multienzymatic complexes have also been detected in media containing
simple and defined carbon sources. For example, multienzymatic
complexes, composed of glycosyl hydrolases, have been identified in
secretomes of T. reesei following growth on lactose or galactose as
carbon sources (Silva et al., 2015).

Within the order Hypocreales, a number of species in the genus
Trichoderma have been widely employed in biological control (Schmoll
and Schuster, 2010). Within the same order, the genus Clonostachys
comprises both saprophytic and mycoparasitic organisms. Species such
as Clonostachys rosea have been employed as biological control agents
(Schroers, 2001; ten Hoopen et al., 2010) and others like C. byssicola,
which is commonly found on cocoa (ten Hoopen et al., 2010), have
been evaluated (Alvindia and Natsuaki, 2008; Krauss et al., 2013).
Considering evidence in the genus Trichoderma that mycoparasitic
species can also be efficient producers of lignocellulolytic enzymes,
including multienzymatic complexes (Silva et al., 2015, 2012), char-
acterization of such enzymes in Clonostachys species is warranted.
Therefore, the objective of the current study was to detect and char-
acterize multienzymatic complexes in the secretome of C. byssicola
grown on several lignocellulosic carbon sources, based on BN-PAGE and
mass spectrometry analyses.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

Solvents employed in mass spectrometric analysis: acetonitrile
(ACN), formic acid (FA), and LC-grade water were purchased from
Sigma' Aldrich Chemical (St. Louis, USA). All substrates were pur-
chased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), unless indicated
otherwise. Filter paper (Whatman No.1) was purchased from GE
Healthcare, trypsin from Promega (Madison, WI, USA) and Poros R3
reverse-phase materials from Dr. Maisch (Ammerbuch, Germany).

2.2. Lignocellulosic substrates

Soybean hulls (SH), banana stalk (BS) and sugarcane bagasse (SB)
were obtained from local farmers in the Brazilian Federal District re-
gion. These residues were autoclaved at 121 °C for two hours, ex-
tensively washed, dried at 60 °C during 72 h, and milled (Milanezi
et al., 2012). Cotton gin waste (CG) was obtained from a cotton pro-
cessing factory located at Blumenau, SC, Brazil, and subjected to the
same pretreatment as SH, BS and SB. Oranges (OP) and passion fruits
(PF) were purchased from local retailers in Brasilia, Federal District,
Brazil. Fruits were peeled, dried at 60 °C during 72 h, and milled.

2.3. Organism identification

The fungal isolate of C. byssicola used in this study, previously iso-
lated from soil samples of Brazilian savanna, was deposited under strain
code RCFS6 in the fungal culture collection at the Enzymology
Laboratory, University of Brasilia, Brazil (genetic heritage number
010237/2015-1). The strain was also deposited in the bank of micro-
organism for control of plant pathogens and weeds of the Brazilian
Agricultural Research Corporation (Embrapa). The collection is regis-
tered at the World Data Centre for Microorganisms (WDCM), under the
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code MCPPW 1128. Stocks were maintained at —80 °C in 50% glycerol.

Species confirmation was conducted through sequence analysis of
ribosomal DNA Internal transcribed spacer (rDNA ITS) regions (White
et al., 1990), together with a region of the pB-tubulin gene (Glass and
Donaldson, 1995). Genomic DNA was extracted using a standard
phenol-chloroform method. Each PCR reaction contained 10 ng of
template DNA, 0.4 uM of each primer, 200 uM dNTPs, 1.5 mM MgCl,,
1.0 U Taq DNA polymerase and 1 x IB Taq polymerase buffer (Pho-
neutria, Belo Horizonte, MG, Brazil). Temperature cycling comprised an
initial denaturation at 95 °C for 4 min, 30 cycles of denaturation at
94 °C for 1 min, primer annealing at 50 “C for 1 min, extension at 72 °C
for 1 min, and a final elongation period at 72 °C for 5 min. Purification
of amplification products was conducted with Ex0SAP-IT” (USB, Cle-
veland, Ohio, USA) and forward and reverse-sequenced using the Big
Dye” Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Purified sequences were analyzed on an ABI 3700 DNA
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequences were
compared with a nucleotide database (NCBI) using the BLAST algo-
rithm and phylogenetic analysis conducted with the maximum like-
lihood method using the program MEGA, version 6.06 (Tamura et al.,
2013).

The sequences used for identification of the strain were deposited on
the GenBank with accession numbers KX259108, for the ITS sequence,
and KX259107 for the p-tubulin sequence.

2.4. Cultivation conditions and enzyme production

Aliquots from the strain stored at —80 “C were plated on potato
dextrose agar medium, and the plates were incubated at 28 °C during
15 days. After incubation, the spores were harvested by scraping the
agar surface and transferred to a solution of 0.9% NaCl and 0.01%
Tween 80.

C. byssicola was grown on liquid media containing agro-industrial
wastes as carbon sources. Cultivation was carried out in 500 mL er-
lenmeyer flasks, with 250 mL of mineral medium (g/L: 7.0 KH,POy;
2.0 KoHPOy; 0.5 MgS04.7H20; 1.0 (NH4)2SOy4; 0.6 yeast extract; pH
7.0), supplemented with 1% (w/v) of one of the carbon sources (passion
fruit peel (PF), soybean hulls (SH), cotton gin trash (CG), banana stalk
(BS), sugarcane bagasse (SB), orange peel (OP), and a composition of
soybean hulls:cotton gin trash:orange peel (1:1:1) (SCO)) (Milanezi
et al.,, 2012). An aliquot corresponding to 1% (v/v) of the spore sus-
pension (107 spores/mL) was inoculated onto each medium and flasks
were incubated at 28 “C under constant agitation at 120 rpm during
15 days. After this, samples were filtered under vacuum through
Whatman n°1 filter paper, and the filtrates (hereafter called secretomes)
were concentrated and stored at 4 °C for further analysis. Three in-
dependent biological replicates were cultivated for each carbon source
used.

2.5. Sample concentration

Secretomes were concentrated 10-fold using an Amicon
Ultrafiltration System (MILLIPORE, MA, USA) with a 10 kDa cut-off
nitrocellulose membrane (MILLIPORE, MA, USA) at 4 °C and maximum
pressure of 75 mPa. Concentrated fractions were dialyzed overnight
(cellulose membrane, SIGMA, MO, USA) against distilled water, lyo-
philized and resuspended with Milli-Q water to a volume of 25 mL.

2.6. Enzymatic assays

Secretomes were screened for xylanase, mannanase, pectinase and
CMCase activities using oat spelt xylan, galactoglucomannan, citrus
pectin and carboxymethylcellulose (CMC) as substrates, respectively
(Filho et al., 1993). Briefly, tubes containing 50 uL of secretome and
100 pL of substrate at a concentration of 1% (w/v) were incubated at
50 °C during 30 min. All activities were expressed in International Units
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(IU), corresponding to the quantity of enzyme able to produce one
micromole of reducing sugars per minute. All experiments were carried
out with three replicates. The acceptable standard deviation was less
than 20% of the mean.

2.7. Total protein quantification

The concentration of total protein was determined using the bi-
cinchoninic acid method (BCA protein assay kit, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA) and bovine serum albumin as standard. Since all the
samples were highly pigmented, prior to assay an aliquot of 1 mL of
each sample was subjected to trichloroacetic acid (TCA) precipitation,
with the resulting pellet then resuspended in the same volume of Milli-
Q water.

2.8. Blue Native PAGE (BN-PAGE)

The protocol employed was adapted from methods described pre-
viously (Schagger et al., 1994; Wittig et al., 2006). Aliquots of secre-
tomes corresponding to 50 pg of protein were diluted in sample buffer
(50 mM Bis-Tris buffer pH 7.0 and 15% glycerol) and loaded onto
5-18% (w/v) polyacrylamide gradient gels. Electrophoretic migration
was carried out at 4°C and 15 mA using an SE 600 Electrophoresis
System (Hoefer, San Francisco, CA, USA). The anodic buffer was com-
posed of 50 mM Bis-Tris HCI pH 7.0, and the cathodic buffer, of 50 mM
Tricine and 15 mM Bis-Tris HCl pH 7.0 with 0,02% (w/v) Coomassie
Brilliant Blue CBB G-250. Native gels were stained with 0,07% (w/v)
CBB G-250 (Anderson et al., 1991). Molecular mass markers comprised
thyroglobulin (669 kDa), ferritin (440 kDa), catalase (232 kDa), lactate
dehydrogenase (158 kDa), and BSA (67 kDa).

2.9. Zymograms

The cellulolytic and xylanolytic activities were evaluated through
agar replica method, as proposed by Béguin (1983). Agar gels of
2.25 mm thickness were prepared with 50 mM phosphate buffer, pH
7.0, and with CMC or xylan at final concentration of 0.1%. BN-PAGE
gels were then laid on the agar gels containing the respective substrates.
Both gels were pressed against each other with the aid of glass plates,
and incubated at 40 °C during 1 h. Thereafter, BN-PAGE gels were
stained with Coomassie Blue, and agar gels were stained with Congo
Red 0.1% during 30 min, under agitation. Then, the gels were destained
with 1 M NaCl, until clear bands appeared. Contrast improvement of
the gels was achieved with the addition of acetic acid 0.5%.

2.10. Extraction and decomposition of protein complexes

In order to demonstrate that protein bands observed in BN-PAGE
gels were complexes composed of different polypeptides, the bands
were excised from gels, and proteins were extracted according to a
standard protocol (Hager and Burgess, 1980), with modifications.
Protein bands were transferred to microtubes and washed with 2 mL of
3 mM DTT during 15 min. The washing solution was removed and 1 mL
of elution buffer (0.3% (w/v) SDS; 0.15M Tris-HCl pH 7.9; 0.3 mM
EDTA; 15 mM DTT and 0.6 M NaCl) was added to each microtube. The
bands were then macerated into small pieces, and 1 mL of the same
elution buffer was added. Elution was carried out at room temperature
for 1 h, with agitation by vortex each 15 min. After elution, tubes were
centrifuged at 14,000 rpm during one minute, in order to pelletize ac-
rylamide debris. The supernatants were collected, and transferred to
fresh 2 mL microtubes.

In order to extract sufficient protein, six replicates of each secretome
were resolved in a single BN-PAGE gel. For each complex, six bands
were excised and grouped into two replicates, each comprising three
bands. After extraction, the supernatants obtained for each replicate
had their volume reduced to 500 uL using a vacuum centrifuge
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concentrator. The two replicates were combined to give a final volume
of 1 mL of extracted protein for each complex and then subjected to
TCA precipitation. Extracted proteins were separated through SDS-
PAGE and the gels stained with silver nitrate (Laemmli, 1970).

2.11. In gel digestion of BN-PAGE bands

Protein bands corresponding to putative complexes were excised
from BN-PAGE gels, and reduced with 10 mM DTT in 10 mM NH4HCO5
during 1 hat 57 “C. DTT was washed out with 10 mM NH4HCO3 and the
samples alkylated with 55 mM IAA in 10 mM NH4HCOj3 during 1 h at
room temperature in the dark. Bands were then washed twice with
10 mM NH4HCO3 and dehydrated with 100% (v/v) ACN. Finally, bands
were digested in 50 mM NH4HCO; 200 mM CaCl, 100% (v/v) acet-
onitrile (ACN), and 1 pg/mL of modified porcine trypsin. After over-
night incubation at 40 °C, the resulting tryptic peptides were extracted
by three cycles of incubation in ACN:water:trifluoroacetic acid
(66:33:0.1, v/v/v) and sonication for 10 min (Silva et al., 2012). Ex-
tracts were dried in a vacuum centrifuge and reconstituted in 8 uL of
1.0% (v/v) formic acid (FA) solution for MS analysis.

2.12. Nano LC-MS/MS

Peptide samples were loaded (1 pg of total peptide) onto a trap
column in-house packed with Reprosil-Pur 120 C18-AQ (particle size
5 um, length 5.0 cm, inner diameter 100 um, outer diameter 360 pm)
using an UltiMate” 3000 Nano LC (Dionex, Amsterdam, The
Netherlands). After 5 min washing with solvent A (95% (v/v) H»0,
0.1% (v/v) FA), peptides were eluted during the gradient on an ana-
lytical column in-house packed with C18 Reprosil-Pur 120 C18-AQ
(particle size 3 um, length 15 c¢m, inner diameter 75 pm, outer diameter
360 um) at a flow rate of 250 nL/min. The gradient comprised 5-20%
of solvent B (95%(v/v) ACN, 0.1% (v/v) FA) for 30 min, 20-50% B for
15 min, 50-98% B for 5 min, and 98% B for 10 min. Peptides were
dynamically eluted into a LTQ-Orbitrap Elite mass spectrometer
(Thermo Fischer Scientific, Bremen, Germany) via a nanospray probe
(Thermo Scientific, Germany) with a spray voltage of 3.02kV, with
transfer capillary temperature set at 275 °C. The mass spectrometer was
operated in Data Dependent Acquisition (DDA) mode using Xcalibur 2.2
software (Thermo Scientific). The acquisition cycle consisted of a
survey scan from 350-1500 m/z at 120,000 resolution (full width at
half maximum) at m/z 400. In this case, it was used one microscan and
5 x 10° charges on the Orbitrap. An energy collision induced dis-
sociation (HCD) fragmentation under the normalized collision energy of
35% was used in the fragmentation of the 15 most intense multiple
charged precursors. The ion selection threshold for MS/MS was set to
1500 counts using a precursor isolation window of 2 amu. Activation
parameter “q” and activation time were set to 0.25 and 0.10 ms, re-
spectively. Precursors already fragmented were dynamically excluded
during the cycle for a further 30 s.

Data files were analyzed against the Clonostachys UNIPROT data-
base (release oct_2015) using PEAKS™ (Version 7; Bioinformatics
Solutions Inc., Waterloo, Ontario, Canada). Protein identification cri-
teria included the detection of at least two unique peptides and strin-
gent false-positive discovery rate at 1%. Tolerance filters of 0.5 Da to
parent spectra and 10 ppm to tandem MS spectra were employed. Gene
ontology analyses were performed using Blast2Go software (http://
www.blast2go.com/b2ghome).

3. Results and discussion
3.1. Fungal strain identification
Molecular identification of the fungal strain was achieved through

analysis of sequence data for rtDNA ITS regions and a portion of -tu-
bulin gene. According to Blastn analysis of the rDNA ITS sequence (data
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22| - 9117222599|gbIAF 358154. 1| Bionectria byssicola strain CBS 365.78
117222631|gb|AF358170.1) Bionectria kowhal strain CBS 461.95
o582 1179.1/C

91582120130|gb|KF871162.1| Clonostachys pseudochroleuca strain CML 0824
gi17. 58169.1| strain CBS 100285

ol SgblEF198545.1|

0.05

not shown) and the consensus tree based on alignment of B-tubulin
sequences (Fig. 1), strain RCFS6 was identified as C. byssicola.

3.2. Enzymatic profile of C. byssicola secretomes

C. byssicola was grown on media supplemented with different lig-
nocellulosic residues, i.e. passion fruit peel (PF), soybean hulls (SH),
cotton gin trash (CG), banana stalk (BS), sugarcane bagasse (SB), or-
ange peel (OP), and a composition of soybean hulls:cotton gin tra-
sh:orange peel (1:1:1) (SCO) as the sole carbon source. These lig-
nocellulosic substrates represent abundant agricultural residues from
widely cultivated crops in Brazil. In 2013, the production of sugarcane,
soybean, cotton, orange, banana and passion fruit comprised 880 mil-
lion tons (Brazilian Institute of Geography and Statistics, 2014).
Therefore, large amounts of waste products are generated by these
crops every year, and inappropriate disposal causes negative environ-
mental impact. A number of strategies have been developed to ag-
gregate value to these residues (including application as feedstock for
bioethanol production) leading to a decrease of the amount of discarded
waste. Examples of such applications are found in sugarcane bagasse
(Sarkar et al., 2012), cotton gin waste (Fockink et al., 2015 Placido
et al., 2013), and banana stalk (Velasquez-Arredondo et al., 2010).

The enzymatic activities (mannanase, xylanase, CMCase and pecti-
nase) produced by the fungus in each medium are shown in Table 1.The
enzymatic activity of each sample can be correlated with the carbo-
hydrate composition of each agricultural residue employed (Table 2).
For instance, mannanase activity was higher when C. byssicola was
cultivated in SH and BS containing media, while the highest pectinase
activities were observed in secretomes produced in media supple-
mented with fruit residues (PF, OP and SCO). Soybean hulls (SH) are
known to contain significant amounts of mannan in their cell wall
(Odetallah et al., 1997). Fruit residues are rich in pectin, which plays an
important role in the fruit ripening process (Brummell and Harpster,
2001). Such abundance explains the high levels of pectinase observed
in PF, OP and SCO secretomes. On the other hand, monocot plant cell
walls such as sugarcane bagasse (SB), contain lower amounts of pectin
(Vogel, 2008). As expected, our study revealed lower pectinase levels
following fungus growth on this substrate. Xylanase and CMCase ac-
tivities showed less variation among the secretomes, probably because
xylan and cellulose are the most common polysaccharides present in all

Table 1

Enzymatic profiles of secretomes of C. byssicola following growth on different lig-
nocellulosic substrates. Activity values (IU/mL) are presented with their respective
standard deviations.

Substrate Mannanase Xylanase CMCase Pectinase

PF 0,50 + 0,01 0,80 = 0,10 0,32 = 0,03 0,98 = 0,07
SH 0,75 * 0,03 0,84 = 0,03 0,50 = 0,01 0,43 = 0,09
CG 0,46 + 0,01 0,69 + 0,01 0,29 + 0,04 041 = 0,11
BS 0,73 £ 0,02 0,83 = 0,02 0,47 = 0,03 0,23 = 0,10
SB 0,50 = 0,04 0,80 = 0,06 0,40 = 0,02 0,14 = 0,07
opP 0,39 = 0,01 0,59 = 0,02 0,27 = 0,02 0,97 = 0,05
SCO 0,65 *+ 0,03 0,78 + 0,03 0,37 + 0,02 0,97 + 0,09

g117222623|9bIAF358166.1| Clonostachys rosea . catenulata strain CBS 443.65

1.1 strain TM1 beta-tubulin gene partial cd's
F FJ004427.1 strain ATHUM 5099 beta-tubulin (BenA) gene partial cds
strain NRRL 35619
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Fig. 1. Consensus tree generated by the maximum likelihood method,
based upon alignment of B-tubulin sequences for species members of the
genus Clonostachys and closely related taxa. Figures on branches indicate
calculated bootstrap values.

strain CML 1911
9il17222673igb|AF358191. 1| Clonostachys divergens strain CBS 967.73b

Table 2

Estimated composition of lignocellulosic residues used in this work.
Component PF* SH® cGf BS' SB’ op*
Cellulose 43%" 35.8% 31% 32.1% 35.5% 26.1%
Hemicellulose 28%" 23.1% 16.2%* 8.8% 21% 11.9%
Lignin - 9.1% 20.1%" 19% 26.3% 0.2%
Proteins 13.8% 15.4% - - - -
Pectins 27% 4.2% - - 0.2% 17%

# (Yapo and Koffi, 2008). Values of sugars presented in mol%. The total sugar content
of passion fruit cell wall ring is 75% (w/w) in a dry-matter basis.

" Value of total glucose, in mol%.

¢ Value corresponding to (in mol%): xylose 17; manose 4; galactose 4; and arabinose 3.

4 Value corresponding to (in mol%): uronic acid 26; and rhamnose 1.

€ (Rojas et al., 2014).

r(r\rlclmnsh et al., 2014).

& Sum of xylan (12.2%), Arabinan(2%) and Galactan (2%).

! Given as Acid Insoluble Lignin.

i (Velasquez-Arredondo et al., 2010).

J(Lietal., 2

plant cell walls.

It is also important to note that in crude SCO extract (composed of
equal parts of SH, CG and OP) relatively high levels of mannanase,
xylanase and pectinase activities were observed. In this composition,
three substrates were mixed, in equal proportions, in order to induce
the secretion of significant levels of mannanases and pectinases in the
same secretome. SH and OP were used because they contain high
amounts of mannan and pectin, respectively, according to the literature
(Table 2). CG was also included in the mixture given its high cellulose
content, rather than hemicellulose, which is a more recalcitrant sub-
strate. Such a mixture of lignocellulosic substrates is common strategy
for optimizing enzyme production, as observed, for instance, in the
production of cellulases and xylanases by Penicillium echinulatum fol-
lowing growth on media containing a mixture of pretreated sugarcane
bagasse and wheat bran as carbon source (Camassola and Dillon, 2007).

3.3. BN-PAGE profile of C. byssicola secretomes

The secretome samples described above were evaluated for the
presence of protein complexes through BN-PAGE. As indicated in Fig. 2,
high apparent molecular mass bands, corresponding to putative mul-
tiprotein assemblies were detected in all samples. It was also possible to
identify some bands as common to different samples and others as
specific to a particular lignocellulosic carbon source. The profiles were
very reproducible displaying well defined bands and absence of
smearing, which indicates specific interactions between the compo-
nents of the complexes instead of random aggregation of polypeptides
(Gonzalez-Vogel et al., 2011). Based on the criteria of molecular mass
above 150 kDa and high intensity of band staining, four groups of
bands, named I, II, III and IV (Fig. 2), were selected, excised and sub-
mitted to trypsin digestion and LC-MS/MS identification. A complete
list of proteins identified in the protein bands I-IV is shown in Tables S1
and S2, and a summary of identifications is presented in Table 3.
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Fig. 2. Blue Native PAGE gel showing bands corresponding to putative protein complexes
present in secretomes of C. byssicola grown on lignocellulosic substrates: passion fruit peel
(PF); soybean hulls (SH); cotton gin waste (CG); banana stem (BS); sugarcane bagasse
(SB); orange peel (OP) and soybean hulls: cotton gin waste: orange peel (SCO). Boxes
indicate protein bands selected for further identification. I — Complexes PFI, SHI, CGI,
BSI, SBI, OPI and SCOI; II- Complex SHIL; III — SHIII and SCOIIL; IV — Complexes PFIV,
SHIV, CGIV, BSIV, OPIV and SCOIV. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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The protein bands were found to be composed mainly of carbohy-
drate-active enzymes, as well as some proteases. It is possible to es-
tablish some correlations between the protein composition of each band
with the lignocellulosic carbon source employed for cultivation of the
fungus. Bands I, of apparent molecular mass of about 669 kDa and
present in all the secretomes, share in their composition xylanases,
exoglucanases and pectate lyases. A cuticle-degrading protease is also
present in most of the bands, being absent only in SB. Some proteins
were identified only in bands of certain secretomes. This is the case of
alpha-mannosidase, present only in SH, CG and SCO secretomes; endo-
beta-galactanase, found in SH and CG secretomes; and GH 61 (AA9),
identified in CG and SB secretomes. Several proteins common to bands
I, such as xylanases, exoglucanases and cuticle-degrading proteases,
were also be found in bands IV. However, other enzymatic activities are
present in these bands, suggesting a greater diversity of enzymatic
functions. The bands named PF IV, CG IV, BS IV, OP IV and SCO IV
share in their composition cellobiose-dehydrogenases, beta-glucosi-
dases, endochitinases and catalase-peroxidases. Lipases were identified
in bands PF IV, CG IV, OP IV and SCO 1V, and extracellular aldono-
lactonases in bands PF IV, SH IV, OP IV and SCO IV. Bands SH II, SH III
and SCO III are composed of proteins also present in bands I and/or
bands IV. However, these bands are distinctive regarding the presence
of proteases.

Plant cell wall degrading enzymes and other carbohydrases have
been reported in multienzymatic complexes produced by other fungi
when grown on lignocellulosic substrates. A previous survey of multi-
enzymatic complexes in the secretomes of Penicillium purpurogenum
grown on several carbon sources (sugar beet pulp, corn cob, or

Table 3
Summarized composition of the protein complexes detected in secretomes of C. byssicola grown on lignocellulosic carbon sources. For complete identification information, refer to Tables
S1 and S2.
Class Protein Bands I Band II  Bands II Bands IV
PF SH CG BS SB OP SCO SH SH SCO PF SH CG BS OP SCO
Proteases Cuticle-degrading protease e o o o e o [ ] [ ] [ ] e o o o o o
Carboxypeptidase e o L ]
Trypsin-like protease [ ]
Dipeptidyl aminopeptidase [} [ ] [ ] [ J
Aspartyl-aminopeptidase L ]
Carbohydrate-active enzymes  Endo-1,4-beta-xylanase/GH Family 10 e o o e o o o L ] [ ] [ e O o o o o
Endoglucanase e o [ ] [ J [ ] [}
Exoglucanase e 6 o o o o o [ ] [ J [ ] e o o o o o
Alpha-manosidase [ ] [ ] [ ] [ ]
Endo-beta-galactanase e o
Glycoside hydrolase family 5 e 6 o o o o o [ ] [ J [ ] [ J e o
Pectate Lyase e o o o o o o L ] [ ] [ J L ] e o
Alpha-glucosidase [ ] [ ]
Carbohydrate-binding module [ ] L ] L ]
Cellobiose-dehydrogenase [ J [ ] [} e o o o
Glycoside hydrolase family 61 (AA9) L ] [ J
PHB depolymerase Family esterase ) [ )
Beta-glucosidase [ J [ ] [ J e o o o
Beta-xylosidase [ J [ ] L]
Glycoside hydrolase family 20 [ J [ ] [ J e o o
Glycoside hydrolase Family 71 e o [ J
Glycoside hydrolase family 31 [ ° ° e o o o
Exo-beta-p-glucosaminidase ()
Glucoamylase [ ] @ [ ] e o [ J
Endochitinase [ ] e o o o
Arabinogalactan-endo-beta-galactosidase )
FMN-dependent dehydrogenase [ ] ]
Catalase peroxidase L ] e o o o
Other Hypothetical protein @ L ] L ]
Ribonuclease [ ]
GDSL-like lipase acylhydrolase [ ] ° ° L] ° e o
Extracellular serine-rich protein [ ] [ ] [ J
ATP-synthase subunit mithocondrial ®
Extracellular aldonolactonase [ ] [ ] e o e o
Dynactin [ )
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Fig. 3. SDS-PAGE of putative protein complexes extracted from BN-PAGE gels: bands I (a, b), bands II (¢) and III (d), and bands IV (e, ). PF (passion fruit), SH (soybean hulls), CG (cotton
gin waste), BS (banana stem), SB (sugarcane bagasse), OP (orange peel), SCO (soybean hulls, cotton gin waste, orange peel). (For interpretation of the references to colour in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)

(a)

PF SH CG BS SB OP SCO

669
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(b)
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232

158

Fig. 4. Zymogram gels revealing xylanolytic (a) and cellulolytic (b) activities of BN-PAGE protein profiles. Fifty micrograms total protein of each secretome were applied in each well. PF
— passion fruit peel; SH — soybean hulls, CG — cotton gin waste; BS — banana stem; SB — sugarcane bagasse; OP — orange peel; SCO — soybean hulls: cotton gin waste: orange peel

(1:1:1). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

acetylated xylan) also showed high molecular mass bands in BN-PAGE
gels that ranged from 200 to 500 kDa (Gonzalez-Vogel et al., 2011).
One of these complexes, purified from sugar beet pulp supernatant, was
found to be composed of 1,4-a-glucosidase, (-1,6-glucanase, a-L-ara-
binofuranosidase, alcohol dehydrogenase, acetyl xylan esterase and a
cell wall protein. When T. harzianum was grown on liquid media con-
taining sugar cane bagasse as sole carbon source, three multienzymatic
complexes were detected and identified (Silva et al., 2012). The com-
position of these complexes included several lignocellulose-degrading
enzymes that were also identified in this work, such as cellobiohy-
drolases, endoglucanases, xylanases, besides amylase and chitinase. A
cell wall-anchored endoglucanase was also identified in one of the
complexes. In the complexes produced by P. purpurogenum and T. har-
zianum, as well as those produced by C. byssicola, no cellulosome type
structural protein (e.g. scaffoldin) was detected. Further studies are
needed to understand how these complexes are assembled and stabi-
lized.

The complexes evaluated in this work harbor a high diversity of
carbohydrases (Table 3), which can favor a more complete degradation
of lignocellulosic substrates. Regarding cellulases, enzymes that cleave
cellulose chains both through hydrolysis (such as exo and en-
doglucanase, and f-glucosidase), and oxidation (cellobiose-dehy-
drogenase and lytic polysaccharide monoxigenase (LMPO)), were
identified in the complexes produced by C. byssicola. The presence of
these enzymes is crucial for the efficient degradation of cellulose, given
its high recalcitrance, determined mainly by its crystalline portion
(Dimarogona et al., 2013; Zamocky et al., 2006). Besides, enzymes that
act on hemicellulose and pectin were also identified, such as xylanases,
mannanases, pectate lyases and galactanases. As expected to occur in
the natural environment, the organization of such a plethora of

enzymes clearly confers adaptive advantages to fungal species, since
these complexes can degrade a high diversity of lignocellulosic sub-
strates, varying in composition, complexity and recalcitrance.

As can be observed in Fig. 1, C. byssicola is phylogenetically distant
from other species described as complex producers, such as T. har-
zianum and P. purpurogenum, which can indicate that the organization
of lignocellulolytic enzymes in complexes may be a mechanism more
dispersed among fungal species.

Complexes allow the concentration of different enzymes on the
substrate, and considering that lignocellulose is made up by an intrinsic
and structured network of different polysaccharides, the concerted ac-
tion of different enzymes clearly favors the complete degradation of this
complex substrate. Moreover, multienzymatic complexes have been
found to promote the degradation of lignocellulosic substrate more
efficiently when compared to non-associated enzymes. This is well
known in cellulosomes, in which the organization of different enzymes
in determined ratios favors their synergic action (Lynd et al., 2002). In
this work, it was not possible to verify the synergic action between the
components of the complexes, since it would be necessary to firstly
purify complexes by means of chromatography, ultracentrifugation or
elution of bands from BN-PAGE gels. Attempts to purify the complexes
using those methods are presently being carried out in our laboratory
but so far the attempts were not successful (data not shown).

3.4. Decomposition of multiprotein complexes and zymogram

Considering that both protein interactions and protein migration are
preserved in BN-PAGE gel electrophoresis, as a result of the negative
charge conferred by Coomassie Blue dye, the high molecular weight
bands detected in the native gel are likely to correspond to intact
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protein complexes. Nonetheless, in order to demonstrate that these
bands do in fact correspond to associations of proteins of lower mole-
cular mass, the protein complexes were extracted and submitted to
denaturing SDS-PAGE. The results of this decomposition are illustrated
in Fig. 3, which shows the presence of bands of different molecular
weights, ranging from 20 to up to 116 kDa. Protein profiles varied ac-
cording to the mass of the original native band, as well as to carbon
source on which the fungal strain was cultivated. This is clear, for ex-
ample, in SB I, which lacks several high molecular protein bands pre-
sent in all the correspondent complexes (Fig. 3b). The SDS-PAGE pro-
files of complexes of the same apparent molecular masses were also
shown to be distinctive, especially when proteins of low molecular
weights were considered (Fig. 3). This fact can corroborate the differ-
ences in composition of complexes with the same apparent molecular
mass.

In some BN-PAGE bands, especially the bands III and IV, a con-
siderable discrepancy between the apparent mass observed in the gel
(Fig. 2) and the sum of the masses of the components of the complexes
(Table 3) was observed. The analysis of the data generated from
LC-MS/MS was very stringent, so the protein composition most prob-
ably is correct. Thus, the high sum of masses of individual components
in bands III and IV (this was not observed for bands I and II) could be
attributed to co-migration of complexes so that, in the same band two
or more complexes could be present. This is a real possibility when
bands are excised from complex profiles generated in one-dimensional
gels. Another possibility for the discrepancy could be due to the lim-
itations of BN-PAGE for estimation of molecular masses. As proposed
before the differences could be due to the differential binding of CBB to
the hydrophobic surface of proteins (Heuberger et al., 2002).

The cellulolytic and xylanolytic activities of the complexes detected
through BN-PAGE were evaluated by means of agar replicas. The results
are illustrated in Fig. 4a (xylan) and b (CMC). In both agar gels, it is
possible to identify the presence of clear bands with high molecular
weights and displaying xylanolytic and cellulolytic activities. Interest-
ingly, low molecular weight bands showing xylanolytic and cellulolytic
activities are present in all samples evaluated, revealing that both free
and complexed enzymes are found in the secretomes.

4. Conclusion

In this work, the presence of putative multienzymatic complexes in
Clonostachys byssicola secretomes when grown in different lig-
nocellulosic carbon sources was demonstrated by means of native and
denaturing electrophoretic methods. Protein profiles on Blue native
PAGE presented differences according to the carbon source. Also, dif-
ferences in the composition of the complexes were revealed by LC-MS/
MS analysis and showed that they are composed of holocellulolytic
enzymes, mainly cellulases and xylanases, as well as proteins involved
in biocontrol processes, such as chitinases and proteases.
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