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Resumo

A biomassa lignocelulésica derivada de residuos agroindustriais, como o bagago
de cana-de-agucar, representa uma matéria-prima abundante e estratégica para
biorrefinarias de segunda geragdo, com potencial para a produgcdo de
biocombustiveis e bioprodutos de alto valor agregado. Entretanto, a
recalcitrancia estrutural da parede celular vegetal, composta por uma matriz
complexa de celulose, hemicelulose, lignina e pectina, impde barreiras fisico-
quimicas a sua bioconversdo eficiente. A pectina, embora frequentemente
subestimada em biomassas herbaceas, desempenha um papel estrutural
relevante na organizagdo e acessibilidade da parede celular, influenciando a
exposicdo dos polimeros estruturais ao ataque enzimatico. Nesse contexto,
fungos lignoceluloliticos se destacam por sua capacidade de secretar sistemas
enzimaticos coordenados; contudo, a produgao enzimatica em monocultivo pode
limitar a diversidade funcional do secretoma. O presente estudo investigou se
interagbes interespecificas em um modelo de cocultivo fungico poderiam
modular o perfil secretério e impactar o desempenho hidrolitico sobre o bagago
de cana-de-acgucar. Inicialmente, foi realizado um screening morfolégico em meio
soélido envolvendo Trichoderma reesei RUT-C30 e diferentes fungos saprofiticos,
seguido de um screening funcional em meio liquido por meio da determinagéo
das atividades de CMCase, mananase, pectinase e xilanase. O sistema
composto por Trichoderma reesei RUT-C30 e Pleurotus citrinopileatus foi
selecionado como modelo para caracterizagao cinética estendida (9 e 15 dias),
avaliacao da influéncia do pH, ensaios de hidrélise do bagago de cana-de-agucar
e analise protedmica global por LC-MS/MS. No screening funcional, as
atividades celulolitica (CMCase), xilanolitica e mananolitica no cocultivo
apresentaram perfis comparaveis ao monocultivo de T. reesei, sem evidéncia de
amplificagdo global das enzimas hidroliticas classicas. Em contraste, foi
observado aumento consistente da atividade pectinolitica no cocultivo,
confirmado sob maior robustez experimental no ensaio de 15 dias, com diferencga
estatisticamente significativa no dia 12. A dindmica temporal revelou sucessao
funcional no secretoma, caracterizada por atividade xilanolitica precoce e
intensificagdo tardia das atividades celulolitica e mananolitica. O pH 6

proporcionou 0 maior desempenho enzimatico global. Nos ensaios de hidrélise
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do bagago de cana-de-agucar, o sistema de cocultivo apresentou desempenho
comparavel ao monocultivo de T. reesei, sem redugdo da eficiéncia de
sacarificagao, indicando que a modulagdo observada ndo comprometeu a
capacidade global de conversao do substrato. A protedmica qualitativa identificou
305 proteinas de alta confiancga, incluindo um repertério diverso de enzimas
ativas em carboidratos (CAZymes), como hidrolases de glicosideos associadas
a degradacao de celulose e hemicelulose, enzimas pectinoliticas e proteinas
acessorias envolvidas na modificacdo da matriz da parede celular. A atribuicao
taxondmica revelou contribuicdo diferencial dos organismos, com maior
densidade relativa de CAZymes associadas a P. citrinopileatus, particularmente
enzimas relacionadas a degradacdo e remodelamento de polissacarideos
pécticos. Embora a abordagem agregada nao permita inferéncia quantitativa por
tratamento, o perfil funcional identificado fornece plausibilidade mecanistica para
a assinatura pectinolitica observada experimentalmente. Em conjunto, os
resultados indicam que o cocultivo ndo promove amplificacao indiscriminada das
atividades hidroliticas, mas sim uma reorganizacao seletiva do secretoma, com
modulagdo setorial consistente ao longo do eixo pectinolitico. As evidéncias
sugerem que a modulacao da fragdo péctica pode representar uma estratégia
relevante para otimizar a acessibilidade estrutural da biomassa lignoceluldsica.
Este estudo estabelece uma estrutura experimental robusta para futuras
abordagens de protedmica quantitativa e integragdo multibmica, com vistas a
elucidagado dos mecanismos regulatérios subjacentes a bioconversao do bagaco
de cana-de-acgucar e ao suporte ao desenho racional de consércios fungicos para

aplicagbées em biorrefinarias lignocelulésicas.

Palavras-chave: pectina; modulagao secretdria; triagem de fungos; CAZymes;

consorcios microbianos.
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Abstract

Lignocellulosic biomass from agroindustrial residues, such as sugarcane
bagasse, is an abundant feedstock for second-generation biorefineries and has
potential for biofuels and bioproducts. The complex matrix of cellulose,
hemicellulose, lignin, and pectin in plant cell walls, however, presents
physicochemical barriers to bioconversion. Notably, this study highlights the
underrated role of pectin in cell wall organization and accessibility, which affects
enzymatic exposure to structural polymers. In contrast to previous research
efforts, this study explored whether interspecific fungal coculture could uniquely
modulate the secretome and enhance hydrolytic performance on sugarcane
bagasse. Based on an initial screening of Trichoderma reesei RUT-C30 with other
saprotrophic fungi, with each fungal combination functionally characterized for
CMCase, mannanase, pectinase, and xylanase activities, the T. reesei RUT-C30
and Pleurotus citrinopileatus coculture was selected, based on promising enzyme
activities, for extended characterization. Novel parameters included assessment
of pH influence, bagasse hydrolysis, and proteomic analysis by LC-MS/MS.
Importantly, while coculture cellulolytic, xylanolytic, and mannanolytic activities
matched those of T. reesei monoculture, pectinolytic activity was consistently
elevated in coculture, as confirmed in 15-day assays, with significant differences
by day 12. We observed new temporal activity patterns: early xylanolytic followed
by later cellulolytic and mannanolytic increases. Coculture at pH 6 yielded peak
enzyme performance, with bagasse hydrolysis maintained. Proteomics revealed
305 proteins, including diverse CAZymes, and identified a large abundance of
pectinolytic enzymes and accessory proteins from P. citrinopileatus targeting
pectic polysaccharides. Although quantitative comparisons of treatments are
unavailable, these findings provide the first mechanistic insights into pectinolytic
profiles driven by coculture. Overall, our study uniquely demonstrates selective
secretome reorganization along the pectinolytic axis, suggesting that targeting
pectin can optimize biomass accessibility. This framework opens up opportunities
for quantitative proteomics and multi-omics, guiding the design of fungal

consortia for biorefineries.
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Keywords: pectin; secretory modulation; fungal screening; CAZymes; microbial

consortia.

1 Introducao

Com o crescimento continuo da populacdo mundial e a crescente demanda
por energia, a atual estrutura da economia global, fortemente dependente de
fontes ndo renovaveis e altamente poluentes, configura-se como um dos maiores
desafios enfrentados pela sociedade contemporanea. Nesse cenario, a transicéao
para fontes de energia renovaveis e sustentaveis surge como uma alternativa
promissora para mitigar os impactos ambientais decorrentes da atividade
humana. Para isso, torna-se fundamental o desenvolvimento de um modelo de
economia circular, baseado na redugdo do uso de terras, na otimizagdo dos
processos produtivos, na minimizacdo de desperdicios e na priorizacdo de
recursos renovaveis (LIGUORI & FARACO, 2016; GHISELLINI et al., 2016).

Dentro dessa perspectiva, a bioeconomia destaca-se como uma estratégia
sustentavel ao propor a substituicio de insumos industriais por recursos
biolégicos renovaveis. Associada a pesquisa e a inovagao tecnoldgica, a
bioeconomia busca otimizar processos de bioprodugdo, promovendo a
integracdo entre objetivos econdmicos, sociais e ambientais (BUGGE et al.,
2016; KLEINSCHMIT et al., 2014; PFAU et al., 2014; D'AMATO et al., 2016).

Um dos pilares da bioeconomia é a bioenergia de segunda geracao (2G),
que se apresenta como solugao tecnoldgica estratégica para ampliar a producao
de energia sem a necessidade de expansdao de areas agricolas. Essa
abordagem concentra-se na conversdao de residuos agroindustriais,
especialmente lignoceluldsicos, em biocombustiveis e em outros produtos de
valor agregado (SHARMA et al., 2022; PATEL et al., 2022).

No Brasil, 0 bagago de cana-de-agucar constitui uma das principais fontes
de biomassa, sendo gerado em grandes quantidades pelas usinas
sucroenergéticas e correspondendo a aproximadamente 25-30% da massa da
planta (RACKEMANN et al., 2016). Apesar de seu elevado potencial, apenas
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uma fragcdo desse residuo € atualmente destinada a producédo de etanol 2G
(KLEIN et al., 2019; KARP et al., 2021; RAMOS et al., 2022).

A subutilizagdo do bagaco esta fortemente associada a limitagdes
tecnolégicas envolvidas em sua bioconversao eficiente, como a disponibilidade
limitada de coquetéis enzimaticos eficazes e a auséncia de estratégias robustas
para sua aplicagcédo. Além disso, os custos desses processos ainda sao elevados,
comprometendo sua viabilidade em escala industrial (O'HARA, 2016; ROBINS &
SPEIGHT, 2016). Nesse contexto, torna-se estrategicamente necessario o
desenvolvimento de biorrefinarias baseadas em tecnologias de segunda
geracao, capazes de transformar residuos lignocelulésicos em produtos de alto

valor agregado.

A complexidade da parede celular vegetal, composta por celulose,
hemicelulose, lignina, proteinas e outros constituintes estruturais, constitui um
dos principais entraves a conversao eficiente da biomassa. No bagago de cana-
de-agucar, estima-se uma composi¢gdo média de 42% de celulose, 20% de
hemicelulose e 25% de lignina (ZADEH et al., 2020). A conversao eficiente desse
material exige sua biodesconstrugdo por meio de sistemas enzimaticos

especificos, especialmente aqueles produzidos por fungos filamentosos.

Fungos dos filos Ascomycota e Basidiomycota destacam-se pela capacidade
de secretar um conjunto diversificado de enzimas ativas em carboidratos,
conhecidas como enzimas CAZy, responsaveis pela degradagédo dos
componentes da parede celular vegetal (PELAEZ et al., 2021; NAVARRO et al.,
2021). Entretanto, uma uUnica cepa fungica raramente produz todo o repertério
enzimatico necessario para uma sacarificagao eficiente da biomassa. Por essa
razao, estratégias baseadas em consorcios fungicos formados por organismos
de diferentes filos tém sido explorados para potencializar a conversao
lignoceluldsica. Esses consorcios simulam interagbes naturais entre
microrganismos, e permitem a atuagdo sinérgica de diferentes classes
enzimaticas, como celulases, hemicelulases, ligninases e enzimas acessorias, 0
que aumenta a eficiéncia da degradacéao estrutural da biomassa (DRUZHININA
& KUBICEK, 2017; PELAEZ et al., 2021; SPERANDIO & FILHO, 2021).
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Nesse contexto, a variabilidade dos secretomas de cocultivo apresenta
grande interesse biotecnoldgico. Estudos recentes indicam que abordagens
proteOmicas sao promissoras para caracterizar as interagdées moleculares
durante o cocultivo de fungos e identificar os principais complexos enzimaticos
envolvidos na degradacédo da biomassa (ASLAM et al., 2017). A protebmica
funcional permite ndo apenas mapear as enzimas produzidas, mas também
compreender seus padrdes de regulagao e possiveis interagdes, o que fornece
subsidios importantes para a otimizagao da bioprodugéo de etanol 2G (BOUWS
et al., 2008; COUTURIER et al., 2012; SALVACHUA et al., 2013).

2 Revisao Bibliografica

2.1 Panorama dos residuos lignocelulésicos no Brasil

O Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo, destacando-se
globalmente na produgao de soja, milho, cana-de-agucar, trigo, algodao, arroz e
madeira. A cana-de-agucar é a commodity mais importante em termos de
volume. Na safra 2024/25, a produgao de cana-de-agucar no Brasil foi estimada
em 676,96 milhdes de toneladas, com uma produtividade média de 77,223 kg/ha,
0 que representa o segundo maior volume da série histérica acompanhada pela
Conab 2025. O processamento da cana envolve a extragcao do caldo, que é
concentrado, cristalizado e separado para produzir agucar bruto e melaco. Esses
dois produtos intermediarios sao utilizados na produg¢ao de agucar e etanol. Os
residuos resultantes da colheita e moagem da cana, como ponteiros, folhas e
bagaco, constituem biomassa lignoceluldsica, representando 25-30% da massa
fresca total da cana. Esses residuos sao comumente descartados no solo como
protecao natural ou queimados para geragao de energia (CARVALHO et al.,
2017; RACKEMANN et al., 2016).

Além da cana-de-agucar, outras commodities agricolas amplamente
cultivadas no Brasil, como soja, milho, arroz, trigo, sorgo, feijao e algodao,
também geram grandes volumes de residuos lignocelulésicos. Esses materiais
incluem palhas, colmos, folhas, vagens, cascas e serragem e representam uma
fonte abundante de biomassa com potencial para aplicagdo na geragdo de
energia e na produgdo de biomoléculas (MARTELLI-TOSI et al., 2017;
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MAGALHAES JR et al., 2019; FAO, 2024). Trata-se de uma biomassa sdlida,
estruturalmente complexa, originada de processos naturais fotossintéticos
(VASSILEV et al., 2010).

A biomassa lignoceluldsica € predominantemente composta por paredes
celulares vegetais, especialmente pela espessa parede secundaria, que
desempenha papeéis essenciais na condugao de nutrientes, na resisténcia a
forcas mecanicas durante o crescimento e na protegdo contra estresses. O
componente mais valioso da parede celular, do ponto de vista bioenergético, € a
glicose, um agucar de seis carbonos que forma a celulose, um polissacarideo
linear homogéneo ligado por ligagdes (3-1,4. Cadeias individuais de celulose se
conectam por ligagdes de hidrogénio, formando microfibrilas de celulose
cristalina. Em plantas vasculares, a parede celular secundaria € composta por
microfibrilas de celulose embebidas em uma matriz de lignina, um polimero
aromatico, e pela hemicelulose, o segundo polissacarideo mais abundante na
parede celular, entrelacada entre a celulose e a lignina. E um polissacarideo
heterogéneo composto por acgucares pentoses e hexoses. Os agucares
predominantes na hemicelulose incluem D-xilose, L-arabinose, D-manose e D-
galactose. A xilose € o principal componente da hemicelulose em biomassa
herbacea e em madeira dura, enquanto a manose € o componente majoritario
da hemicelulose em madeiras macias ou coniferas (GIRIO et al., 2010; JUTURU
& WU, 2013; BRANDON & SCHELLER, 2020). Alignina é o segundo biopolimero
vegetal mais abundante na natureza, atras apenas da celulose, e compde as
paredes celulares secundarias das plantas, conferindo rigidez estrutural,
impermeabilidade e protegédo contra microrganismos. Sua estrutura aromatica e
irregular dificulta a biodegradagao (KIRK & FARRELL, 1987; RISEH et. al 2024).

Essa complexidade natural faz da desconstrucdo e da recuperacao de
agucares fermentesciveis processos que requerem meétodos e tecnologias, em
geral, custosos e intensivos em energia e reagentes, o que limita sua aplicagao

em escala industrial.

Apesar disso, a biomassa lignocelulésica apresenta elevado potencial
para a producao de bioprodutos, como bioetanol e biogas. A principal barreira é

a conversao eficiente desses biopolimeros complexos (lignina, celulose e
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hemicelulose), exigindo pré-tratamentos fisicos, mecanicos, quimicos ou
biolégicos (GUERRIERO et al., 2016).

No contexto do presente trabalho, o bagago de cana-de-agucar apresenta
relevancia particular por constituir um residuo abundante, de baixo custo e com
potencial para aplicagdo em biorrefinarias lignocelulosicas. Sua recalcitrancia
decorre da organizagao estrutural da parede celular vegetal, na qual celulose,
hemicelulose e lignina formam uma matriz complexa e de dificil acesso
enzimatico. Embora a fragdo péctica seja minoritaria em gramineas, evidéncias
indicam que ela desempenha papel relevante na organizagéo da parede celular
e pode influenciar a acessibilidade dos polimeros estruturais a hidrdlise
enzimatica, o que a torna um componente de interesse no contexto da biomassa
para bioenergia (LATARULLO et al., 2016). Em biomassa de cana-de-agucar,
estudos com palha também sugerem a relevancia de componentes da matriz da
parede celular ao longo da degradacéo, reforcando a necessidade de considerar
essas fracbes na compreensao da recalcitrancia do material (PAGLIUSO et al.,
2021).

2.2 Potencial das biorrefinarias na producao de
compostos de alto valor agregado

A biomassa lignoceluldsica ocupa posi¢cao estratégica no contexto das
biorrefinarias por constituir uma matéria-prima renovavel, abundante e passivel
de conversao em diferentes cadeias de valor. Embora, na pratica, sua exploracao
ainda esteja fortemente associada a geracdo de energia e a producado de
biocombustiveis, o avanco das biorrefinarias tem ampliado o interesse em rotas
capazes de gerar bioprodutos de maior valor agregado a partir de residuos
agroindustriais (SEGERS et al., 2024).

Biorrefinarias sdo complexos industriais que integram processos
tecnologicos para a conversao sustentavel de residuos agricolas, florestais e
industriais em bioprodutos de alto valor agregado, como biocombustiveis,
bioquimicos e biomateriais. Operando sob os principios da economia circular,
esses sistemas visam a valorizagao integral da biomassa, promovendo eficiéncia
energética e reducao de residuos (CHERUBINI & STRIMMAN, 2011).
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A utilizagdo da biomassa lignocelulésica em biorrefinarias permite a
obtencdo nao apenas de biocombustiveis, mas também de bioquimicos,
biomateriais e coprodutos com maior valor agregado. No caso do bagaco de
cana-de-agucar, ja foram descritas estratégias integradas para a obtencao de
xilo-oligossacarideos com potencial prebiotico, etanol celuldsico, nanofibrilas de
celulose e nanoparticulas de lignina, evidenciando a versatilidade desse
substrato em plataformas de valorizagdo em cascata (PEREIRA et al., 2021).
Apesar desse potencial, a viabilidade de biorrefinarias lignoceluldsicas ainda
depende da superacéo de gargalos associados a recalcitréncia da biomassa, a
eficiéncia dos processos de conversdo e a viabilidade econdmica das rotas
propostas. Nesse contexto, o desenvolvimento de sistemas biolégicos mais
eficientes para a desconstrugéo da parede celular vegetal constitui etapa central

para a consolidagao dessas plataformas.

2.3 Mecanismos enzimaticos de degradacao da parede
celular

A degradagdo da parede celular vegetal por microrganismos é mediada
por um conjunto altamente especializado de enzimas ativas em carboidratos,
conhecidas como CAZymes (Carbohydrate-Active enZymes). Essas enzimas
desempenham papéis fundamentais na sintese, modificacdo e hidrolise de
oligossacarideos e polissacarideos complexos, sendo essenciais para o
metabolismo de carboidratos e para a reciclagem de matéria organica em
ecossistemas naturais (LOMBARD et al., 2014).

A classificagdo das CAZymes € organizada no banco de dados CAZy, que
agrupa as enzimas com base na similaridade de sequéncia, na organizagéo
estrutural e no mecanismo catalitico. Atualmente, essas enzimas s&o distribuidas
em seis classes principais: glicosil hidrolases (GH), glicosil transferases (GT),
polissacarideo liase (PL), carboidrato esterases (CE), enzimas de atividade
auxiliar (AA) e médulos de ligagdo a carboidratos (CBM) (LOMBARD et al.,
2014). No contexto da degradacgéo lignoceluldsica, as classes GH, CE, PL, AAe
CBM desempenham papel central na desconstrugao coordenada dos polimeros
estruturais da parede celular vegetal. Um modelo simplificado da degradacéao

enzimatica dos principais componentes da parede celular vegetal, incluindo
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celulose, hemiceluloses e polissacarideos pécticos, € apresentado na Figura 1.
Esse esquema ilustra a necessidade de um sistema multienzimatico integrado

para a completa desconstrugéo da biomassa.
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v Cellobiohydrolase v Endo-xylanase v a-galactosidase v Xyloglucanase Q Glucuronic acid
Arabinose
' Bglucosidase v B-xylosidase ' a-xylosidase v B-mannosidase *
O Galactose
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Figura 1 Modelo simplificado ilustrando a degradagédo enzimatica dos principais componentes da parede
celular vegetal: (A) celulose, (B) heteroxilano, (C) xiloglucano e (D) heteromanano. As setas indicam os
sitios especificos de agdo das enzimas ao longo dos polimeros. Adaptado de Vieira et al. (2025).

Sistema celulolitico

A celulose, principal componente estrutural da parede celular vegetal,
consiste em cadeias lineares de glicose unidas por ligagdes B-1,4-glicosidicas,
organizadas em microfibrilas altamente cristalinas. Sua degradagao requer a
acgao sinérgica de diferentes familias de glicosil hidrolases e enzimas oxidativas

auxiliares.

As endoglucanases (principalmente das familias GH5, GH12 e GH45)
promovem clivagens internas na cadeia polimérica, gerando novos terminais
redutores e ndo redutores. As celobiohidrolases, ou exoglucanases (tipicamente
GH6 e GH7), atuam processivamente nas extremidades das cadeias, liberando
celobiose como principal produto intermediario. Por fim, as B-glicosidases
(frequentemente GH1 e GH3) hidrolisam a celobiose em glicose, completando a
sacarificagao da celulose (LYND et al., 2002; BHATIA et al., 2017).

Além das hidrolases classicas, a degradagcao eficiente da celulose
cristalina depende da agao de enzimas de atividade auxiliar, particularmente as
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monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs), classificadas
majoritariamente na familia AA9 em fungos filamentosos. Essas enzimas
realizam clivagem oxidativa das liga¢des -1,4, promovendo a desorganizagao
estrutural da microfibrila e aumentando a acessibilidade das hidrolases ao
substrato (MULLER et al., 2018; GUO et al., 2022). A atuagéo coordenada entre
GHs e AAs representa um avanco significativo na compreensao dos mecanismos

modernos de hidrolise enzimatica da celulose.

Os modulos de ligagéo a carboidratos (CBMs), particularmente CBM1 em
fungos lignoceluloliticos, contribuem para a eficiéncia catalitica ao ancorar as
enzimas a superficie da celulose, elevando a concentracéo local de atividade
enzimatica e favorecendo a hidrolise processiva (BORASTON et al., 2004;
BERNARDES et al., 2019).

Sistema hemicelulolitico

A hemicelulose apresenta composi¢ao estrutural mais heterogénea do
que a celulose, sendo constituida por diferentes polimeros, como xilanos,
mananos e arabinogalactanos, frequentemente ramificados e acetilados. Essa
complexidade estrutural exige um conjunto mais diverso de enzimas para a

despolimerizacdo completa.

No caso do xilano, as endo-B-1,4-xilanases (frequentemente GH10 e
GH11) promovem clivagens internas na cadeia principal, enquanto as [-
xilosidases (GH3 e GH43) liberam xilose a partir dos oligossacarideos formados.
Enzimas desramificadoras, como a-L-arabinofuranosidases (GH51 e GH54) e a-
glucuronidases, removem substituintes laterais que limitam o acesso ao
esqueleto polimérico. Paralelamente, carboidrato esterases, como acetil-xilan
esterases (CE1, CES) e feruloil esterases, catalisam a remogao de grupos acetil
e feruloil, reduzindo impedimentos estéricos e facilitando a agao das hidrolases
(KUMAR et al., 2008; JUTURU; WU, 2013).

A degradacgédo de mananos envolve principalmente -mananases (GH26),
B-manosidases e a-galactosidases, cuja atuagdo coordenada permite a

completa conversao desses polimeros em agucares fermentesciveis.
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Polissacarideos pécticos

As pectinas constituem uma classe estruturalmente complexa de
polissacarideos da parede celular vegetal e participam da sua organizagao,
arquitetura e propriedades fisicas. Embora ocorram em menor proporgédo em
gramineas quando comparadas a outros grupos vegetais, esses polimeros
podem influenciar a porosidade da parede e a acessibilidade dos componentes
estruturais ao ataque enzimatico (ANDERSON; PELLOUX, 2025). Sua
degradagdo depende de um conjunto diverso de CAZymes, incluindo
poligalacturonases, pectato liases, pectina liases, pectin metilesterases e outras
enzimas desesterificantes e desramificadoras, refletindo a heterogeneidade
estrutural dessa fracdo (JAYANI et al., 2005; YUKSEL et al., 2025).

A despolimerizagdo enzimatica da hemicelulose apresenta elevado
interesse industrial, uma vez que ocorre sem a geragao de subprodutos toxicos,
em contraste com alguns processos quimicos de pré-tratamento. Xilanases e
outras hemicelulases ja encontram aplicagdo consolidada nas industrias de
papel, de alimentos e de nutrigdo animal (JUTURU; WU, 2013; WU et al., 2022).

Sistema ligninolitico e enzimas oxidativas

A lignina, polimero aromatico tridimensional formado por unidades
fenilpropanoides (H, G e S), constitui a principal barreira estrutural a degradagao
da parede celular vegetal. Sua desconstrugdo ocorre predominantemente por
meio de sistemas oxidativos complexos, especialmente em basidiomicetos de
podridao branca (DEL CERRO et al., 2021).

As lacases (AA1; EC 1.10.3.2) catalisam a oxidagdo de compostos
fendlicos utilizando oxigénio molecular como aceitador final de elétrons. As
peroxidases de classe Il (AA2), que incluem lignina peroxidase (LiP; EC
1.11.1.14), manganés peroxidase (MnP; EC 1.11.1.13) e peroxidase versatil (VP;
EC 1.11.1.16), utilizam perdxido de hidrogénio como cosubstrato e apresentam
elevado potencial redox, sendo capazes de oxidar tanto estruturas fendlicas
quanto nao fendlicas da lignina (TEN HAVE; TEUNISSEN, 2001; TOCCO et al.,
2021).
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A oxidagao de Mn#* a Mn3** pelas MnPs gera mediadores difusiveis que
ampliam o alcance catalitico em regides menos acessiveis do polimero. A
producao de H,0O, por enzimas auxiliares complementa o sistema oxidativo,
estabelecendo uma rede cooperativa que promove a desestruturagao da matriz
lignificada (MONCLARQO et al., 2022; SURYADI et al., 2022).

Proteinas acessorias e superagao da recalcitrancia estrutural

Além das enzimas hidroliticas e oxidativas classicas, as proteinas
acessorias desempenham papel determinante na superagao da recalcitrancia
estrutural da biomassa lignocelul6sica. Entre essas proteinas destacam-se as
LPMOs, expansinas, swollenin e modulos de ligagéo a carboidratos (HU et al.,
2023).

As expansinas e a swollenin promovem modificagdes fisicas na matriz da
parede celular, rompendo interagcbes nao covalentes entre microfibrilas e
aumentando a acessibilidade enzimatica, embora nao apresentem atividade
hidrolitica direta (BORASTON et al., 2004; DU et al., 2021). As LPMOs, por sua
vez, desempenham papel central na clivagem oxidativa de substratos altamente
cristalinos, potencializando a acdo das celulases tradicionais (MULLER et al.,
2018; GUO et al., 2022).

Essa atuacéo integrada entre hidrolases, oxidases e proteinas acessorias
configura um sistema multienzimatico altamente coordenado, cuja eficiéncia
determina o desempenho da conversdo de biomassa em agucares

fermentesciveis.
Implicagdes tecnolégicas

As enzimas lignoceluloliticas sao essenciais para a consolidagcdo de
tecnologias sustentaveis voltadas a producdo de biocombustiveis e de
bioprodutos de alto valor agregado (HUANG et al., 2023). Contudo, o custo
associado a producéao e ao uso de coquetéis enzimaticos ainda constitui um dos
principais entraves a expansao industrial de biorrefinarias lignoceluldsicas. Para
superar essa limitagao, diferentes estratégias tém sido exploradas, incluindo a
prospecgao de enzimas mais eficientes, a engenharia e otimizagao de coquetéis
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enzimaticos, a redugdo da carga enzimatica necessaria por aumento da
atividade especifica e 0 uso de sistemas biotecnolégicos capazes de ampliar a
diversidade funcional do secretoma, como consodrcios e cocultivos microbianos
(RAMOS et al., 2022). Nesse contexto, o avango da area depende nao apenas
da descoberta de novas enzimas, mas também do desenho racional de sistemas

cataliticos mais robustos, complementares e economicamente viaveis.

2.4 Diversidade fungica e seus papéis na degradagao
da biomassa lignocelulésica

Diversos microrganismos oriundos de habitats distintos apresentam a
capacidade de sintetizar uma ampla variedade de moléculas bioativas, utilizadas
como combustiveis, farmacos e outros compostos de interesse industrial. No
contexto da producdo de biocombustiveis, esses microrganismos se destacam
pela biossintese de enzimas especializadas, capazes de atuar sobre diferentes
substratos lignocelulésicos em multiplas etapas do processo biotecnologico.
(ADEGBOYE et al., 2021).

Fungos filamentosos exercem papel fundamental na hidrélise biolégica da
biomassa lignoceluldsica, em virtude da produgao. Dentre os principais grupos,
destacam-se os fungos pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota.
Trichoderma reesei (Filo Ascomycota, Ordem Hypocreales) figura entre os
ascomicetos mais investigados, sobretudo devido a sua notavel capacidade
celulolitica, de expressiva relevancia industrial. A cepa original, QM6a, foi isolada
nas llhas Salomdo durante a década de 1940, onde demonstrou elevada
capacidade de degradacao de tecidos celuldsicos, como tendas e uniformes
militares, durante a Segunda Guerra Mundial. Desde entdo, multiplas linhagens
mutantes foram desenvolvidas com o objetivo de aprimorar a secrecado de
celulases (BISCHOF, RAMONI & SEIBOTH, 2016). O genoma da cepa QM6a foi
sequenciado e apresenta aproximadamente 34 Mbp distribuidos em sete
cromossomos (MARTINEZ et al., 2008). A linhagem hipercelulolitica RUT-C30
deriva de sucessivas etapas de mutagénese classica, com selegcdo para
crescimento em celulose sob condigbes de repressao catabdlica. Um dos
principais marcos moleculares dessa linhagem € a mutagao no gene cre1, que

codifica o repressor de catabolito por carbono (CRE1). Em RUT-C30, esse gene
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encontra-se truncado, resultando em desrepressao parcial do sistema celulolitico
€ maior expressao de genes codificadores de celulases mesmo na presenca de
fontes de carbono facilmente assimilaveis. Entretanto, analises gendémicas
posteriores demonstraram que as alteragées na RUT-C30 nao se restringem a
mutagdo em cre1. O estudo de Seidl et al. (2008) revelou que essa linhagem
apresenta uma delecgao de aproximadamente 85 kb no genoma, correspondente

a perda de 29 genes originalmente presentes na cepa QM6a.

Além do uso em monocultivo, T. reesei RUT-C30 é amplamente explorado
em estudos de cocultivo, dada sua importancia biotecnologica na degradagao de
biomassa lignocelulésica (STRAKOWSKA et al., 2014). Outro representante
notavel dos ascomicetos € Aspergillus niger, reconhecido pela producédo de
enzimas hidroliticas que atuam sobre substratos lignocelulésicos, com destaque
para sua elevada atividade de [B-glicosidase enzima essencial para a conversao
de oligossacarideos em glicose fermentescivel (LYND et al., 2002; SPERANDIO
& FILHO, 2019).

No Filo Basidiomycota, fungos do género Pleurotus, como P. ostreatus, P.
eryngii e P. pulmonarius, destacam-se pela capacidade de degradagéao de lignina
por meio da agdo de enzimas oxidativas, incluindo lacases, manganés
peroxidases (MnP) e peroxidases versateis (VP). Embora a lignina nao seja
utilizada como fonte primaria de carbono, sua remogédo é estratégica para
permitir o acesso aos polissacarideos estruturais, como celulose e hemicelulose.
Espécies de Pleurotus demonstram elevada eficiéncia na degradacédo de
diversos residuos lignocelulésicos, com potencial para remover mais de 70% da
lignina de efluentes industriais e produzir enzimas de interesse biotecnoldgico,
cuja atividade é influenciada por variaveis como o tipo de substrato, pH e tempo
de incubacao (MAURYA et al., 2015; ATILA, 2017; SEKAN et al., 2019).

Dentre essas espécies, P. citrinopileatus, conhecido como cogumelo-
ostra-dourado, é um basidiomiceto lignocelulolitico decompositor de madeira. No
contexto desta dissertagdo, seu interesse reside na capacidade do género
Pleurotus de secretar oxidoredutases e outras enzimas associadas a
degradacdo de substratos lignoceluldsicos, especialmente componentes da
matriz lignificada e fragbes acessorias da parede celular. Estudos com Pleurotus
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ostreatus demonstram que o crescimento em substratos lenhosos e néo
lenhosos induz fortemente oxidoredutases no secretoma, reforcando a
relevancia funcional desse grupo na desconstrugdo da biomassa vegetal e sua
potencial complementaridade com sistemas celuloliticos de ascomicetos como
T. reesei (FERNANDEZ-FUEYO et al., 2016; INCI & MEHMET, 2023).

A partir de biomassa lignoceluldsica diversificada. Cada grupo contribui
para diferentes etapas do processo, desde a degradagdo de carboidratos
complexos até a fermentagdo de agucares em biocombustiveis, destacando a
importancia das interacbes microbianas e capacidades metabdlicas na
otimizacao da producéo de biocombustiveis (ADEGBOYE et al., 2021; BENATTI
& POLIZELLI, 2023).

2.5 Cocultivo fungico como estratégia para degradacao
de biomassa

Na natureza, microrganismos estabelecem uma ampla gama de
interagbes complexas que influenciam diretamente o crescimento, o
desenvolvimento, a expressao génica e a produgdo de metabdlitos. A
intensidade desses efeitos varia de acordo com o grau de contato fisico e a
compatibilidade entre os organismos envolvidos (ZHANG et al., 2023). Mesmo
em condi¢gbes laboratoriais em que todos os nutrientes necessarios sao
fornecidos, a auséncia de interagbes bioldgicas entre microrganismos pode
comprometer significativamente o desempenho metabdlico otimizado (LIU et al.,
2023; SELEGATO & CASTRO, 2023).

Em ecossistemas naturais, a decomposi¢cao da biomassa lignocelulésica
ocorre por meio de sucessao ecoldgica, envolvendo multiplos organismos que
atuam de forma complementar. Interagbes de competicdo, antagonismo e
mutualismo modulam a expresséo de enzimas degradativas e podem induzir vias
metabdlicas que permanecem silenciosas em monocultivo (GUO et al., 2024).
Nesse contexto, a diversidade microbiana contribui para a estabilidade funcional

dos ecossistemas e para a eficiéncia da ciclagem de carbono (FIERER, 2017).

No caso dos fungos filamentosos, embora espécies individuais possam
apresentar elevado potencial secretorio, a expressao de determinadas CAZymes
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e enzimas oxidativas ¢é frequentemente modulada por interagdes
interespecificas. Em sistemas de monocultivo, a auséncia de interagdes
bioldgicas pode limitar a expresséo de enzimas especificas. Por isso, o estudo
de relagcbes competitivas ou cooperativas em cocultivo tem sido explorado como
estratégia para identificar combinagdes microbianas capazes de ampliar o
repertério enzimatico e favorecer a obtencado de atividades mais adequadas a
diferentes bioprocessos lignoceluloliticos (THUAN et al., 2022; LUO et al., 2020).
Estudos recentes indicam que o cocultivo pode alterar o perfil de proteinas e
enzimas secretadas pelos fungos, resultando em conjuntos enzimaticos mais
diversificados e potencialmente complementares do ponto de vista funcional
(VIEIRA et al., 2025).

Além da complementaridade enzimatica, interagbes fungicas podem
promover a especializagdo funcional, na qual cada organismo contribui com
atividades distintas em um sistema cooperativo, otimizando a degradacao de
substratos complexos. Essa dinamica favorece o desenvolvimento de consércios
enzimaticos mais eficientes, capazes de mimetizar processos naturais de

decomposigéao.

O cocultivo fungico pode ser definido como o cultivo simultdneo de duas
ou mais espécies sob condi¢gdes controladas, com o objetivo de explorar
interagdes ecoldgicas e potenciais sinergias metabdlicas (SPERANDIO; FILHO,
2019). Em aplicagdes biotecnoldgicas, essa estratégia tem sido empregada para
ampliar a diversidade de CAZymes secretadas e melhorar a conversdo de

biomassa lignocelulésica.

Ensaios experimentais demonstram que cocultivos envolvendo o
ascomiceto T. reesei frequentemente resultam em aumento da atividade
celulolitica quando combinados com espécies capazes de complementar
deficiéncias especificas, como a limitada produgao de B-glicosidases (DUFF et
al., 1987; AHAMED; VERMETTE, 2008; KOLASA et al., 2014). Estudos mais
recentes indicam que combinagdes como T. reesei RUT-C30 e Aspergillus
brasiliensis podem modular o perfil de CAZymes e alterar o desempenho da

sacarificagdo de residuos lignoceluldsicos, incluindo o bagaco de cana-de-
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agucar de maneira dependente do delineamento experimental e da estratégia de
inoculagao (SPERANDIO et al., 2024).

Além das interagdes entre ascomicetos, cocultivos com basidiomicetos de
podriddo branca tém atraido a atencdo devido a sua elevada capacidade
ligninolitica. Enquanto ascomicetos s&o particularmente eficientes na
degradagao da holocelulose, basidiomicetos apresentam maior eficiéncia na
degradacao da lignina por meio da secre¢cdo de enzimas oxidativas, como
lacases e peroxidases de classe |l. A combinagdo desses grupos pode resultar
em sistemas multienzimaticos mais completos e robustos, com potencial para

melhorar simultaneamente a hidrdlise da celulose e a remogéao da lignina.

A aplicacao de sistemas de cocultivo em biorrefinarias apresenta potencial para
reduzir custos operacionais e aumentar a viabilidade econémica da conversao
enzimatica, ao favorecer a produgcdo do conjunto enzimatico diretamente no
préprio sistema de cultivo, sem necessidade de formulagao prévia de coquetéis
separados (VIEIRA et al., 2025), a Figura 2 apresenta um resumo esquematico
das aplicagbes de cocultivos envolvendo Ascomycota e Basidiomycota em

processos de biorrefinaria

Apesar do potencial biotecnoldgico do cocultivo fungico, seus efeitos nao
sao universais nem necessariamente resultam em aumento global do
desempenho enzimatico. A resposta do sistema depende da combinagao dos
parceiros, da ordem e do intervalo de inoculagéo, do substrato empregado e do
nicho metabdlico explorado, podendo resultar em antagonismo,
complementaridade parcial ou modulacdo restrita a atividades especificas
(SPERANDIO et al., 2024; FANG et al.,, 2024). Essa natureza contexto-
dependente é particularmente importante para a interpretacédo de resultados em

sistemas lignoceluloliticos.
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Improving biological pre-treatment
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Figura 2 Representacédo esquematica das aplicagbes de sistemas de cocultivo fungico em biorrefinarias,
destacando a complementaridade funcional entre Ascomycota (degradacdo da holocelulose) e
Basidiomycota (degradagao da lignina). Vieira et al. (2025)

Embora os avancos cientificos nessa area sejam significativos, os
mecanismos moleculares que regulam as interagdes entre fungos em cocultivo
ainda ndo sdo completamente compreendidos. Evidéncias sugerem que o0s
fungos se comunicam por meio de metabdlitos sinalizadores e modificagées do

microambiente, estabelecendo relagdes dindmicas de competi¢cao e cooperacgao.
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Para investigar tais mecanismos, tém sido empregadas abordagens
experimentais como adi¢ao de compostos indutores da expressao enzimatica,
analises multibmicas e técnicas de engenharia genética, com o objetivo de
identificar fatores regulatorios associados a secre¢ao de enzimas e a interagao
entre os organismos (YAO et al., 2016; YU et al., 2021).

2.6 Caracterizacao proteémica de secretomas fungicos
em condi¢oes de degradacao lignocelulésica

O secretoma, conjunto de proteinas exportadas para o meio extracelular,
€ altamente dindmico e sensivel as condigcbes ambientais. Em fungos
filamentosos, constitui um sistema enzimatico altamente especializado, atuando
como uma biofabrica natural de biocatalisadores com elevada especificidade e
eficiéncia catalitica, amplamente explorado em aplicacdes industriais devido a
sua relagao custo-beneficio (BOUWS et al., 2008; ALFARO et al., 2014; DI
COLOGNA et al., 2018). Abordagens protedmicas tém sido fundamentais para a
caracterizagcao funcional desses secretomas, permitindo a identificagcdo de
enzimas-chave, o mapeamento de vias regulatérias e a compreensdo de
mecanismos de interacado interespecifica. Estudos aplicando LC-MS/MS ao
secretoma de T. reesei demonstraram que a composicdo enzimatica varia
significativamente em fungdo do substrato, com modulagdo diferencial de
celobiohidrolases, endoglucanases e LPMOs sob crescimento em celulose ou
biomassa complexa (ADAV et al., 2012; RIBEIRO et al.,, 2012), De modo
semelhante, analises protebmicas de basidiomicetos ligninoliticos, como
Pleurotus ostreatus e Phanerochaete chrysosporium, revelaram secregao
coordenada de lacases, manganés peroxidases e enzimas auxiliares do grupo
AA, evidenciando a organizagdo funcional do sistema oxidativo envolvido na
degradacdo da lignina (ALFARO et al., 2016; HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2012).
Esses estudos consolidaram a secretdmica fungica como subarea da
biotecnologia voltada a analise sistematica das proteinas secretadas e dos
sistemas celulares de secregao envolvidos na degradacdo de biomassa
lignocelulésica (GONZALEZ-FERNANDEZ; JORRIN-NOVO, 2013).

A preparacdo de amostras proteicas do secretoma fungico é

frequentemente dificultada pela presenca de interferentes, como
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polissacarideos, acidos humicos e compostos fendlicos, que comprometem a
eficiéncia da extragdo e a acuracia da quantificagcdo espectrofotométrica. Para
contornar essas limitagdes, empregam-se estratégias como centrifugagdo em
alta rotacao, precipitagdo com TCA/acetona ou etanol frio, filtragao por excluséo
molecular, didlise e liofilizacdo. A escolha do protocolo deve ser compativel com
a aplicagcao analitica subsequente, como a espectrometria de massas ou os
ensaios funcionais, priorizando a preservagao das caracteristicas a serem
analisadas (BIANCO & PERROTTA, 2015).

A analise do secretoma fungico tem sido amplamente realizada por meio
da espectrometria de massas (MS), uma técnica de alta resolugdo que permite
a identificacdo e a caracterizagdo de proteinas em matrizes biologicas
complexas. Essa abordagem consolidou-se como ferramenta essencial na
investigacédo de enzimas e metabdlitos com potencial biotecnolégico. Dentre as
estratégias aplicadas, destacam-se duas metodologias principais: a abordagem
Top-Down, que permite a anadlise direta de proteinas intactas, fornecendo
informacdes sobre massa molecular, isoformas e modificagdes pds-traducionais
(CATHERMAN et al.,, 2014); e a abordagem Bottom-Up, atualmente a mais
empregada nos estudos de secretoma fungico, que utiliza digestao proteolitica
prévia para posterior identificacdo de peptideos, oferecendo elevada
sensibilidade e escalabilidade (FILIATRAULT et al., 2021).

O uso de ferramentas bioinformaticas é necessario para a caracterizagao
funcional do secretoma, permitindo a analise de proteinas secretadas, a
anotacao funcional e a reconstrucao de redes metabdlicas. Avangos recentes em
algoritmos de machine learning e a expansao de bancos de dados
especializados tém contribuido significativamente para o aumento da acuracia e
profundidade dessas analises (GRAHAM et al., 2018; SHANKAR et al., 2019).

A analise protebmica aplicada a cocultivos fungicos constitui uma
abordagem robusta para investigar, de forma integrada, as dinamicas
genotipicas e fenotipicas das comunidades microbianas envolvidas na
degradagao da lignocelulose. Embora métodos classicos de analise enzimatica
fornegcam informagdes relevantes, seu alcance é limitado diante da

complexidade das interacdes intra- e interespecificas nesses sistemas. Assim, a
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compreensao aprofundada das enzimas lignoceluloliticas e de sua regulagdo em
cocultivos ainda permanece incipiente (ADAV et al., 2012; VIEIRA et al., 2025).
O cocultivo de fungos com potencial ligninolitico e celulolitico representa uma
estratégia eficaz para otimizar a desconstrugéo da biomassa, além de possibilitar
a exploragédo de sinergias metabdlicas e a descoberta de novas proteinas por
meio da analise do secretoma. Em desenhos comparativos, essa abordagem
permite identificar alteragdes relativas na composicao proteica entre condigdes
experimentais, fornecendo subsidios para a compreensao de como o perfil

enzimatico responde ao contexto de cultivo (GUO et al., 2018).

A espectrometria de massas aplicada a analise de interagbes proteina-
proteina (PPI) no secretoma apresenta potencial para elucidar mecanismos de
cooperagdo ou competicdo entre fungos em cocultivo, destacando vias
regulatorias associadas a simbiose ou ao antagonismo (MENG et al., 2020;
FANG et al.,, 2024). A integracdo de dados protedbmicos com analises
transcriptdbmicas, por meio de ferramentas bioinformaticas, configura uma
abordagem robusta para investigar a regulagcdo génica, considerando fatores
como elementos regulatorios, estrutura do mRNA, estabilidade dos transcritos e
dinamica proteica (HAIDER & PAL, 2013; PERCO et al., 2010). Essa abordagem
integrativa é critica para identificar enzimas-chave, como hemicelulases, e
aprimorar a anotagao funcional de genes de enzimas CAZy em fungos
lignoceluloliticos (GUPTA et al., 2016; LI et al., 2022).

Diferentes alcances analiticos dentro da protedmica de secretomas.
Estudos descritivos permitem identificar quais proteinas, enzimas ou classes
funcionais foram detectadas em determinada condigdo; estudos comparativos
oferecem base para discutir variagdes relativas entre tratamentos; e abordagens
integradas com transcriptdmica, metabolémica ou outras camadas de dados
possibilitam interpretacbes mecanisticas mais robustas sobre regulacdo e
interacdo biolégica (FANG et al., 2024). Assim, o tipo de inferéncia obtida
depende diretamente do delineamento experimental e da profundidade analitica

empregada.

Um estudo recente conduzido por Sperandio et al. (2024) investigou o

cocultivo de A. brasiliensis e T. reesei RUT-C30 em bagacgo de cana-de-acgucar,
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identificando 167 proteinas, cuja distribuicdo entre as espécies variou conforme
a estratégia de inoculagéo. Os resultados evidenciam o impacto do delineamento
experimental na composicdo do secretoma e na produgcdo enzimatica em
sistemas de cocultivo. Nesse contexto, a abordagem protedmica destaca-se
como ferramenta central para elucidar os mecanismos moleculares que regulam
a secregcao de enzimas, aprofundando a compreensdo das respostas

adaptativas e do potencial biotecnolégico de consércios fungicos.

2.7 Moduladores experimentais do desempenho
enzimatico em cultivos fungicos

A eficiéncia da degradacdo de biomassa lignoceluldsica por culturas
fungicas pode ser significativamente aumentada com o uso de elementos
externos, adicionados a cultura, como surfactantes, sais inorganicos, agentes
redutores e proteinas acessorias, que alteram propriedades estruturais do
substrato e otimizam o microambiente enzimatico, favorecendo a hidrélise
(VASIC et al., 2021; SAINI et al., 2022). Surfactantes, como o Triton X-100,
reduzem a tensao superficial, promovem a liberagdo de enzimas adsorvidas e
aumentam a acessibilidade da biomassa (FANG et al., 2013; BENOCCI et al.,
2017). Agentes redutores, como DTT e B-mercaptoetanol, rompem pontes
dissulfeto, conferindo flexibilidade estrutural as enzimas hidroliticas e
melhorando sua interacdo com substratos recalcitrantes (BANIK et al., 2013;
AGRAWA et al., 2021). Sais inorganicos, como CaCl,, MgSO, e MnCl,, atuam
como cofatores cataliticos e estabilizadores estruturais, prevenindo
desnaturagao enzimatica e, em alguns casos, regulando a expressao de genes
lignoceluloliticos (CHEN et al., 2016; CHEN et al., 2021; LI et al., 2021). Além
disso, proteinas acessorias, como hidrofobinas, LPMOs, CBMs e expansinas,
atuam sinergicamente com enzimas hidroliticas, promovendo alteragdes na
parede celular e elevando a eficiéncia catalitica (BROWN et al., 2016; OSTBY et
al., 2020). Em conjunto, esses moduladores experimentais e componentes
acessorios do sistema lignocelulolitico ampliam o acesso aos polimeros
estruturais da biomassa e podem favorecer o desempenho de cultivos fungicos

na degradacao lignoceluldsica.
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3 Justificativa

Apesar dos avangos nas tecnologias de bioenergia de segunda geragéo,
a conversao eficiente de biomassa lignocelulésica ainda representa um
obstaculo significativo a consolidagcdo de biorrefinarias economicamente
sustentaveis. A complexidade estrutural da parede celular vegetal, associada a
necessidade de atuacdo coordenada entre enzimas hidroliticas e oxidativas,
evidencia a limitacdo de sistemas baseados exclusivamente em monocultivos,
frequentemente limitados quanto a diversidade do repertorio enzimatico e a

capacidade de ajuste regulatério frente a complexidade do substrato.

Nesse cenario, torna-se pertinente investigar estratégias capazes de
ampliar o repertério funcional disponivel, aproximando as condigbes
experimentais das interagdes naturais observadas em ecossistemas
lignoceluldsicos. O cocultivo entre fungos dos filos Ascomycota e Basidiomycota
apresenta-se como uma alternativa conceitualmente promissora, considerando
a complementaridade metabdlica entre esses grupos. Enquanto ascomicetos
sao reconhecidos pela elevada producdo de celulases e hemicelulases,
basidiomicetos destacam-se pela secre¢cao de enzimas oxidativas envolvidas na
modificagdo e degradagao da lignina. A integracdo desses perfis secretérios
pode, portanto, resultar em sistemas mais completos e funcionalmente

integrados.

Entretanto, ainda sdo escassos os estudos que avaliam de forma
integrada como a interagao interespecifica em cocultivos fungicos influencia a
reorganizagao global do secretoma. Persiste, assim, uma lacuna no
entendimento de como essas interagdes afetam, em nivel sistémico, a

composic¢ao proteica e o potencial biotecnolégico do conjunto secretado.

Diante dessa necessidade, justifica-se a investigacdo de sistemas de
cocultivo fungico que permitam explorar, de forma controlada, interagdes
interespecificas com potencial para ampliar a diversidade funcional do
secretoma e revelar padroes de modulagdo enzimatica relevantes para a

desconstrucado da biomassa lignoceluldsica.
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Nesse contexto, a caracterizagao do secretoma por LC—MS/MS constitui
uma etapa essencial para compreender, em escala global, como a interagao
entre ascomicetos e basidiomicetos impacta a organizagao funcional do sistema

e pode gerar perfis proteicos de interesse biotecnologico.

A abordagem protedbmica assume, portanto, papel central nesta
dissertacao, ndo apenas como ferramenta de identificacdo de enzimas classicas
envolvidas na degradacao da biomassa, mas também como estratégia para
revelar alteragdes no repertdrio secretado, evidenciando possiveis processos de
modulagdo, complementaridade ou reorganizagdo secretdria induzidos pelo
cocultivo. Essa perspectiva permite avancar da dimensao funcional para a
molecular, contribuindo para a caracterizagao inicial do sistema modelo em nivel

protedmico global.

Dessa forma, esta dissertagao justifica-se pela necessidade de investigar,
sob uma abordagem integrada e ainda pouco explorada, os efeitos do cocultivo
entre ascomicetos e basidiomicetos sobre o perfil funcional e proteico do
secretoma, contribuindo para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
biodesconstrugcdo da biomassa lignocelulésica e oferecendo fundamentos para

futuras estratégias de otimizacao biotecnoldgica.

4 Materiais e Métodos

A presente metodologia foi estruturada de forma progressiva, abrangendo
desde a selegao e a caracterizacgao inicial das interagdes fungicas até a analise
protedbmica global do sistema modelo consolidado. Inicialmente, foram
conduzidas etapas de triagem morfoldgica e funcional em meios soélido e liquido,
seguidas da caracterizagao cinética do sistema selecionado, incluindo analises

de robustez temporal e modulagao sob diferentes condigées de pH.

Com base nos resultados funcionais, foi definido um ponto temporal
representativo para o aprofundamento analitico, incluindo ensaios de hidrélise e
a caracterizagdo do secretoma por LC-MS/MS. As etapas de preparo
protedmico, aquisicdo de dados e curadoria bioinformatica foram conduzidas
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segundo critérios padronizados, garantindo rastreabilidade, controle estatistico

e robustez na interpretagao dos resultados.

4.1 Microrganismos e condi¢oes gerais de cultivo
4.1.1 Linhagens fungicas e identificagao taxonémica

As linhagens fungicas utilizadas neste estudo pertencem a cole¢cdo do
Laboratdrio de Interacdo Planta Praga (LIPP) e do Laboratério de Enzimologia
da Universidade de Brasilia e foram previamente identificadas molecularmente
pelo grupo por sequenciamento das regides Internal Transcribed Spacer (ITS) e
Large Subunit (LSU) do rRNA, assegurando a correta atribuicdo taxonémica das
linhagens. O conjunto de microrganismos empregado no screening incluiu oito
espécies de fungos filamentosos, com perfis ecoldgicos e metabdlicos distintos
(Tabela 1).

Tabela 1: Espécies fungicas utilizadas no estudo e respectiva classificagdo taxonémica em nivel de filo.

Espécie Filo
Trichoderma reesei RUT-C30 Ascomycota
Clonostachys byssicola Ascomycota
Pleurotus ostreatus Basidiomycota
Pleurotus pulmonarius Basidiomycota
Pleurotus citrinopileatus Basidiomycota
Pleurotus djamor Basidiomycota
Lentinula edodes Basidiomycota
Bjerkandera adusta Basidiomycota

Foram utilizadas linhagens fungicas filamentosas previamente
selecionadas com base em seu potencial lignocelulolitico e em sua relevancia
biotecnolégica. O sistema experimental foi composto por isolados pertencentes
aos filos Ascomycota e Basidiomycota, incluindo espécies reconhecidas pela
producao de enzimas CAZy e enzimas oxidativas associadas a degradagao de

biomassa lignocelulésica.

Alinhagem de T. reesei RUT-C30 foi utilizada como organismo modelo de
referéncia devido ao seu historico consolidado na producdo de celulases. As

demais linhagens utilizadas como organismos parceiros foram selecionadas com
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base em evidéncias prévias de atividade ligninolitica e potencial de interacao

interespecifica.

4.1.2 Manutencgao, reativagcao e padronizagao do inéculo

As linhagens fungicas foram mantidas criopreservadas na micoteca do
laboratério em criotubos contendo discos de micélio imersos em solugcao de
glicerol a 10% (v/v), armazenados a —80 °C como estoques de trabalho. Esse
sistema de preservagédo foi adotado para manter a estabilidade genética e
fisiologica das linhagens ao longo do periodo experimental, minimizando a deriva

fenotipica associada a sucessivos repiques em meio sélido.

Para o inicio de cada etapa experimental, as linhagens foram reativadas
por meio da transferéncia asséptica de um disco criopreservado para placas de
Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA). As placas foram incubadas a
28 °C em camara de crescimento com controle de temperatura e fotoperiodo
(Q315F, Quimis®, Diadema, SP, Brasil), mantidas na auséncia de luz, até o
estabelecimento de col6nias com crescimento micelial ativo e morfologia

homogénea.

ApoOs a reativagao inicial, as culturas foram submetidas a um repique
padronizado, consistindo na transferéncia de discos miceliais de
aproximadamente 10 mm de diametro, retirados da regiao periférica da colonia,
correspondente a regido de crescimento ativo. A selegao da borda micelial visou
assegurar o uso de micélio metabolicamente ativo, com menor probabilidade de
acumulo de estruturas reprodutivas, micélio senescente ou regides submetidas

a limitagao nutricional.

Os discos transferidos foram inoculados em novas placas contendo BDA
e incubados sob as mesmas condicbes descritas anteriormente. Esse
procedimento foi adotado sistematicamente ao longo de todo o projeto,
garantindo uniformidade na preparagao do indculo e reduzindo variabilidade

experimental associada ao estado fisiolégico do micélio.

As placas de monocultivo obtidas apds repique foram utilizadas como
fonte primaria de indéculo para os ensaios em meio solido e liquido. A

padronizacao do diametro dos discos miceliais e da regidao de estabeleceu um
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critério operacional uniforme de inoculagao entre experimentos e tratamentos,

favorecendo a comparabilidade entre monocultivos e cocultivos.

4.1.3 Meio de cultura padrao e condigdoes experimentais
gerais

Os cultivos em meio liquido foram conduzidos conforme metodologia

descrita por Sperandio et al. (2024), utilizando bagaco de cana-de-agucar (BCA)

como fonte de carbono padrao e indutor lignocelulésico. O BCA foi previamente

seco, moido e peneirado para padronizagdo granulométrica, garantindo maior

homogeneidade entre os ensaios e uniformidade na disponibilidade superficial

do substrato.

Nao foi realizado qualquer pré-tratamento fisico-quimico adicional (como
explosao a vapor, hidrolise alcalina ou acida), de modo a preservar a integridade
estrutural da biomassa lignoceluldsica. Essa decisdo metodologica teve como
objetivo reproduzir condi¢gdes mais proximas das encontradas em ambientes
naturais, nas quais residuos vegetais s&o disponibilizados a microbiota
decompositora sem etapas industriais de processamento. Dessa forma, buscou-
se avaliar o potencial enzimatico dos organismos frente a um substrato
estruturalmente integro e recalcitrante, representativo de cenarios ecoldgicos

reais de decomposicgao.

O meio liquido suplementar empregado para produgdo enzimatica
consistiu, por litro, de KH,PO, (7,0 g), K;HPO, (2,0 g), MgSO,-7H,0O (0,5 g),
(NH,).S0O, (1,0 g) e extrato de levedura (0,6 g). O BCA foi adicionado como unica
fonte de carbono, na concentragao final de 1% (m/v). A composigdo mineral do
meio foi formulada para fornecer suporte nutricional basico, mantendo limitacao
controlada de carbono soluvel e favorecendo a indugcdo de enzimas

extracelulares envolvidas na degradagao de polimeros estruturais.

Aliquotas foram distribuidas em frascos Erlenmeyer adequados a
condicdo experimental, garantindo relagdo volume/area adequada para
transferéncia de oxigénio sob agitacao orbital. Os frascos foram esterilizados em
autoclave a 121 °C por 20 minutos e resfriados a temperatura ambiente antes da

inoculacao.
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Esse sistema foi definido como “meio suplementar + BCA padrao” e
constituiu a base experimental para os ensaios de screening funcional, a

caracterizagao cinética e os experimentos de modulagao de pH.

4.2 Screening de interagoes fungicas em meio sélido

O screening das interagbes fungicas foi conduzido em trés etapas
complementares: (i) caracterizagao morfolégica dos monocultivos, (ii) ensaios de
confrontagdo em cocultivo em meio sélido e (iii) classificagdo qualitativa dos

padroes de interagdo com base em critérios morfo-espaciais padronizados.
Caracterizagao morfolégica dos monocultivos

Antes dos ensaios de confrontagao, todas as linhagens foram cultivadas
individualmente em placas de Petri (90 mm de didmetro) contendo o meio BDA.
Discos miceliais de 10 mm de didametro, obtidos da borda de colonias

fisiologicamente ativas (Sec¢ao 4.1.2), foram inoculados no centro das placas.

As placas foram incubadas a 28 °C em cédmara de crescimento, na
auséncia de luz, por até 7 dias. Durante o periodo de incubacdo, foram
registradas caracteristicas morfolégicas, incluindo a taxa de expanséao radial, a
densidade micelial, a formagao de zonas concéntricas, a produ¢cao de micélio
aéreo, a pigmentacao e o padrao de crescimento superficial. Essa etapa permitiu
estabelecer o padrao morfolégico basal de cada isolado, que foi posteriormente
utilizado como referéncia comparativa para a interpretacdo das alteracdes

observadas nos ensaios de cocultivo.
Ensaios de confrontagao em cocultivo

Os ensaios de interagao interespecifica foram realizados por meio da
inoculagao simultdnea de dois organismos em placas contendo BDA. Discos
miceliais de 10 mm de diametro, provenientes de monocultivos fisiologicamente
ativos, foram posicionados nas extremidades opostas da placa, mantendo-se
uma distancia padronizada de 4 cm entre os pontos de inoculagdo. Foram
avaliadas combinagbes envolvendo interagbes ascomiceto—ascomiceto e
ascomiceto—basidiomiceto, cada uma conduzida em trés réplicas

independentes. As placas foram incubadas a 28 °C, na auséncia de luz, e
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monitoradas diariamente. No sétimo dia de cultivo, foi realizado registro
fotografico padronizado para analise comparativa dos padroes de crescimento.
A avaliagcao concentrou-se em parametros morfoespaciais, incluindo a dindmica
de expansao radial relativa de cada organismo, a formag&o de zona de contato
(interface micelial), a presenga de faixa delimitadora ou halo de excluséo, a
ocorréncia de sobreposicao hifal (interpenetragao superficial) e a modulagéo
estrutural na regido de contato, evidenciada por alteragbes na densidade,

organizagao ou padrao zonado do micélio.
Critérios de classificagcao das interagoes

A classificacdo qualitativa das interagdes foi realizada com base na
andlise integrada dos parametros morfologicos previamente descritos. Foi
considerada predominancia radial quando uma das linhagens apresentou
ocupacgao visual predominante da placa ao final do periodo de incubacgao e
manteve avango continuo em dire¢do a interface de contato. Foi considerada
zona de contato delimitada quando as colbnias cresceram até a regido de
encontro e mantiveram uma faixa visivel de separacdo ou interrupcdo do
crescimento, sem sobreposicdo evidente na interface. Foi considerada
interpenetracao hifal quando, apds o encontro entre as colénias, observou-se
crescimento visivel de uma ou de ambas as linhagens para além da linha inicial
de contato, com sobreposigcao parcial da area ocupada pela col6nia oposta. Foi
considerada modulagéo estrutural local a presenga de alteragbes morfologicas
restritas a regido de interface, como mudancga de densidade micelial, formacao
de borda compactada, alteragcéo de coloragdo ou reorganizagdo do padréao de

crescimento em comparagao ao monocultivo.

Com base nesses critérios, as interagdes foram classificadas como
competitivas com dominancia, quando uma das linhagens apresentou avanco
consistente e ocupagao predominante da placa; competitivas com coexisténcia,
quando ambas mantiveram crescimento ativo até a interface, sem sobreposicao
ampla e sem exclusao evidente; e competitivas com repressao, quando uma das
linhagens apresentou crescimento nitidamente restringido apdés o contato.
Quando pertinente, a dominancia observada foi atribuida a linhagem

predominante.
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4.3 Estabelecimento de condi¢coes padrao de cultivo e
analises funcionais

Neste trabalho, o termo secretoma designa o conjunto de proteinas
extracelulares secretadas pelos fungos no meio de cultivo sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. Esse conceito refere-se a fracdo biologica de
interesse, que representa o repertorio proteico exportado para o ambiente

extracelular durante o crescimento em monocultivo ou cocultivo.

Do ponto de vista operacional, o material analisado corresponde ao
sobrenadante do cultivo, apés etapas de filtracdo e centrifugagao para remogéo
do micélio e das particulas solidas, denominado extrato bruto (EB). O EB contém
0 secretoma propriamente dito, além de outros componentes soluveis do meio,

como sais, agucares residuais e metabalitos de baixo peso molecular.

Ao longo do texto, o termo secretoma sera empregado quando a énfase
recair sobre a fragdo biolégica de proteinas extracelulares, enquanto EB sera
empregado para se referir a amostra, tal como manipulada experimentalmente,

nas etapas de processamento, concentragao e preparo para analise.

As combinacdes fungicas que apresentaram crescimento coexistente em
meio sélido foram avaliadas funcionalmente em meio suplementar + BCA
padrao, por meio da quantificagdo das atividades enzimaticas extracelulares. O
objetivo dessa etapa foi determinar se a interagao interespecifica promovia
modulagdo do perfil funcional do EB, refletida em alteragbes nas atividades

enzimaticas extracelulares em relagao aos respectivos monocultivos.

4.3.1 Estabelecimento dos cultivos em meio liquido

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de meio suplementar acrescido de BCA padrdo como fonte de carbono
e indutor lignocelulésico. O BCA foi previamente preparado e adicionado em
concentragado padronizada, assegurando disponibilidade uniforme de substrato
entre os tratamentos. Os sistemas experimentais incluiram o cocultivo entre os
dois organismos selecionados e o monocultivo de cada organismo, conduzidos
sob condi¢des idénticas e utilizados como controle experimental. Nos cocultivos,

cada frasco foi inoculado com dois discos miceliais de cada organismo,
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totalizando quatro discos por frasco. Nos monocultivos, foram inoculados dois
discos miceliais do respectivo organismo. A proporgao inicial de biomassa foi
padronizada para um disco micelial de 10 mm de diametro por organismo, em
50 mL de meio suplementar (1:50), estabelecendo um critério operacional
uniforme de inoculagédo e favorecendo a comparabilidade entre monocultivos e

cocultivos.

Os frascos foram incubados a 28 °C sob agitag&o orbital constante de 150
rom em incubadora shaker (ACB Labor, SP, Brasil), de acordo com o

delineamento do experimento especifico (7,9,15 dias).
Coleta do extrato bruto (EB)

Ao final do periodo de cultivo, aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram
coletadas em microtubos de 2 mL e definidas como extrato bruto (EB), contendo

as enzimas extracelulares secretadas.

As amostras foram centrifugadas em microcentrifuga de bancada (5425,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 5000 x g para remogao de material micelial
residual e de particulas do meio. A fragao liquida foi transferida para microtubos

de 2 mL e armazenada a —20 °C até a realizagao dos ensaios enzimaticos.

Nenhuma etapa de concentragao ou purificagao foi realizada nesta fase,

preservando o carater exploratério da screening funcional.

4.3.2 Caracterizagado funcional das interagoes selecionadas
por ensaios de atividade enzimatica

As combinagdes fungicas selecionadas na etapa de screening funcional

foram submetidas a caracterizagao cinética da produgao enzimatica ao longo do

periodo experimental definido para cada ensaio (9 ou 15 dias, conforme descrito

nos respectivos delineamentos).

Os cultivos foram estabelecidos conforme descrito anteriormente,
mantendo-se as mesmas condi¢des de volume, composicdo do meio, propor¢ao
do inoculante e parametros de incubacdo. Durante o periodo experimental,

aliquotas de 1 mL do extrato bruto (EB) foram coletadas a intervalos regulares
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(24 h), centrifugadas para remogé&o de biomassa residual e armazenadas a —-20

°C até a realizagao das analises subsequentes.

A caracterizagdo funcional incluiu a quantificagdo de um conjunto
ampliado de enzimas extracelulares, permitindo avaliagdo integrada do perfil
secretério sob condigdes de monocultivo e cocultivo. Foram avaliadas as
enzimas listadas na Tabela 2, que apresenta as classes funcionais, os substratos

empregados e os meétodos analiticos correspondentes.

Tabela 2: Enzimas extracelulares avaliadas, respectivos substratos e métodos analiticos utilizados no
estudo. As atividades hidroliticas sobre substratos naturais foram determinadas pelo método DNS; as
enzimas sobre substratos sintéticos foram quantificadas pela liberagdo de p-nitrofenol; as enzimas
oxidativas foram avaliadas por ensaios cromogénicos especificos; e a atividade proteolitica foi determinada
pela hidrélise de azocaseina. A atividade FPase foi empregada como medida integrativa da capacidade
celulolitica total.

Classe Método

. Enzima Substrato oy Referéncia

funcional analitico

CMCase Carboximetilcelulose (CMC) DNS

0,

(endoglucanase) 2%
Enzimas Xilanase Xilana de aveia 1% DNS Miller (1959)
hidroliticas 0

Mananase Galactomanana 1% DNS
substratos ) ) o .
naturais Pectinase Pectina citrica 1% DNS

FPase (atividade Miller (1959);

Papel filtro Whatman n° 1 DNS

em papel filtro) Ghose (1987)

Enzimas B-glicosidase p-nitrofenil-B-D- Liberagado de
hidroliticas glicopiranosideo (pNPG) pNP
substratos VYggg & Bhat
sintéticos B-xilosidase p-nitrofenil-3-D- Liberacao de ( )
cromogénicos xilopiranosideo (pNPX) pNP
Oxidagao Hirakawa et
Lacase ABTS cromogénica al. (2023)
Enzimas
oxidativas Oxidacio Glenn et al.
Manganés- v ¢ (1986);
: ermelho de fenol dependente o
peroxidase (MnP) de Mnz* Wariishi et al.
(1992)
Enzima Hidrélise

Proteases Azocaseina 0,5% Kunitz (1947)

proteolitica cromogénica

A inclusdo simultanea de enzimas hidroliticas, oxidativas e proteoliticas
permitiu uma caracterizacao funcional ampliada do EB, abrangendo tanto a
capacidade de degradacgao de polissacarideos estruturais quanto a modulagao

oxidativa e o potencial de remodelamento proteico do ambiente extracelular.
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4.3.3 Ensaios de atividade enzimatica

Todos o0s ensaios enzimaticos foram conduzidos segundo protocolo
padronizado de montagem reacional, incubacgao controlada, interrupgéo quimica
e leitura espectrofotométrica, garantindo reprodutibilidade e comparabilidade

entre experimentos.
Ensaios baseados em DNS

As atividades de CMCase, xilanase, mananase e pectinase foram
determinadas pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), conforme descrito
por Miller (1959), utilizando-se substratos naturais especificos para cada enzima.
Foram empregados carboximetilcelulose (CMC) a 2% (m/v), xilana de aveia a
1% (m/v), galactomanana de alfarroba a 1% (m/v) e pectina citrica a 1% (m/v),
todos preparados em tampéo acetato de sédio pH 5,0. Os reagentes utilizados
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Montagem das reagdes

As reacbes foram conduzidas em microplacas de PCR de 0,2 mL
(MicroAmp® 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, EUA), contendo 20 uL
de substrato e 20 pL de extrato bruto enzimatico. Foram incluidos dois controles
experimentais: o branco de extrato bruto (EB + tamp&o) e o branco de substrato
(substrato + tampéo). As placas foram incubadas a 50 °C por 30 minutos em
termociclador (T100™, Bio-Rad, EUA). A reacéo foi interrompida pela adicao de
120 pL de reagente DNS, seguida de incubagdo a 97 °C por 10 minutos para
desenvolvimento da coloragao.Apos resfriamento, 60 uL de cada reacao foram
transferidos para placas de leitura e diluidos com 60 uL de agua destilada. A
absorbancia foi determinada a 540 nm em espectrofotdbmetro de microplacas
(SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). Os valores foram registrados

para posterior tratamento computacional conforme Sec¢ao 4.4.2
Curvas de calibragao de agucares

A quantificagdo dos acucares redutores foi realizada por meio de curvas
padrao especificas para cada substrato, utilizando glicose para CMC, xilose para

xilana, manose para galactomanana e acido galacturdnico para pectina.
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Solugbes padrédo na faixa de 2 a 20 pyg por reagcdo foram preparadas e
processadas sob as mesmas condigdes experimentais empregadas nas reagdes
com DNS. As leituras de absorbancia foram realizadas a 540 nm no mesmo

equipamento utilizado para os ensaios enzimaticos.

Os coeficientes angulares e interceptos das curvas foram utilizados para

conversao da absorbancia em concentragéo de produto (Secao 4.4.2).

A atividade FPase foi determinada como medida integrativa da
capacidade celulolitica total, utilizando tiras padronizadas de papel filtro como
substrato insoluvel. As reacdes foram conduzidas em tampao acetato de sédio
pH 5,0, contendo extrato bruto e o substrato insoluvel, sob incubagao controlada
a 50 °C por tempo previamente definido. Ao final da incubacéao, a quantificagéo
dos acucares redutores liberados foi realizada pelo método DNS, com leitura
espectrofotométrica a 540 nm, conforme descrito por Miller (1959) e Ghose
(1987).

Ensaios com substratos sintéticos (Wood & Bhat, 1988)

As atividades de B-glicosidase e de B-xilosidase foram determinadas com
os substratos p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG) e p-nitrofenil-3-D-
xilopiranosideo (pNPX), respectivamente. Cada reacgao foi composta por 5 yL de
extrato bruto enzimatico, 25 pL do substrato a 5 mM e 45 yL de tampé&o acetato
100 mM pH 5,0. Apds incubacdo a 50 °C por 30 minutos, a reacao foi
interrompida pela adigdo de 100 uL de carbonato de sddio 1 M. A absorbancia

foi determinada a 430 nm.
Enzimas oxidativas

Lacase: Determinada utilizando ABTS 0,5 mM em tampé&o acetato 0,1 M pH 4,5.
A reacao continha 20 uL de EB e 180 pL de solucdo de ABTS. A variacao de

absorbancia foi medida a 420 nm apés 5 min a 25 °C.

Manganés-peroxidase (MnP): Determinada pelo ensaio do vermelho de fenol
conforme Glenn et al. (1986) e Wariishi et al. (1992). A reacédo foi conduzida em
microtubos contendo tampao succinato, extrato bruto, vermelho de fenol, Mn?* e

H,O,, em condi¢des controladas de pH e incubacgao. Apds o tempo reacional, a
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reacao foi interrompida com NaOH 2 M, e a absorbancia foi medida a 610 nm.

Proteases

A atividade proteolitica foi determinada utilizando azocaseina a 0,5% (m/v)
em tampao acetato 50 mM, pH 6,5. Areacao foi composta por substrato e extrato
bruto enzimatico, incubada a 37 °C por 40 min e interrompida com TCA 10%.
Apods centrifugacado para remogado do material precipitado, o sobrenadante foi

alcalinizado com KOH 5 M, e a absorbéancia foi medida a 430 nm.

4.4 Procedimentos gerais para quantificagao
enzimatica e analise estatistica

As atividades enzimaticas avaliadas ao longo dos diferentes
experimentos, incluindo o screening em meio liquido, as caracteriza¢des
cinéticas de 9 e 15 dias e o0s ensaios sob variacdo de pH foram processadas
segundo um procedimento padronizado de tratamento de dados, calculo de
atividade e modelagem estatistica, aplicado de forma consistente em todas as
etapas do estudo. Os dados de absorbancia foram integralmente organizados e
analisados no ambiente estatistico R (versdo 4.5.1; R Core Team, 2025), por
meio da interface RStudio (Posit Software, Boston, MA, EUA). Para manipulagao
e organizagao dos dados foi empregado o pacote tidyverse; para modelagem
estatistica foram utilizados os pacotes Ime4 e ImerTest; para obtencao de médias
marginais estimadas e comparagdes multiplas foram utilizados emmeans e
multcomp; e analises complementares de diagnostico de modelos foram

conduzidas com o pacote car.

Para cada ensaio, os dados foram estruturados considerando o
tratamento (monocultivos e cocultivo), o fator experimental (tempo de cultivo ou
condi¢do de pH), a réplica bioldgica, a réplica técnica e, quando aplicavel, o
ensaio independente realizado em momento distinto. Essa organizagao permitiu
a rastreabilidade completa das leituras espectrofotométricas, desde a
absorbancia bruta até o valor final de atividade enzimatica. De forma a assegurar
a padronizacdo no processamento das leituras, a aplicagao consistente dos
critérios de correcao de branco e a identificacao de outliers, além do controle
explicito da variabilidade infra- e interexperimental. Tal sistematica garantiu
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comparabilidade direta entre experimentos conduzidos sob delineamentos
semelhantes em momentos distintos do trabalho, preservando a robustez

estatistica das inferéncias realizadas.

4.4.1 Correcao de branco

As leituras espectrofotométricas foram inicialmente registradas como
valores de absorbancia bruta (Absimedida,), obtidos diretamente no
comprimento de onda especifico de cada ensaio. O processamento dos dados
seguiu uma sequéncia padronizada. Os dados brutos foram organizados em
uma estrutura contendo as seguintes variaveis: tratamento (trat), fator
experimental (dia ou pH), réplica bioldgica (rep_bio), réplica técnica (rep_tec),
ensaio independente (rep_ens), quando aplicavel, e absorbancia medida
(Absimedida,). Valores ndo numéricos, caracteres residuais e virgulas decimais
foram previamente normalizados, assegurando a consisténcia e a integridade

para a analise computacional subsequente.
Corregao por branco

A correcgao de fundo foi realizada para eliminar contribui¢gdes de: meio de

cultivo; reagentes; substrato ndo convertido; interferéncias opticas do sistema.
A estratégia de correcao seguiu hierarquia operacional:
I Branco especifico da condicao experimental

Quando disponivel, utilizou-se branco correspondente ao mesmo fator

experimental (dia de cultivo ou pH):

Ab = AbSmeqiaa — Ab c
Scorr1 Smedida Sb_sub (condi\c ao)
Il Branco especifico por tratamento

Na auséncia de branco por condi¢do, utilizou-se branco correspondente

ao tratamento:

Abscorrl = Absmedida - Absb_sub (tratamento)
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lll Auséncia de branco especifico
Quando nao havia branco registrado, considerou-se:

AbScorr1 = AbSmedida

O valor obtido foi definido como absorbancia preliminar corrigida
(Abs_{corr1}).

Identificagao e tratamento de outliers técnicos

A identificagdo de valores extremos foi realizada inicialmente entre

réplicas técnicas pertencentes ao mesmo conjunto:
(tratamento x fator experimental x ensaio x réplica bioldgica)

Foi aplicado o critério do intervalo interquartil (IQR), sendo considerado

outlier extremo qualquer valor que satisfizesse:
AbS.prr < Q1 —1,5 X IQR
ou

AbS,orr > 03 4+ 1,5 X IQR

onde: Foram considerados os seguintes parametros estatisticos para
identificacdo de dispersao: Q1, correspondente ao primeiro quartil; Q3,
correspondente ao terceiro quartil; e IQR, definido como a diferenga entre Q3 e
Q1 (IQR =Q3 - Q1).

Os valores classificados como extremos n&o foram removidos do conjunto
de dados; em vez disso, foram substituidos pela média das demais réplicas

técnicas do grupo correspondente:
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Abstec_corr = Abscorrl (ndo extremos)

Essa abordagem permitiu preservar a estrutura experimental, evitando

perda arbitraria de réplicas bioldgicas completas.
Consolidagao técnica para réplica biolégica

Apos o tratamento de outliers técnicos, foi calculada a média das réplicas

técnicas para obtencao da absorbancia média por réplica biologica:

ZAbSCEC_COTT

Ntécnicas

Absbio =

Identificagao de outliers biolégicos

Em experimentos com multiplas réplicas bioldégicas ou ensaios

independentes, foi aplicado novamente o critério IQR dentro de cada grupo:

(tratamento x fator experimental x ensaio independente)

Absorbancia final corrigida

O valor consolidado apds as etapas de corregao de branco, tratamento de
outliers técnicos, consolidacao bioldgica e tratamento de outliers biolégicos foi
definido como Abs _final. Esse valor foi utilizado como entrada nas equacdes de

conversao para atividade enzimatica, conforme descrito na segao 4.4.2.

Tratamento de valores negativos

Valores negativos de absorbancia final podem ocorrer quando a leitura
experimental € inferior ao branco correspondente. Esses valores foram mantidos
durante a etapa de controle de qualidade, mas foram truncados para zero na

etapa de calculo da atividade:
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tividad { 0, se Absfinal <0
atolaaade =
f(Abeinal)' se Absfinal >0

Essa abordagem garante coeréncia fisico-quimica, uma vez que atividade

enzimatica negativa ndo possui significado experimental.

4.4.2 Conversao de absorbancia em atividade enzimatica

Apobs correcao de branco, obteve-se a absorbancia corrigida AAbs(ou AA,
conforme o ensaio). De modo geral, a quantificacdo do produto formado foi
realizada por curva padrédo (DNS e pNP) ou por Lei de Beer—Lambert
(ABTS/enzimas oxidativas), seguida de normalizagéo pelo tempo de incubagao
(t)e pelo volume de extrato enzimatico adicionado (V;,,). As atividades foram
expressas como UmL !sendo 1 U definida como a formag&o de 1 umol de

produto por minuto sob as condi¢gdes do ensaio.
Ensaios baseados em DNS

A partir da curva de calibragado do agucar padrao (glicose / xilose / manose

/ acido galacturénico), a concentragao de agucares redutores foi obtida por:

AAbs — b
Cmg/mL = T (Eq. 1)

em que aé o coeficiente angular e bo intercepto da curva padréao.

A massa total de agucar formada na reacao foi:

Mmg = Cmg/mL * Veac (Eq. 2)

A conversao para micromoles foi realizada por:

n __ Mmg (Eq. 3)
pmeol MMmg/umol .

52



em que MMyg/umo© @ massa correspondente a 1 umol do agucar

(mg/umol) usada no calculo.

A atividade enzimatica foi entao calculada como:

numol

UmL™! =
t- Venz

(Eq. 4)

Critério de n&o-negatividade: quando AAbs <0, a atividade foi

considerada zero.

Parametros tipicos dos ensaios realizados nesse trabalho t = 30min;
Venz = 0,020mL; Vigae = 0,040mL.

Substratos sintéticos p-nitrofenil

A concentragao de p-nitrofenol (pNP) foi obtida pela curva padrao:

AbS430 - b

CpNP, mg/mL = T (Eq. 5)

A massa total de pNP formada:

MpNP, mg = LpNP, mg/mL * Vieac (Eq. 6)

A conversdao em micromoles, utilizando o fator de conversao do pNP:

MpNP, mg

"umol = 513 mg/umol (Ea.7)
A atividade foi calculada por:
Umi-t = —kmot (Eq. 8)

t'Venz
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Parametros tipicos dos ensaios realizados nesse trabalho: t = 30min;
Vieac = 0,065mL; Vg, = 0,005mL.

Proteases

A atividade proteolitica foi calculada a partir da variagdo de absorbancia
corrigida AA(amostra — branco), conforme o principio de Kunitz, adotando um

fator empirico de conversdo do método (inclinagao operacional do ensaio):

AA ) Vtotal (Eq 9)

UmlLt = (
m 0,001

t- Vamostra

em que:

AAé a absorbancia corrigida (apos brancos),

té o tempo de incubag&o (min),

Vamostra€ © Volume de EB adicionado (mL),

Viotal© O Volume total do sistema reacional (mL),

0,001representa o fator operacional do método (conforme padronizagao adotada

no pipeline).

Parametros tipicos dos ensaios realizados nesse trabalho: ¢t = 40min;
Vamostra = 0,10mL; Vigq = 0,30mL.

Lacase

A atividade foi calculada pela Lei de Beer—Lambert, utilizando a variagao
de absorbancia a 420 nm:
_ (Afinal - Aim’cial) ' Vt ' Df -10°

-1
ULt = cd T (Eq. 10)

em que:

Afinai — Ainiciat® @ variagao de absorbancia em tminutos,

V:é o volume total da reagao (mL),
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V;é o volume de amostra (mL),

Dré o fator de diluigéo,

£é o coeficiente de extingdo molar do ABTS a 420 nm (g4,0 = 36.000 M~ 1cm™1),
e dé o caminho 6ptico (cm),
té o tempo (min).

4.4.2.1 Manganés peroxidase

A atividade foi estimada a partir do aumento de absorbancia a 610 nm,

também por Beer—Lambert:

AA610 ' Vtotal -10°

UmL™! =
e-d-t- Vamostra

(Eq. 11)

em que:

AAg,,€ a absorbancia corrigida (amostra — branco),

Viotar© O Volume total da reagéo (mL),

Vamostra© © VOlume de EB (mL),

té o tempo de incubagao (min),

£é o coeficiente de extingdo molar do vermelho de fenol (¢ = 44.600 M~1cm™1),

dé o caminho 6ptico (cm).

4.4.3 Estratégia de modelagem estatistica

ApOs a obtencdo da absorbancia final corrigida (Abs_ {final}) e sua
conversao em atividade enzimatica (Sec¢éo 4.4.2), os dados foram submetidos a
um fluxo padronizado de modelagem estatistica com o objetivo de: quantificar os
efeitos dos fatores experimentais; controlar a variabilidade entre ensaios
independentes; realizar comparagbes multiplas ajustadas; produzir

representacgdes graficas estatisticamente informativas.
Estruturagao do conjunto de dados para modelagem

O banco de dados final foi organizado em formato longo (long format), contendo
as variaveis atividade (U-mL™), tratamento (pc, tr, co), fator experimental (dia ou

pH) e ensaio independente (rep_ens), quando aplicavel. As variaveis categoricas
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foram explicitamente convertidas em fatores no ambiente R, com definigdo
prévia da ordem dos niveis (pc — tr — co0), assegurando consisténcia na
interpretacdo dos coeficientes do modelo estatistico e na organizagao grafica

dos resultados.
A escolha do modelo foi condicionada a estrutura experimental:

Quando os dados provinham de um unico ensaio experimental, ajustou-
se um modelo linear classico, descrito como Atividade ~ tratamento x fator
experimental, permitindo avaliar o efeito principal de tratamento, o efeito principal
de tempo (ou pH) e a interagdo entre tratamento e fator experimental. Nos casos
em que os experimentos foram conduzidos em momentos distintos, como na
cinética de 9 dias e na caracterizagdo ampliada de 15 dias, adotou-se modelo
linear misto, considerando o ensaio independente como efeito aleatdrio,
conforme a estrutura Atividade ~ tratamento x fator experimental + (1lensaio).
Nessa abordagem, o tratamento e o fator experimental foram considerados
efeitos fixos, enquanto o ensaio foi modelado como intercepto aleatério,
permitindo controlar a variabilidade inter-experimental, evitar a inflagao artificial
dos graus de liberdade e preservar a independéncia estatistica entre os blocos
experimentais. A significancia dos efeitos fixos foi avaliada por meio de analise

de variancia (ANOVA) derivada do modelo ajustado.

Para evitar a interpretagcao direta dos coeficientes brutos do modelo,
especialmente na presenca de interagao, foram estimadas médias marginais
ajustadas (Estimated Marginal Means, EMMs) utilizando o pacote emmeans. As
médias foram estimadas por tratamento dentro de cada nivel do fator
experimental (por exemplo, tratamento | dia), mantendo a estrutura do modelo
ajustado, o que assegura que as comparagdoes estejam adequadamente
ajustadas a estrutura do modelo e ao efeito aleatdrio, quando presente. As
comparagdes multiplas entre tratamentos foram realizadas por contrastes
pareados com ajuste de Sidak para controle do erro do tipo | acumulado, escolha
fundamentada em seu menor conservadorismo em relacdo ao ajuste de
Bonferroni, adequag¢ao a numero moderado de comparagdes e coeréncia com
delineamentos balanceados. Os resultados foram expressos por meio de letras

indicativas de agrupamento estatistico, geradas pela fung¢ao cld() do pacote
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multcomp, sendo que tratamentos que compartilham a mesma letra ndo diferem

estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.

A adequacgao dos modelos foi verificada por inspec¢ao visual dos residuos,
avaliacdo da homocedasticidade, analise da normalidade aproximada dos
residuos e inspecado da estrutura de variancia entre ensaios independentes.
Considerando que as analises envolveram médias consolidadas de réplicas
técnicas e biologicas, a distribuicdo residual apresentou comportamento
aproximadamente simétrico na maioria dos casos, ndo sendo necessaria a

aplicacao de transformagdes adicionais nos dados.

4.4.4 Geracgao dos graficos finais

A visualizagdo grafica dos resultados foi realizada utilizando o pacote
ggplot2, seguindo principios padronizados de apresentagédo. Foram plotadas as
médias marginais estimadas (EMMs), representadas por barras
correspondentes as meédias ajustadas, acompanhadas de barras de erro
indicando o erro padréo (SE). As letras indicativas de significancia estatistica
foram posicionadas acima dos respectivos intervalos de erro, e o eixo Y foi
definido com inicio em zero para evitar distor¢des visuais na interpretacdo dos
dados. Valores negativos de atividade foram truncados, preservando coeréncia
fisico-quimica. Nos experimentos com delineamento fatorial, como tratamento x
dia ou tratamento x pH, foram empregadas facetas para permitir visualizagéo
comparativa clara entre os niveis do fator experimental. As paletas de cores
foram padronizadas ao longo do trabalho, garantindo consisténcia visual entre

os capitulos (Figura 3).

- T. reesei RUT-C30 I:l C. byssicola (mono) . P. citrinopileatus (cocultivo) E] P. pulmonarius (mono)
Tratamento [] B. adusta (mono)  [Jli] C. byssicola (cocultivo) [] P. ostreatus (mono) [l P. pulmonarius (cocultivo)
[l B adusta (cocultivo) [T P citrinopileatus (mono) [Jl] P. ostreatus (cocultivo)

Figura 3: Esquema ilustrativo da padronizacéo cromatica utilizada para identificacdo dos tratamentos. A
manutencdo das mesmas paletas de cores ao longo de todo o trabalho assegura consisténcia visual entre
capitulos, contribuindo para melhor organizagao grafica e interpretagao integrada dos dados.

4.4.5 Rigor estatistico e reprodutibilidade

Todos os ensaios foram conduzidos utilizando replicatas biolégicas
independentes, e cada réplica biologica foi analisada em réplicas técnicas,
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garantindo a separagcdo entre variabilidade experimental e variabilidade
instrumental. O tratamento sistematico dos dados incluiu correcdo de brancos
especificos, controle de outliers e modelagem estatistica que incorpora

explicitamente a estrutura hierarquica dos dados por meio de efeitos aleatérios.

A utilizacdo de modelos lineares mistos permitiu quantificar de forma
robusta os efeitos de tratamento, tempo de cultivo e sua interagdo, reduzindo
vieses associados a pseudorrepeticdo e a heterogeneidade entre cultivos
independentes. As analises inferenciais foram conduzidas com métodos
apropriados a experimentos multifatoriais, com controle do erro do tipo | por meio

de ajustes para comparag¢des multiplas.

Todos os calculos de atividade enzimatica, processamento de dados e
analises estatisticas foram realizados de forma reprodutivel no ambiente R, com
scripts padronizados e exportacdo automatizada de tabelas e figuras,
assegurando rastreabilidade completa desde a leitura espectrofotométrica até os

resultados apresentados.

4.5 Screening funcional em meio liquido

A etapa de screening em meio liquido teve como objetivo comparar, em
ponto unico de tempo de cultivo (sétimo dia), o desempenho enzimatico do
cocultivo em relacédo aos respectivos monocultivos, constituindo o primeiro filtro

quantitativo apos o screening morfolégico em meio solido.

A combinacdo que apresentou incremento consistente da atividade
enzimatica em condi¢des de cocultivo, quando comparada ao monocultivo de T.
reesei, foi definida como sistema modelo e selecionada para as etapas cinéticas

subsequentes.

4.5.1 Particularidades do desenho experimental

Os cultivos foram conduzidos conforme as condigdes gerais descritas na
Secgao 4.3, com duas particularidades metodoldgicas: a duracao fixa de sete
dias, estabelecendo ponto temporal Unico de avaliagao, e a inclusao de multiplas
combinagdes interespecificas previamente selecionadas para analise

comparativa
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Para cada combinacdo, foram avaliados, em trés réplicas bioldgicas
independentes, o cocultivo (A+B) e os monocultivos correspondentes (A; B),

mantendo-se a proporgao inoculante padronizada.

O EB foi coletado apenas no 7° dia, conforme o procedimento descrito na
Secgao 4.3.1 (clarificacado por centrifugacdo e armazenamento a —20 °C). Nesta
etapa nao foram realizadas etapas de concentragao/purificagao, preservando o

carater exploratorio da screening.

No screening de 7 dias, foram quantificadas exclusivamente enzimas
hidroliticas sobre substratos naturais (CMCase, xilanase, mananase e
pectinase), conforme a Secdo 4.3.3 (DNS; Miller, 1959). Enzimas oxidativas,

proteases e FPase n&o foram incluidas nesta fase.

4.5.2 Particularidades da analise estatistica

O processamento seguiu o pipeline padronizado da Secdo 4.4 até a

obtencao de atividade. A etapa estatistica diferiu por trés aspectos:
Como se trata de ponto unico, o modelo incluiu apenas tratamento:
Atividade ~ tratamento.

Analise estratificada por combinacdo: Cada par interespecifico foi
analisado separadamente, comparando monocultivos e cocultivo dentro da

prépria combinagao.

Modelo linear simples (Im): Como o screening foi tratado como execugao
unica por condi¢ao (sem concatenagao de ensaios independentes), utilizou-se o
modelo linear classico, seguido de EMMs (emmeans) e de comparagdes
multiplas com ajuste de Sidak; os resultados foram sumarizados por letras de

agrupamento e apresentados em graficos facetados por organismo parceiro.

4.6 Consolidacao e caracterizagao cinética do sistema
modelo (9 dias)

Apds o screening em ponto Unico, a combinagdo com incremento

funcional consistente em cocultivo foi definida como sistema modelo e submetida
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a caracterizagao cinética para quantificar a dinamica temporal e controlar a

variabilidade interexperimental.

4.6.1 Particularidades do desenho experimental

Em comparagdo ao screening de sete dias, esta etapa diferiu por
contemplar amostragem seriada diaria entre os dias 1 e 9, execugado em ensaios
independentes, realizados em momentos distintos, e foco em uma Unica
combinagdo previamente definida como sistema modelo. Diferentemente do
screening, os dados foram concatenados entre ensaios independentes; para
evitar pseudorrepeticdo, o fator “ensaio independente” foi incorporado
explicitamente na estrutura do banco de dados e na modelagem estatistica
(Secédo 4.4), preservando a independéncia estatistica entre as diferentes

execucodes experimentais.

Nesta etapa foram acompanhadas ao longo do tempo as enzimas
hidroliticas sobre substratos naturais (CMCase, xilanase, mananase e
pectinase), conforme Sec¢éo 4.3.3.

4.6.2 Particularidades da analise estatistica

A analise inferencial considerou o carater fatorial tempo x tratamento e a

variabilidade entre os ensaios. Modelo misto:
Atividade ~ tratamento % dia + (1 | ensaio),

Considerando EMMs por tratamento em cada dia e ajuste de Sidak nas

comparagdes multiplas.

4.7 Robustez e reprodutibilidade do sistema modelo
(15 dias)

Apods a consolidagao do sistema modelo em 9 dias, foi conduzida cinética
ampliada para aumentar o poder estatistico, avaliar a estabilidade temporal

prolongada e expandir o painel funcional.

4.7.1 Particularidades do desenho experimental

Em relacdo a cinética de 9 dias, esta etapa distinguiu-se pela ampliagao
da janela temporal, com coletas realizadas nos dias 1, 3, 6, 9, 12 e 15, pelo
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aumento do numero amostral (n = 6 réplicas biologicas) e pela expansédo do
painel enzimatico avaliado (Secéo 4.7). O experimento de 15 dias foi conduzido
com numero amostral superior ao da cinética inicial, incorporando maior numero
de réplicas bioldgicas e de execugdes independentes. Essa ampliagéo teve
como objetivo elevar o poder estatistico, minimizar o impacto de variagdes
pontuais e fortalecer a confiabilidade das inferéncias sobre o comportamento
temporal do sistema-modelo, permitindo avaliagdo mais robusta da estabilidade

e reprodutibilidade do padrao funcional.

Além das enzimas hidroliticas naturais, foram incorporadas ao painel
analitico as atividades de [-glicosidase e [-xilosidase, determinadas com
substratos pNP, bem como lacase, manganés peroxidase (MnP) e proteases,

conforme os protocolos descritos na secao 4.3.3.

4.7.2 Particularidades da analise estatistica

Diferentemente da cinética de 9 dias, o experimento de 15 dias foi
conduzido como um unico bloco experimental com numero amostral ampliado,
nao havendo fator adicional de ensaio independente. Dessa forma, n&o foi
necessario incluir efeito aleatério na modelagem. A analise inferencial considerou

a estrutura fatorial:
Atividade ~ tratamento x dia

permitindo avaliar os efeitos principais de tratamento e tempo, bem como
sua interacdo. As médias marginais estimadas (EMMs) foram obtidas por
tratamento em cada dia, com ajuste de Sidak (a = 0,05) para comparacdes
multiplas. A ampliagdo do tamanho amostral proporcionou maior poder
estatistico e menor variabilidade residual, permitindo uma avaliagdo mais
robusta da estabilidade temporal e da reprodutibilidade do padrao funcional

observado no sistema modelo.

4.8 Eleicao do ponto temporal para hidrélise e analises
Omicas
A definigdo do ponto temporal para os ensaios de hidrolise e leitura
proteOmicas foi realizada com base na analise integrada dos resultados das
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cinéticas de 9 e 15 dias do sistema modelo. Foram considerados a manutencao
de atividade enzimatica relevante no cocultivo, a estabilidade relativa do perfil
funcional entre os experimentos e a adequacgao pratica desse tempo para as

etapas subsequentes de hidrolise e analise protedmica.

4.8.1 Critérios quantitativos de decisao

A eleigdo do ponto temporal considerou os seguintes parametros:

A eleicdo do ponto temporal considerou a manutencdo de atividade
enzimatica relevante no cocultivo, com destaque para tendéncias funcionais de
interesse em relagaéo aos monocultivos, sem exigir superioridade global em todas
as atividades. Também foi considerado o perfil enzimatico global equilibrado,
representado pela presenca simultdnea de diferentes classes funcionais, de
modo a evitar a escolha baseada em um pico isolado de uma unica atividade.
Além disso, priorizaram-se pontos correspondentes a fase de produgao
consolidada, excluindo-se tempos muito precoces ou muito tardios, com o
objetivo de favorecer a estabilidade do padréo funcional. Por fim, considerou-se
a consisténcia relativa entre as cinéticas de 9 e 15 dias como indicativo de maior

robustez do comportamento temporal observado.

4.8.2 Racional operacional

Além dos critérios quantitativos, foram considerados aspectos praticos e
experimentais, incluindo tempo de cultivo compativel com aplicagbes
biotecnoldgicas, viabilidade logistica para preparo de volumes maiores de
extrato bruto (EB), reducéo do risco de degradagao proteica associada a cultivos
excessivamente prolongados e otimizagdo do cronograma experimental para as
etapas subsequentes. Dessa forma, a condi¢ao temporal selecionada representa
nao apenas um ponto de maior desempenho relativo, mas também uma escolha

biologicamente fundamentada e operacionalmente estratégica.
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4.9 Modulacao do desempenho enzimatico sob
diferentes condicoes de pH

Apods a consolidagao do sistema modelo e a definicdo do ponto temporal
de interesse (Segao 4.8), foi conduzido experimento especifico para avaliar a
influéncia do pH inicial do meio suplementar + BCA padrdo sobre o perfil

secretdério em monocultivo e cocultivo.

Diferentemente das etapas cinéticas anteriores, nas quais o fator
experimental principal foi o tempo de cultivo, nesta etapa o fator de interesse foi

exclusivamente a condicao inicial de pH.

4.9.1 Particularidades do desenho experimental

As condi¢des gerais de cultivo seguiram o protocolo descrito na Secgéo
4.1.3, com modificagdes especificas relacionadas ao ajuste do pH inicial do meio
suplementar para 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0, realizado antes da esterilizacdo, mediante
a adicao de HCI 1 M, com afericao do pH em pHmetro previamente calibrado.
Nesta etapa, o pH foi ajustado exclusivamente no momento inicial do cultivo, sem
controle ativo nem reajuste ao longo do crescimento fungico. O experimento foi,
portanto, delineado para avaliar especificamente o efeito do pH inicial sobre o
estabelecimento do cultivo e o perfil de secrecao enzimatica. Adicionalmente, foi
adotado ponto temporal unico, previamente eleito (Seg¢do 4.8), sem

acompanhamento cinético seriado ao longo do tempo.

Foram mantidas as trés condi¢gdes do sistema modelo monocultivo de T.
reesei, monocultivo do organismo parceiro e cocultivo sendo cada combinagao
tratamento x pH conduzida em trés réplicas biolégicas independentes. O
experimento de modulacdo por pH foi restrito a avaliacdo das enzimas
hidroliticas sobre substratos naturais (CMCase, xilanase, mananase e
pectinase), nao sendo incluidas enzimas oxidativas, proteases ou atividades
sobre substratos sintéticos nesta etapa. Essa escolha metodologica teve como
objetivo focar diretamente na modulagdo do desempenho hidrolitico primario sob

diferentes condigdes de pH inicial.
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4.9.2 Particularidades do processamento de dados

O processamento dos dados seguiu o pipeline geral descrito na Seg¢ao
4.3.3, com adaptacéao especifica na etapa de corregao de branco para incorporar
a variabilidade associada as diferentes condi¢cdes de pH. A correcéo foi realizada
segundo uma hierarquia previamente definida, priorizando o branco especifico
do mesmo pH, seguido do branco especifico do tratamento e, na auséncia de
controle aplicavel, sem corregao adicional. Essa estratégia permitiu capturar
possiveis interferéncias 6pticas ou quimicas induzidas pela variagdo do pH no
sistema reacional. A analise inferencial foi estruturada como delineamento

fatorial, considerando a interagéo entre tratamento e condigcéo de pH:
Atividade ~ tratamento x pH

Como o experimento foi conduzido em bloco unico, sem concatenacao de
ensaios independentes, foi ajustado modelo linear classico (Im), sem efeito

aleatorio.

As médias marginais estimadas foram obtidas por tratamento dentro de
cada nivel de pH (trat | pH), com contrastes pareados ajustados por método de
Sidak (a = 0,05). Os resultados foram apresentados em gréficos facetados por
pH, permitindo comparagao direta entre monocultivos e cocultivo dentro de cada

condigao.

4.10 Ensaios de hidroélise do bagaco de cana-de-agucar

4.10.1 Obtencao do secretoma (extrato bruto) para o ensaio
de hidrélise
A produgdo do extrato bruto (EB) destinado ao ensaio de hidrdlise foi
realizada a partir de sistema modelo definido previamente, seguindo as
condigdes gerais de cultivo liquido descritas nas Seg¢des 4.1.3 (meio suplementar
+ BCA padrdo) e 2.4 (estabelecimento dos cultivos, proporgao inoculante e
incubacgao).

Apods 6 dias de cultivo (Secao 4.8), aliquotas dos sobrenadantes foram
coletadas e clarificadas por centrifugagéo (10.000 x g, 10 min) para remogéao de

particulas e biomassa residual, obtendo-se o EB. As amostras foram
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armazenadas a -20 °C até a etapa de quantificacdo e ajuste da carga

enzimatica.

4.10.2 Determinacao da atividade FPase e ajuste da carga
enzimatica aplicada

A atividade de FPase do EB foi determinada como medida integrativa da

capacidade celulolitica total, utilizando papel-fitro como substrato e

quantificacdo de acgucares redutores pelo método DNS, seguindo o protocolo

padronizado de microensaio descrito na Seg¢éo 4.3.3.

Os valores foram corrigidos e convertidos em atividade (U/mL) conforme
as equagdes gerais adotadas para ensaios baseados em DNS (Secao 4.4.2).
Para a hidrdlise, foi utilizada carga padronizada de 0,5 U/mL em volume final de
6 mL, totalizando 3 U por frasco. O volume de EB necessario para atingir essa
condicao foi calculado individualmente para cada tratamento, completando-se o

volume com tampao acetato até 6 mL.
Montagem do ensaio de hidrélise e condi¢oes reacionais

A hidrdlise do bagago de cana-de-agucar foi conduzida em tubos contendo
6 mL de solugao final, composta por 3% (m/v) de BCA (180 mg por frasco),
tampao acetato de sédio em pH 4,8 (condi¢ao reacional; Segao 4.3.3), extrato
bruto (EB) previamente ajustado para carga final de 0,5 U/mL (3 U totais por
frasco) e azida sddica em concentragao final de 0,01% (m/v) para prevengéao de
crescimento microbiano. As reagdes foram incubadas a 50 °C, sob agitagéo de
150 rpm, por até 72 h. Como referéncia, foi incluido o coquetel enzimatico
comercial Celluclast® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diluido 1072 e
aplicado sob a mesma carga enzimatica (0,5 U/mL), permitindo comparacéao
direta entre os tratamentos. Cada EB biolégico foi avaliado em triplicata

bioldgica, com duplicata técnica de hidrdlise por réplica biolégica.
Coletas temporais e quantificagao de agucares redutores

Aliquotas foram coletadas no inicio do ensaio e apés 6, 12, 24 e 48 h. A

quantificacdo de agucares redutores seguiu 0 mesmo principio do microensaio
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baseado em DNS descrito na Sec¢do 4.3.3 (Miller, 1959), com conversao por

curva padrao para obtencao de valores em mg/mL.

4.10.3 Processamento de dados e analise estatistica
especifica da hidrodlise

O tratamento computacional seguiu o pipeline geral descrito na Segao

4.3.3 (organizacdo em formato longo, correcao por brancos, consolidagéao

técnica para réplica biologica e critérios de ndo-negatividade).

Para o ensaio de hidrdlise, a correcédo de branco foi aplicada dependente
do tempo, priorizando: (i) branco de substrato no mesmo tempo e (ii) branco do
tratamento no mesmo tempo. As duplicatas técnicas foram agregadas por média

para compor o valor por réplica biolégica em cada ponto temporal.

A cinética de liberacao de agucares redutores foi analisada por modelo
linear misto, considerando os efeitos fixos de tratamento, tempo e sua interagao,
e incluindo intercepto aleatdrio para a unidade experimental (tratamento % réplica
biolégica), de modo a acomodar medidas repetidas ao longo do tempo. As
comparagdes multiplas entre tratamentos em cada tempo foram realizadas por
médias marginais estimadas (EMMs) com ajuste de Sidak, e os agrupamentos
foram apresentados por letras de significancia (a = 0,05), conforme estratégia

geral descrita na Secéao 4.4.

Além da analise temporal, foram calculadas métricas integradas de
desempenho: AUC (0—48 h) por integracéo trapezoidal e comparagdes entre
tratamentos; e, quando aplicavel, comparagao do ponto final (48 h). Por fim,
estimativas de eficiéncia foram obtidas a partir da concentracdo final,
normalizando-se a massa total de agucar liberada (6 mL) pela massa inicial de
biomassa (180 mg) e pela carga enzimatica total aplicada (3 U), permitindo

comparagdes entre tratamentos e em relagao ao preparado comercial.

4.11 Caracterizacao e padronizacao do EB para analise
proteémica

Esta etapa teve como objetivo estabelecer e padronizar o fluxo
metodoldgico para obtencdo, concentragdao, dessalinizagcdo e preparo do EB
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destinado a analise protedmica por LC—-MS/MS. Considerando a natureza diluida
das proteinas extracelulares e a presenga de sais, agucares e metabdlitos
provenientes do cultivo, foram avaliadas e ajustadas estratégias de
processamento visando maximizar a recuperagdo proteica, garantir
reprodutibilidade experimental e assegurar compatibilidade com as analises de

espectrometria de massas.
Procedimentos padronizados para processamento de amostras

As etapas de quantificagao proteica e analise eletroforética descritas ao
longo deste capitulo foram conduzidas segundo procedimentos padronizados,

empregados de forma consistente durante todo o processamento das amostras.
Quantificagao proteica por fluorimetria (Qubit™)

A concentracao total de proteinas dos EBs foi determinada por fluorimetria
utilizando o kit Qubit™ Protein Assay (Thermo Fisher Scientific), conforme as
instrugdes do fabricante, com adaptagdes para o volume de amostra empregado
neste estudo. Esse método baseia-se na ligacao seletiva de um fluoréforo as
proteinas, permitindo a quantificacao sensivel e especifica mesmo na presenca

de sais, detergentes e outros compostos interferentes.

A solugdo de trabalho (Qubit working solution) foi preparada
imediatamente antes do uso pela mistura do reagente Qubit Protein com o
tampao Qubit Protein Buffer, na propor¢céo de 1:199 (v/v), de acordo com o
numero de reagdes a serem realizadas. Para cada tubo de reacgdo, foram

utilizados 200 pL de solucéo de trabalho.

As curvas de calibragao foram obtidas a partir dos padrdes fornecidos pelo
kit, os quais foram preparados adicionando-se 10 uL de cada padrao a 190 uL
da solugao de trabalho, resultando em um volume final de 200 uL por tubo. Em
seguida, as amostras de EB foram quantificadas utilizando 10 yL de cada
amostra, adicionados a 190 pL da solugao de trabalho, totalizando igualmente

200 L por reagao.

Apos a preparagao, os tubos contendo padroes e amostras foram

homogeneizados por inversdo e incubados a temperatura ambiente por 15
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minutos, protegidos da luz, para permitir a completa ligagdo do fluoréforo as
proteinas. A leitura da fluorescéncia foi realizada no fluorimetro Qubit™ (Thermo

Fisher Scientific), previamente calibrado com os padrdes do kit.

As concentragbes de proteina foram calculadas automaticamente pelo
equipamento a partir da curva de calibragédo gerada, sendo expressas em ug/mL.
Para todas as amostras, os valores obtidos foram corrigidos em funcdo do
volume de amostra utilizado (10 uL) e do fator de diluicdo imposto pela adigéo
da solugao de trabalho. As quantificagcbes foram realizadas para todas as
condigbes experimentais, permitindo a normalizagdo das cargas proteicas

utilizadas nas analises protebmicas subsequentes.
Analise por eletroforese SDS-PAGE (12%)

A avaliacao qualitativa do perfil proteico foi realizada por eletroforese em
gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando géis

contendo 12% (m/v) de acrilamida na fase de separagéo.

As amostras foram previamente homogeneizadas com tampao de
amostra contendo SDS e agente redutor, aquecidas a 95 °C por 5 minutos para
completa desnaturagao proteica e aplicadas nos pogos do gel em condi¢des

padronizadas por amostra apos cada etapa de processamento.

A corrida eletroforética foi conduzida em sistema vertical Mini-PROTEAN
Tetra Vertical Electrophoresis Cell, acoplado a fonte de alimentagdo PowerPac™
Basic Power Supply (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), utilizando
tampao Tris-glicina-SDS sob voltagem constante até adequada separagao das

bandas proteicas.

Apos a eletroforese, os géis foram submetidos a coloragao por prata,
permitindo alta sensibilidade na detec¢éo das proteinas. Posteriormente, os géis
foram descorados até obtencdo de contraste adequado para visualizacdo do
padrao de bandas.

Esse procedimento foi empregado ao longo do experimento para monitoramento

da integridade proteica, avaliagcdo de perdas durante as etapas de preparo e
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comparagao qualitativa entre diferentes estratégias de concentragédo e

purificagcéo.

4.11.1 Cultivo destinado a obteng¢ao do EB

A obtencao do EB destinado a analise protedmica foi conduzida de acordo
com as condigdes padrao de cultivo previamente descritas na segao 4.3.1, em
alinhamento com o sistema modelo consolidado (Secao 4.8). Para esta etapa,
adotou-se ponto temporal unico de coleta, correspondente ao tempo
previamente eleito para aprofundamento protedémico, ndo sendo realizado

acompanhamento cinético seriado.

Foram estabelecidos monocultivos do sistema modelo de T. reesei RUT-
C30 e basidiomiceto parceiro, bem como o cocultivo dessas linhagens. Com o
objetivo de contrastar o perfil secretério sob condigcbes metabdlicas distintas,
foram incluidos cultivos conduzidos exclusivamente em meio minimo
suplementado com glicose 1% (m/v), representando condi¢do de carbono
simples, em paralelo aos cultivos submetidos a condi¢ao indutiva com bagago

de cana-de-agucar 1% (m/v), segao 4.1.3.

No total, foram obtidos 24 EBs destinados a espectrometria de massas,
organizados em quatro réplicas biolégicas por condicdo experimental

(monocultivos e cocultivo sob glicose e bagaco de cana-de-agucar).

4.11.2 Concentracao e pré-purificagcao do EB

Para cada condicdo experimental foram conduzidas quatro réplicas
biolégicas independentes, abrangendo monocultivos e cocultivo do sistema
modelo. Ao término do periodo de cultivo, 30 mL do caldo de cultura de cada
réplica foram transferidos para tubos conicos de 50 mL, submetidos a filtragao
em membranas sintéticas para remog¢ao do micélio, seguida de centrifugacao a

10.000 x g para completa clarificagdo do sobrenadante.

O sobrenadante obtido foi transferido para novo tubo cénico e submetido
a liofilizagdo completa, sendo posteriormente armazenado a -80 °C até o

processamento para analise protedmica.
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4.11.3 Estratégias de concentragao e purificagao avaliadas

Para avaliagdo comparativa dos métodos de concentragao e purificagao,
uma aliquota do material liofilizado foi ressuspensa em 10 mL de agua Milli-Q,
resultando em concentragdo aproximada trés vezes superior ao volume inicial
processado. Apds centrifugagdo a 10.000 x g para remocdo de material
insoluvel, o sobrenadante foi dividido em trés aliquotas de 3 mL em tubos cdnicos

de 15 mL e destinadas a aplicagédo dos diferentes métodos descritos a seguir.

4.11.3.1 Precipitacao por acetona/NaCl

No método de precipitacdo quimica, cada aliquota de 3 mL foi
suplementada com NaCl 3 M até atingir concentragao final de 100 mM, seguida
de homogeneizagdo em vortex. Posteriormente, foram adicionados quatro
volumes de acetona gelada a -20 °C (12 mL por amostra), atingindo

concentracgéo final de 80% (v/v).

As amostras foram incubadas overnight a —20 °C para precipitagéo
completa das proteinas. Apos incubacéao, procedeu-se a centrifugagao a 16.000
x g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e os pellets proteicos foram secos

em fluxo laminar por 1 h.

Os pellets foram entdo ressuspensos em 500 pyL de agua Milli-Q,
submetidos a nova centrifugagdo para remocao de residuos insoluveis, e os
sobrenadantes foram transferidos para microtubos de 2 mL e estocados a —-80

°C para analises subsequentes.

4.11.3.2 Ultrafiltragao

A concentracgéao por ultrafiltracao foi realizada utilizando colunas Amicon®
Ultra 4 mL com ponto de corte molecular (MWCO) de 3 kDa.

As amostras foram centrifugadas a 4.000 x g até redug¢ao do volume para
aproximadamente 500 pL. Em seguida, foram realizadas duas etapas de
lavagem, adicionando-se agua Milli-Q até o volume maximo da coluna, seguidas
de nova centrifugagao, com o objetivo de reduzir a presenca de solutos de baixo

peso molecular.
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Ao final do processo, os concentrados foram recuperados e ajustados
para volume final de 500 yL em agua Milli-Q, o flow-through foi transferido para

microtubos de 2 mL e estocados a —80 °C para analises posteriores.

4.11.3.3 Dialise

Para o método de dialise, aliquotas de 3 mL do EB (EB) foram transferidas
para sacos de dialise com ponto de corte molecular entre 12—14 kDa MWCO

(Spectrum™ Labs Spectra Por™ 2) e incubadas a 4 °C.

O meio externo foi substituido a cada 3 h, durante um periodo total de 9
h, seguido de uma troca adicional overnight, visando a remocéo eficiente de sais,

acgucares e compostos de baixo peso molecular.

Apos a conclusao da didlise, as amostras foram transferidas para tubos
Falcon de 15 mL e submetidas a liofilizagdo completa para reconcentragao. O
material seco foi ressuspenso em 500 pL de agua Milli-Q e centrifugado a 10.000
x g para remogao de material particulado. Os sobrenadantes foram coletados

para as analises subsequentes.

4.11.4 Critérios para definicao do método definitivo

A definicdo do método definitivo de concentracao e purificacdo do extrato
bruto (EB) foi realizada com base em critérios quantitativos e qualitativos,
considerando o rendimento proteico final, o percentual de recuperacédo em
relacdo a massa inicial estimada, a integridade do perfil proteico avaliada por
eletroforese e a reprodutibilidade entre réplicas bioldgicas. Apos a aplicagao dos
trés métodos avaliados precipitagao por acetona/NaCl, ultrafiltracdo e dialise as
amostras concentradas foram quantificadas por fluorimetria utilizando o kit
Qubit™ Protein Assay (Thermo Fisher Scientific), conforme descrito na Segéo
4.11.1. As concentragdes obtidas, expressas em pg/mL, foram empregadas para
estimar o rendimento absoluto e o percentual de recuperacao proteica apds cada

estratégia de processamento.

Adicionalmente, a integridade e o perfil das proteinas recuperadas foram
avaliados por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% (m/v). Para

cada amostra, foram aplicados 15 pL do extrato na concentracao final obtida
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apods o respectivo método de purificagdo. A corrida eletroforética foi conduzida
sob condi¢gdes desnaturantes padrdo, permitindo comparagao do padréo de
bandas, presenca de arraste proteico e possiveis perdas seletivas de proteinas

de diferentes massas moleculares.

4.11.5 Dialise definitiva e dessalinizacao

Conforme discutido na Sec¢ao 4.11.3, apds a avaliagao comparativa das
estratégias de concentragao e purificacédo, foi definida a dialise como método
mais adequado para o preparo do EB destinado a analise protedmica. Assim,
procedeu-se a etapa definitiva de tratamento das amostras, aplicando-se o
protocolo padronizado as demais réplicas bioldégicas previamente estocadas a
-80 °C, garantindo uniformidade metodolégica entre todas as amostras do

sistema modelo.

Para essa etapa, foi utilizada membrana SnakeSkin™ Dialysis Tubing
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) com molecular weight cut-off
(MWCO) de 3,5 kDa, adequada para retencdo de proteinas de interesse e

remocao eficiente de sais, agucares e metabdlitos de baixo peso molecular.

Cada amostra foi ajustada para volume final de 10 mL em agua Milli-Q e
transferida para segmentos de aproximadamente 10 cm da membrana
previamente hidratada, respeitando a capacidade volumétrica recomendada pelo
fabricante. As extremidades foram seladas com clipes apropriados, € os sachés
de dialise foram mantidos completamente submersos durante todo o

procedimento.

A dialise foi conduzida a 4 °C, sob agitagdo constante, utilizando agua
destilada (H,Od) como meio externo. Em cada troca, foi empregado um volume
de 1.000 mL (1 L) de agua destilada por amostra, estabelecendo razdo amostra:
meio de 1:100, considerada adequada para promover dessalinizagao eficiente.
O protocolo consistiu em quatro trocas sucessivas do meio externo a cada trés
horas, seguidas de uma troca adicional overnight, com duracdo aproximada de

12 horas, totalizando cinco trocas ao longo do procedimento.
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Eficiéncia tedrica de dessalinizagdo: Considerando uma razdo de
diluicdo de 1:100 a cada troca, a fragdo remanescente de solutos de baixo peso

molecular apds n trocas podem ser estimada pela relagao:
1 n
F= ()
100

O que corresponde a uma diluicao tedrica de 1:10"°, indicando remogao
praticamente completa de pequenas moléculas inicialmente presentes no EB.
Esse nivel de dessalinizagdo é compativel com etapas subsequentes de

digestao proteolitica, cromatografia liquida e espectrometria de massas.

Ap6s a conclusdo da diadlise, o conteudo das membranas foi
cuidadosamente recuperado, transferido para tubos cbnicos de 15 mL e
submetido a liofilizagdo completa. O material seco foi ressuspenso em 1,5 mL de

agua Milli-Q, seguido de centrifugagao para remogao de material particulado.

A eficiéncia do processo de dessalinizagdo conforme descrito
anteriormente (Sec¢ao 4.11.1) foi avaliada por meio da quantificagéo proteica por
fluorimetria utilizando o sistema Qubit™ e eletroforese em gel SDS-PAGE 12%,
conduzida sob duas abordagens complementares: aplicagdo de volume
padronizado (15 pL) por amostra e aplicacdo de massa proteica padronizada (10
Mg) por amostra. Essa estratégia permitiu avaliar simultaneamente a
concentracéo relativa e a integridade do perfil proteico, assegurando a qualidade
das amostras. Apdés a quantificacdo fluorimétrica do EB, as amostras foram
fracionadas em aliquotas contendo 100 pg de proteina total por condigcéo
experimental e completamente liofilizadas e entdo armazenados a —80 °C para

as analises subsequentes.

4.11.6 Digestao proteolitica (redugao, alquilagao e tripsina)

Para a etapa de digestao, tampéo TEAB (triethylammonium bicarbonate)
100 mM, pH 8,0, utilizado em todas as etapas do preparo protedbmico, foi
previamente desionizado por tratamento com resina Amberlite® (1% m/v),

seguido de filtragdo em membrana de 0,22 ym, com o objetivo de remover ions

73



residuais e contaminantes que pudessem interferir na digestdo enzimatica e na

analise por espectrometria de massas.

Cada pellet proteico foi ressuspenso em 50 pL de solugao desnaturante
composta por ureia 8 M (grau protedbmico) em TEAB 100 mM, pH 8,0. As
amostras foram homogeneizadas em vortex e submetidas a sonicagado por 5

minutos, para completa solubilizagdo das proteinas.
Reducao das pontes dissulfeto

Para reducao dos residuos de cisteina, foi adicionado DTT a partir de solugao
estoque de 100 mM, de modo a atingir concentragdo final de 10 mM. Foram
adicionados 5 pyL de DTT 100 mM ao volume inicial de 50 uL, resultando em
volume final de 55 yL. As amostras foram incubadas a 37 °C por 60 minutos em

bloco térmico.
Alquilagao dos residuos de cisteina

Apoés a etapa de reducgao, foi adicionada iodoacetamida (IAA) a partir de
solugao estoque de 250 mM, para obtengdo de concentragao final de 25 mM.
Foram adicionados 3 pL de IAA 250 mM, totalizando volume aproximado de 58
ML. A reacgao foi conduzida por 60 minutos a temperatura ambiente (25 °C), na

auséncia de luz, para evitar degradacao da IAA.
Diluicao da ureia

Para permitir digestdo enzimatica eficiente, a concentragdo de ureia foi
reduzida pela adicdo de 350 yL de TEAB 100 mM, pH 8,0, resultando em
concentracao final aproximada de 1 M de ureia. O volume final apés essa etapa

foi de aproximadamente 408 pL.
Digestdo enzimatica com tripsina

A digestao proteolitica foi realizada por adicdo de tripsina modificada
(Sequencing Grade, Promega) na proporgao 1:50 (m/m; enzima : proteina). Para
100 pg de proteina total, foram adicionados 2 ug de tripsina, a partir de solugao

estoque preparada conforme instrugées do fabricante.
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As amostras foram incubadas a 37 °C por 16 horas (overnight), permitindo
digestdo completa das proteinas em peptideos adequados para analise por LC—
MS/MS.

4.11.7 Dessalinizacao peptidica em fase soélida

A dessalinizacdo e purificagcdo dos peptideos gerados apos digestédo
tripsinica foram realizadas por extracdo em fase sdlida (SPE) em microescala,
utilizando microcolunas montadas manualmente em ponteiras de 200 uL. Para
esta etapa, foi empregado um mix 1:1 (v/v) das resinas POROS™ 20 R2
Reversed-Phase Resin e OLIGO™ R3 Reversed-Phase Resin (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), com o objetivo de ampliar a eficiéncia de retencéo

de peptideos com diferentes graus de hidrofobicidade.

4.11.71 Montagem da microcoluna em ponteira

Para montagem da microcoluna, um disco de membrana Empore™ SPE
C18 (3M™  St. Paul, MN, EUA), foi recortado com diametro compativel com a
extremidade inferior da ponteira e inserido no fundo utilizando agulha metalica,
formando suporte mecéanico para a fase estacionaria. A mistura das resinas,
previamente hidratada em acetonitrila 100%, foi homogeneizada e
aproximadamente 200 uL da suspensao foram transferidos para o interior da
ponteira. A compactagédo da fase estacionaria foi realizada por centrifugagao a

100 x g por 1 minuto, formando cama cromatografica homogénea e estavel.

4.11.7.2 Condicionamento da fase estacionaria

Antes da aplicagao das amostras, a microcoluna foi condicionada com trés
volumes de 200 pL de acetonitrila 100%, cada um seguido de centrifugagao a
100 x g até completa passagem do solvente. Em seguida, a fase estacionaria foi
equilibrada com dois volumes de 200 uL de agua Milli-Q contendo 0,1% (v/v) de
TFA, também centrifugados a 100 x g, preparando a resina para retengao dos

peptideos em meio aquoso acido.

4.11.7.3 Aplicagao da amostra digerida

As amostras digeridas por tripsina (volume final aproximado de 400 L)
foram previamente acidificadas até pH < 3 mediante adicdo de 4 pL de acido
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férmico concentrado, atingindo concentragao final aproximada de 1% (v/v). Essa
etapa promoveu a inativagdo da tripsina e a protonagado dos peptideos,
favorecendo sua interagao hidrofébica com a fase estacionaria. Volumes de 200
ML da amostra acidificada foram aplicados sobre a microcoluna e submetidos a

centrifugacédo a 100 x g até completa passagem.

A microcoluna foi entdo submetida a trés ciclos de lavagem com 200 pyL
de agua Milli-Q contendo 0,1% de TFA, cada um seguido de centrifugacéo a 100
x g. Apds as lavagens, a ponteira foi transferida para microtubo Safe-Lock®
Protein LoBind de 1,5 mL (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha). A eluigdo dos
peptideos foi realizada em duas etapas sequenciais, utilizando inicialmente 70
ML de acetonitrila 50% (v/v) contendo 0,1% de TFA, seguidos por acetonitrila 80%
(v/v) contendo 0,1% de TFA. As fragdes eluidas foram combinadas e submetidas
a secagem em concentrador centrifugo a vacuo (SpeedVac®, Eppendorf®,

Hamburgo, Alemanha), até completa remogao do solvente.

4.11.8 Determinacgao do rendimento peptidico

A concentragéo peptidica final foi determinada por fluorimetro utilizando o
sistema Qubit™ Protein Assay, conforme seg¢do 4.11.1. A massa total de
peptideos recuperada por amostra foi estimada multiplicando-se a concentracao

obtida (ug/mL) pelo volume final de ressuspenséo (25 puL).

A recuperacéao percentual foi calculada considerando-se a carga inicial de
100 pg de proteina total utilizada na etapa de digestdo proteolitica, de acordo

com a seguinte relagio:

massa final de peptideos (ug) « 1

100 ug 00

Recuperagéo (%) =

Esse procedimento permitiu avaliar a eficiéncia global do preparo
protedmico, incluindo as etapas de reducgao, alquilagdo, digestao enzimatica,

dessalinizagédo e secagem.

Com base na concentragao peptidica final obtida, foi padronizada a

injecdo de 4 pug de peptideos por corrida de LC-MS/MS, garantindo
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comparabilidade entre as condicbes experimentais e intensidade de sinal
adequada nas analises protedmicas. Apds a quantificagao e ajuste de carga, as
amostras foram armazenadas a -20 °C até a subsequente aquisi¢ao por LC—
MS/MS.

4.12 LC-MS/MS

4.12.1 Aquisicao por nano-UHPLC acoplada ao Orbitrap
(DDA)

As analises protedmicas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e

Quimica de Proteinas (LBQP), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade de Brasilia, e gentilmente conduzidas pelo Prof. Dr. Wagner

Fontes.

A analise por LC-MS/MS foi conduzida em sistema de nano-cromatografia
liquida Dionex Ultimate 3000 nano-UHPLC (Thermo Scientific) acoplado a um
espectrometro de massas Orbitrap Elite™ (Thermo Scientific, Bremen,
Alemanha). A separagao cromatografica foi realizada utilizando coluna analitica
de 75 uym x 30 cm, preenchida com particulas Reprosil-Pur C18 (120 A, 3 ym)
(Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch, Alemanha), acoplada a uma coluna de captura

de 100 ym x 3 cm, contendo o mesmo material de fase estacionaria.

A aquisicdo de dados foi realizada utilizando estratégia de Data-
Dependent Acquisition (DDA). Apdés cada varredura MS1, os 15 ions mais
abundantes (Top15) foram selecionados para fragmentagao por dissociagao por

colisdo de alta energia, com energia normalizada de colisdo de 35%.

Foi empregada janela de isolamento de 2 m/z e exclusdo dindmica de 90
segundos, minimizando repetigdo de fragmentagéo de precursores previamente
analisados. Os espectros MS e MS/MS adquiridos garantiram profundidade
analitica adequada para caracterizagao do repertorio proteico presente no EB do

sistema modelo.
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4.12.2 Construcao e utilizagao do banco de dados proteico

A identificagao proteica por LC—MS/MS foi realizada utilizando um banco
de sequéncias proteicas concatenado, derivado dos genomas das linhagens T.
reesei RUT-C30 e P. citrinopileatus utilizados no projeto, cuja construgao,
anotacdo e curadoria bioinformatica foram previamente descritas por Costa
(2026). As proteinas preditas foram previamente anotadas por abordagem
integrativa, combinando identificagdo de dominios conservados e familias
proteicas (InterPro/PFAM), classificacdo de enzimas CAZy por pipelines
dedicados e anotagao por similaridade contra bases curadas, com aplicagao de
critérios para priorizacdo de descricdes funcionais ndo redundantes e controle

de qualidade.

Essa curadoria teve como objetivo aumentar a acuracia da atribuigdo
taxonémica e funcional, reduzindo ambiguidades tipicas de analises em
cocultivo, nas quais a discriminagao entre organismos depende criticamente de
bancos contextualizados as linhagens e ao desenho experimental. Apos a
construcao e curadoria do banco, as buscas protedmicas foram conduzidas sob
estratégia target—decoy para controle de falso positivo. A tabela resultante foi
posteriormente submetida a remocdo de entradas decoy/reverse e
contaminantes laboratoriais, seguida da aplicagdo de critérios minimos de
evidéncia peptidica e escore de identificacdo, conforme descrito nas etapas

subsequentes de curadoria bioinformatica.

4.12.3 Estratégia de busca, critérios de identificagao e
controle de FDR

A identificacéo proteica foi realizada a partir dos dados globais de busca

unica (single search) disponibilizados pelo LBQP, considerando o conjunto
completo de amostras em um unico grupo de busca, sem estratificagdo por
condicao experimental (monocultivo de P. citrinopileatus, monocultivo de T.
reesei RUT-C30 ou cocultivo) nesta etapa. A busca espectral foi conduzida no
software PEAKS sobre o banco concatenado descrito na Sec¢ao 4.12.2, sob
estratégia target—decoy para controle de falso positivo.
A etapa de identificacdo teve como objetivo principal detectar proteinas
presentes no repertorio total analisado e validar a qualidade global dos
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procedimentos de extragcdo, preparo e aquisicdo dos dados, ndo sendo
empregada, nesta fase, para comparagdo quantitativa entre condi¢des
experimentais. O conjunto resultante foi, portanto, interpretado como um
catalogo qualitativo consolidado das proteinas detectadas no sistema estudado.
A validacéo inicial das identificacdes seguiu os critérios aplicados na busca
espectral disponibilizada pelo LBQP, incluindo controle de taxa de falsa
descoberta (FDR) e escore de identificagdo proteica. Para a curadoria
subsequente realizada neste trabalho, a tabela exportada de proteinas
identificadas foi utilizada como base primaria para construgcdo do conjunto
qualitativo final de alta confianca, posteriormente refinado por filtros adicionais

descritos na Se¢ao 4.12.4.

4.12.4 Curadoria bioinformatica em ambiente R

Apos a etapa de identificacdo proteica e validacgao inicial conduzida no
pipeline de busca espectral, foi realizada curadoria bioinformatica adicional em
ambiente R (versdo 4.5.1; R Core Team, 2025) com o objetivo de aumentar a
robustez da interpretagcdo biolégica e construir o conjunto qualitativo final

utilizado neste trabalho.

Toda a modelagem e o tratamento estatistico foram conduzidos na
linguagem R, utilizando a interface RStudio (Posit Software, Boston, MA, EUA).
Foram empregados principalmente pacotes do ecossistema tidyverse (readr,
dplyr, tidyr, stringr e ggplot2) para importagdo, manipulagao e visualizagado dos
dados, além do pacote janitor para padronizagao de variaveis e openxl/sx para
exportacao estruturada das tabelas finais. Inicialmente, foram removidas
entradas associadas a sequéncias decoy/reverse e a contaminantes
experimentais comuns, como queratina, tripsina e albumina, com base em
padroes textuais nos campos description e accession. Em seguida, aplicaram-
se filtros adicionais de alta confianga, incluindo escore de identificagéo (-10IgP)
= 20, identificacdo de pelo menos dois peptideos (number_peptides = 2),
presenga de no minimo um peptideo unico (number_unique = 1) e exclusao de
registros com valores ausentes em variaveis essenciais. Essa etapa resultou na
construgdo de um conjunto final qualitativo sustentado por evidéncia espectral

robusta.
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4.12.5 Atribuicao taxonémica das proteinas

A atribuigdo taxonédmica das proteinas filtradas foi realizada de forma
heuristica, com base nos campos disponiveis na tabela exportada da busca
proteOmica, especialmente description e accession. Proteinas contendo
referéncia explicita a T. reesei RUT-C30 no campo description foram atribuidas
a essa espécie, enquanto entradas contendo referéncia a P. citrinopileatus no
campo  accession foram  atribuidas ao  respectivo  organismo.
Registros sem correspondéncia inequivoca com nenhum dos dois critérios foram
classificados como “Unresolved” e mantidos separadamente nas etapas
subsequentes de curadoria. Essa atribuicado taxonémica foi interpretada com
base no conjunto das informacgdes disponiveis no output exportado e deve ser
considerada em conjunto com a evidéncia espectral e funcional associada a cada

proteina identificada.

4.12.6 Classificagao funcional e anotagao de enzimas CAZy

Para tornar os resultados biologicamente interpretaveis no contexto da
degradagao lignoceluldsica e das interagdes fungicas, foi realizada anotagéo
funcional baseada em correspondéncia de palavras-chave (string matching

baseada em Gene Ontology - GO) aplicada ao campo description.

A classificacao funcional foi conduzida de forma hierarquica. Na primeira
etapa, as proteinas identificadas foram distribuidas em categorias amplas,
incluindo enzimas CAZy (abrangendo atividades relacionadas a degradagao de
celulose, hemicelulose, pectina, glicosil hidrolases nao especificadas e médulos
de ligagao a carboidratos CBMs), enzimas redox associadas a degradacao de
lignina e compostos aromaticos (lacases, peroxidases, oxidoredutases e
mono/dioxigenases do tipo P450), hidrofobinas e proteinas de superficie,
proteases e componentes do sistema ubiquitina-proteassoma, proteinas
envolvidas em transporte de membrana, metabolismo geral, processos
ribossomais, além de proteinas relacionadas a regulagdo génica e resposta a
estresse. Em etapa subsequente, as proteinas inicialmente classificadas como
“Outras fungdes celulares” foram redistribuidas em subcategorias adicionais,
incluindo proteinas hipotéticas ou n&o caracterizadas, proteinas associadas a
DNA/RNA (replicagao, reparo e processamento), estrutura e citoesqueleto,
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trafego vesicular, metabolismo adicional e proteinas de membrana genéricas.
Essa abordagem permitiu reduzir a proporgado de categorias n&o resolvidas e

aumentar a resolucao funcional da analise.

4.12.7 Analise de enriquecimento funcional

A caracterizagao descritiva do dataset incluiu o calculo de frequéncias
absolutas (n) e relativas (%) de proteinas por organismo e por classe funcional,
bem como percentuais dentro de cada organismo e participacdo relativa de cada

organismo dentro de cada classe.

Para avaliar diferengas na distribuicao funcional entre T. reesei RUT-C30
e P. citrinopileatus, foi realizada analise de enriquecimento por classe funcional
utilizando o teste exato de Fisher, apropriado para dados categéricos baseados

em contagens.

Para cada classe funcional contendo pelo menos trés proteinas no
conjunto total, foi construida uma matriz de contingéncia 2x2 considerando o
numero de proteinas pertencentes e ndo pertencentes a respectiva classe em
cada organismo. A partir dessa matriz foram estimados o odds ratio (OR), o
intervalo de confianga de 95% e o valor de p associado a comparagéo. Para
controle do erro do tipo | decorrente de multiplas comparacgdes, os valores de p
foram ajustados pelo método de Benjamini—Hochberg, com controle da taxa de
falsa descoberta (FDR), adotando-se p ajustado < 0,05 como critério de

significancia estatistica.

Valores de OR > 1 foram interpretados como enriquecimento relativo em
T. reesei, enquanto OR < 1 indicaram enriquecimento relativo em P
citrinopileatus. Os resultados foram visualizados por meio de grafico do tipo

forest plot em escala logaritmica (log10)

4.13 Consideracoes metodolégicas finais

Considerando que a busca protedmica foi conduzida de forma agregada
€ que a analise foi baseada em presenca/auséncia de proteinas identificadas, os
resultados descrevem o repertorio global de proteinas detectadas e sua

distribuicdo funcional relativa, ndo permitindo inferéncias quantitativas sobre
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diferengas de abundancia entre condi¢cdes experimentais na auséncia de dados

quantitativos especificos por amostra.

A atribuicdo taxondmica baseada em heuristicas textuais foi empregada
como estratégia operacional de classificagdo, devendo ser interpretada em
conjunto com as evidéncias espectrais de identificacdo (escore, numero de
peptideos totais e peptideos unicos), assegurando maior confiabilidade na

interpretacéo biolodgica dos resultados.

5 Resultados

5.1 Screening de interagoes fungicas em meio sélido
5.1.1 Caracterizagao morfolégica dos monocultivos

O crescimento micelial dos isolados foi avaliado em meio BDA com o
objetivo de caracterizar parametros macroscopicos da morfologia colonial,
incluindo padrdo de expansao radial, organizagdo estrutural do micélio,
densidade e distribuicdo do micélio aéreo, regularidade do bordo colonial e

alteragdes de pigmentagao no anverso e reverso das placas (Figura 4).
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Figura 4: Caracterizagdo macroscopica do crescimento micelial em monocultivo em meio BDA apds 7 dias
de incubagédo: T. reesei RUT-C30 (A1: anverso; A2: reverso); C. byssicola (B1: anverso; B2: reverso); B.
adusta (C1: anverso; C2: reverso); P. citrinopileatus (D1: anverso; D2: reverso); P. ostreatus (E1: anverso;
E2: reverso); P. pulmonarius (F1: anverso; F2: reverso); ); L. edodes (G1: anverso; G2: reverso); P. djamor
(H1: anverso; H2: reverso).

T. reesei RUT-C30 (Figura 4 A1-A2) apresentou crescimento radial rapido
e homogéneo, com ocupacao praticamente completa da superficie da placa apos
sete dias de incubagdo. A coldnia exibiu organizacdo centrifuga regular, com
micélio aéreo moderadamente abundante e aspecto pulverulento, de baixa
compactacao estrutural, associado a esporulagao. A coloracéo inicial amarelada
evoluiu para tonalidade levemente esverdeada, compativel com a formacao de
conidios. A borda da colénia mostrou-se continua, regular e bem delimitado. No
reverso, observou-se pigmentagcdo amarelada difusa, sem evidéncias de

exsudacgao intensa ou difusao significativa de metabdlitos no meio.
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C. byssicola (Figura 4 B1-B2) apresentou crescimento nao radial, com
padrdao morfolégico heterogéneo e formagao de multiplos focos de crescimento
de hifa, caracterizando organizagao de colénia amorfa. A coldénia ndo atingiu a
borda da placa apds sete dias de incubacdo. O micélio apresentou textura
algodonosa de baixa densidade estrutural, com pigmentagdo discretamente
rosada no anverso e leve tonalidade rosada no reverso. Nao foram observadas
alteragdes estruturais do meio que indicassem penetracao hifal acentuada ou

difusdo expressiva de metabdlitos pigmentados.

B. adusta (Figura 4 C1 -C2) exibiu crescimento radial expansivo, cobrindo
integralmente a superficie da placa no periodo avaliado. A colénia apresentou
micélio aéreo abundante, de aspecto algodonoso, com organizacao filamentosa
relativamente dispersa na periferia. Observou-se formacdo de zonas
concéntricas de maior densidade micelial, conferindo aspecto levemente zonado
ao crescimento. Essas regides apresentaram maior compactagao estrutural
quando comparadas as areas interzonais, sugerindo variagdo na densidade de
ramificacdo das hifas ao longo da expanséo centrifuga. A coloragdo manteve-se
branca no anverso. No reverso, ndo foram observadas altera¢gdes pigmentares

relevantes, mantendo-se as caracteristicas originais do meio.

P. citrinopileatus (Figura 4 D1-D2) apresentou crescimento radial
moderado, mantendo padrdao centrifugo regular, porém sem atingir
completamente a borda da placa apds sete dias. A colénia caracterizou-se por
micélio denso e aderido ao substrato, com formagao abundante de micélio aéreo
de textura algodonosa compacta. A coloracdo manteve-se branca ao longo do
periodo experimental. No reverso, nao foram observadas alteracbes

pigmentares significativas.

P. ostreatus (Figura 4 E1-E2) apresentou crescimento vigoroso, com
elevada densidade micelial e organizagdo homogénea, ocupando grande parte
da superficie da placa no periodo avaliado. A col6nia exibiu textura lanosa, com
micélio aéreo espesso e bem desenvolvido, formando uma camada
tridimensional perceptivel sobre o substrato. O padrdo de expansao foi radial e
centrifugo, com margens regulares e continuas, sem evidéncia de setorizagao.

Observou-se maior compactacao estrutural na regido central, com transi¢céao
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gradual para periferia levemente mais difusa. A coloragdo manteve-se branca ao
longo do periodo experimental. No reverso nao foram observadas alteragbes

pigmentares nem difusdo de metabdlitos no meio.

P. pulmonarius (Figura 4 F1-F2) exibiu crescimento radial expansivo,
cobrindo integralmente a superficie da placa no periodo avaliado. A colénia
apresentou miceélio aéreo abundante, de aspecto algodonoso, com organizagao
filamentosa homogénea. A coloracdo manteve-se branca no anverso ao longo
do periodo experimental. No reverso, ndo foram observadas alteracdes

pigmentares relevantes, preservando-se as caracteristicas originais do meio.

L. edodes (Figura 4 G1-G2) apresentou crescimento radial lento,
mantendo padrao centrifugo regular, porém com expansao limitada, nao
atingindo a borda da placa apos sete dias de incubagédo. A colénia caracterizou-
se por micélio denso e fortemente aderido ao substrato, com formacao de micélio
aéreo de textura algodonosa compacta. A coloracédo manteve-se branca ao longo
do periodo experimental. No reverso, ndo foram observadas alteragdes

pigmentares significativas.

P. djamor (Figura 4 H1- H2) exibiu crescimento radial expansivo, cobrindo
integralmente a superficie da placa no periodo avaliado. A colénia apresentou
micélio aéreo abundante, de aspecto algodonoso, com organizacao filamentosa
homogénea. A coloragcdo manteve-se predominantemente branca no anverso,
sendo observada discreta pigmentagdo rosada na regido de origem e maior
densidade micelial. No reverso, ndo foram observadas alteracées pigmentares

relevantes, mantendo-se as caracteristicas originais do meio.

De modo geral, os isolados apresentaram contrastes marcantes quanto a
taxa de expansao radial, densidade e organizagcéo do micélio aéreo, bem como
na produgcdo de pigmentos. Espécies com crescimento mais acelerado
apresentaram rapida colonizacdo da superficie, enquanto basidiomicetos

tenderam a formar coldnias mais densas e estruturalmente organizadas.

A Tabela 3 evidéncia de forma sistematica diferencas entre os isolados
guanto a expansao radial, organizagéo estrutural e densidade do micélio aéreo.

T. reesei RUT-C30 e B. adusta apresentaram crescimento rapido e cobertura
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completa da placa, enquanto C. byssicola e P. citrinopileatus exibiram expanséo
mais lenta e cobertura parcial apos sete dias. Predominou textura algodonosa,
com variagdes na compactagao micelial; P. ostreatus destacou-se pela textura
lanosa e maior coesdo estrutural, ao passo que C. byssicola apresentou
crescimento menos compacto e morfologicamente heterogéneo. Zonamento
concéntrico foi observado apenas em B. adusta. Alteragdo cromatica associada
a esporulacdo ocorreu exclusivamente em T. reesei, enquanto os demais
isolados mantiveram coloragéo branca e auséncia de pigmentagao difusivel. Em
conjunto, os resultados demonstram variagdes estruturais relevantes entre os

isolados, estabelecendo parametros comparativos para os ensaios de cocultivo.
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Tabela 3 - Caracterizagdo macroscopica do crescimento micelial dos isolados em monocultivo em meio BDA apés 7 dias de incubagéo. Sao apresentados os padroes de
expansao radial, densidade e organizagéo do micélio aéreo, textura superficial da colénia, presenga de zonamento, alteragdes de pigmentacédo no anverso e reverso das placas

e grau de cobertura da superficie do meio sélido.

Espécie Figura Padr.ao de Expansao Micélio aéreo Textura Zonamento Pigmentacao Pigmentacao Cobertura
crescimento (anverso) (reverso)

, . R - . Amarelada/ .

T. reesei A1-A2 Radial homogéneo Rapida Moderado Pulverulenta Concéntrico Amarelada difusa Completa
esverdeada

C. byssicola B1-B2  Amorfo / nio radial Lenta Moderado Algodonosa Ausente Branca/rosada Ler\;esr:ggte Parcial
B. adusta C1-C2 Radial expansivo Rapida Abundante Algodonosa Concéntrico Branca Sem alteragéo Completa
P'. , , D1-D2  Radial homogéneo  Moderada Abundante Algodonosa Ausente Branca Sem alteragéo Parcial
citrinopileatus
P. ostreatus E1-E2  Radial homogéneo Rapida Abundante Lanosa Ausente Branca Sem alteragéo Completa
P. pulmonarius F1-F2 Radial Rapida Abundante Abundante Ausente Branca Sem alteragéo Completa
L. edodes G1-G2 Radial Lenta Abundante Abundante Ausente Branca Sem alteragao Parcial
P. djamor H1-H2 Radial Rapida Abundante Abundante Ausente Branca/rosada Sem alteragéo Completa
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Tabela 4: Caracterizagdo macroscopica das interagdes em cocultivo entre T. reesei RUT-C30 e os demais isolados em meio BDA (7 dias), incluindo dominancia radial, tipo de
zona de contato, interpenetracao hifal, modulagao estrutural na interface e classificacdo da interacgao.

Combinacgao

Cédigo Dominancia radial

Zona de contato

Interpenetracao hifal

Modulagao estrutural na
interface

Tipo de interagao

T. reesei RUT-C30
+ P. citrinopileatus

T. reesei RUT-C30
+ P. pulmonarius

T. reesei RUT-C30
+ P. djamor

T. reesei RUT-C30
+ B. adusta

T. reesei RUT-C30
+ C. byssicola

T. reesei RUT-C30
+ L. edodes

T. reesei RUT-C30
+ P. ostreatus

A1-A2

B1-B2

C1-C2

D1-D2

E1-E2

F1-F2

G1-G2

Predominiode T.
reesei

Predominiode T.
reesei

Predominiode T.
reesei

Equilibrado

Predominio
acentuado de T.
reesei

Predominio
acentuado de T.
reesei

Predominiode T.
reesei

Parcialmente
definida

Parcialmente
definida

Definida

Definida

Difusa

Difusa

Parcialmente
definida

Interpenetracao superficial

Interpenetracao superficial

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Interpenetracao superficial

Alteracao local da densidade
micelial

Alteragao local da densidade
micelial

Delimitagao nitida sem
reorganizacao evidente

Alteracao local da densidade
micelial

Delimitagdo nitida sem
reorganizacgao evidente

Delimitagao nitida sem
reorganizacgao evidente

Alteracao local da densidade
micelial

Competitiva com
coexisténcia

Competitiva com
coexisténcia

Competitiva com
coexisténcia

Competitiva com
coexisténcia

Competitiva com
repressao

Competitiva com

dominancia (T. reesei)

Competitiva com
coexisténcia
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5.1.2 Caracterizagao das interagdées em cocultivo

As interacbes interespecificas foram avaliadas em ensaios de cocultivo
em meio BDA, com inoculacdo simultanea de T. reesei RUT-C30 e cada um dos
isolados previamente caracterizados em monocultivo (Figura 5). A analise
concentrou-se na dinamica de expansao radial, formacédo de zonas de contato,

ocorréncia de sobreposicao hifal e alteragdes morfologicas na interface de

interacao.

Figura 5: Caracterizagdo macroscopica das interagdes interespecificas em cocultivo em meio BDA apos 7
dias de incubacao: T. reesei RUT-C30 + P. citrinopileatus (A1: anverso; A2: reverso); T. reesei RUT-C30 +
P. pulmonarius (B1: anverso; B2: reverso); T. reesei RUT-C30 + P. djamor (C1: anverso; C2: reverso); T.
reesei RUT-C30 + B. adusta (D1: anverso; D2: reverso); T. reesei RUT-C30 + C. byssicola (E1: anverso; E2:
reverso); T. reesei RUT-C30 + L. edodes (F1: anverso; F2: reverso).
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No cocultivo entre T. reesei RUT-C30 e P. citrinopileatus (Figura 5 A1-A2),
observou-se crescimento diferencial entre os isolados, com predominancia inicial
da expanséao radial de T. reesei. Durante o crescimento, foi evidenciada a
formacédo de um halo radial intermediario, correspondente a aproximadamente
metade da extensdo da colbnia, caracterizado por maior densidade micelial. Na
regidao de contato, verificou-se formacgdo de faixa delimitadora perceptivel,
associada a redugao do crescimento radial de P. citrinopileatus. Foi observada
sobreposicao parcial das colénias, com hifas aéreas de P. citrinopileatus
avangando sobre o micélio de T. reesei. Apesar da interacdo competitiva, ndo se
estabeleceu uma delimitacdo espacial completamente definida, e ambos os
organismos mantiveram coexisténcia, preservando caracteristicas morfolégicas

semelhantes as observadas em monocultivo.

No cocultivo com P. pulmonarius (Figura 5 B1-B2), observou-se padrao
semelhante, com avango mais rapido de T. reesei RUT-C30 em diregao a regiao
central da placa. A zona de contato apresentou faixa delimitadora evidente,
associada a reducdo da expansao radial do basidiomiceto. Também foi
observada sobreposicdo parcial, com hifas aéreas de P. pulmonarius se
projetando sobre o micélio de T. reesei. Assim como na interagao anterior, ambos
0s organismos mantiveram coexisténcia e preservaram suas caracteristicas

morfoldgicas tipicas.

Na interacdo com P. djamor (Figura 5 C1-C2), observou-se avango
predominante de T. reesei, embora seu crescimento nao tenha atingido
completamente as porg¢des laterais adjacentes ao miceélio do basidiomiceto. A
formagdo de faixa delimitadora na interface foi evidente, acompanhada de
reducdo da expansado radial de P. djamor. Diferentemente das interagdes
anteriores, nao foi observada sobreposicao hifal significativa entre as colénias. A
coexisténcia foi mantida, com dominio espacial mais acentuado de T. reesei,
mantendo-se as caracteristicas estruturais previamente descritas em

monocultivo.

No cocultivo entre T. reesei RUT-C30 e B. adusta (Figura 5 -D2),
observou-se crescimento relativamente equilibrado, com ocupag¢ao aproximada

de 50% da superficie da placa por cada organismo. A zona de contato
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estabeleceu-se de forma bem definida na regido central, mantendo-se a
organizacao estrutural caracteristica de ambas as espécies. O padrdao zonado
previamente observado em B. adusta mostrou-se menos evidente nas

proximidades da interface, indicando modulacao local da densidade micelial.

Ainteracado com C. byssicola (Figura 5 E1-E2) apresentou padrao distinto,
caracterizado por crescimento irregular e auséncia de sobreposi¢cao hifal na
regiao de contato. Observou-se redugao da heterogeneidade estrutural de C.
byssicola proxima a interface, associada a menor densidade micelial e reducéo

do avanco radial de T. reesei RUT-C30 na regido adjacente.

No cocultivo com L edodes (Figura 5 F1-F2), observou-se crescimento
radial mais lento do basidiomiceto, com avango predominante de T. reesei. A
zona de contato apresentou delimitacao clara, sem evidéncia de interpenetracao
profunda das col6nias, mantendo-se uma fronteira micelial estavel até o final do

periodo de incubacéo.

No cocultivo com P. ostreatus (Figura 5 G1-G2), observou-se, avango
rapido de T. reesei RUT-C30 em diregédo a regido central da placa. A zona de
contato apresentou faixa delimitadora evidente, associada a redugédo da
expansao radial do basidiomiceto. Também foi observada sobreposi¢ao parcial,
com hifas aéreas de P. ostreatus se projetando sobre o micélio de T. reesei,
ambos o0s organismos mantiveram coexisténcia e preservaram suas

caracteristicas morfoldgicas tipicas.

De maneira geral, as interacbées em cocultivo foram caracterizadas por
predominancia variavel do crescimento radial de T. reesei, formacao de zonas
de contato delimitadas e diferentes graus de sobreposicéo hifal e modulagéo
estrutural na interface. As combinacdes testadas evidenciaram padroes distintos

de competicao espacial e reorganizacdo morfoldgica entre os isolados.

A analise comparativa apresentada na Tabela 4 evidencia que as
interacbes em cocultivo foram predominantemente caracterizadas por
competicdo espacial, com diferentes graus de dominancia radial de T. reesei.
Nas combinacbées com P. citrinopileatus e P. pulmonarius, observou-se

estabelecimento de zonas de exclusdo parcial associadas a interpenetragao
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superficial das hifas dos basidiomicetos, configurando interagées competitivas
com coexisténcia. Ja na interagdo com P. djamor, a auséncia de interpenetracéo
e a presenca de zona de exclusao mais definida indicaram padrdao competitivo
dominante de T. reesei. O cocultivo com B. adusta apresentou distribuicdo
espacial equilibrada, com formacao de barreira micelial central e modulacéo do
padrao zonado previamente observado em monocultivo, caracterizando
interacdo equilibrada competitiva. Por sua vez, a interacdo com C. byssicola
resultou em zona de contato difusa e modulag&o estrutural mutua, enquanto o
cocultivo com L. edodes evidenciou formacao de fronteira micelial estavel sem
interpenetracéao significativa. Em conjunto, os dados demonstram que, embora a
competicdo espacial tenha sido o padrao predominante, o grau de dominancia e
reorganizagao estrutural na interface variou conforme a combinacéo

interespecifica avaliada.

5.1.3 Sintese comparativa das interagdes observadas

A caracterizagdo morfologica dos monocultivos (Figura 4; Tabela 3)
evidenciou diferencas estruturais entre os isolados quanto a taxa de expansao
radial, densidade micelial, organizacdo do micélio aéreo e produgao de
pigmentos. T. reesei RUT-C30 destacou-se pelo crescimento radial rapido e pela
esporulagdo precoce, enquanto B. adusta apresentou expansdo igualmente
rapida, associada a formacdo de zonamento concéntrico. Entre os
basidiomicetos do género Pleurotus, observou-se crescimento radial moderado
a vigoroso, com elevada densidade micelial e organizagao estrutural
homogénea, ao passo que C. byssicola exibiu padrdao amorfo e crescimento

menos compacto.

Nos ensaios de cocultivo (Figura 5; Tabela 4), verificou-se predominancia
variavel de T. reesei RUT-C30 na ocupacgao espacial, com estabelecimento de
diferentes padrbes de zona de contato, incluindo exclusdo parcial, barreira
micelial definida e fronteira estavel. As interacbes com P. citrinopileatus, P.
pulmonarius e P. ostreatus, foram caracterizadas por competicdo com
coexisténcia e interpenetragao superficial. A interagdo com P. djamor apresentou
dominéncia mais acentuada de T. reesei, com zona de exclusao definida e

auséncia de interpenetracao significativa. O cocultivo com B. adusta evidenciou
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crescimento espacial equilibrado entre os organismos e atenuagédo do padrao
zonado observado em monocultivo. Ja a interacédo com C. byssicola resultou em

modulagao estrutural mutua na regido de contato.

Com base nesses padrbes, foram selecionados para as etapas
subsequentes B. adusta, P. citrinopileatus, P. pulmonarius e C. byssicola. B.
adusta foi incluida em razao do crescimento espacial equilibrado e da modulagéo
do zonamento na interface. P. citrinopileatus, P. ostreatus e P. pulmonarius foram
selecionados por apresentarem interagdo competitiva com coexisténcia e
interpenetracéo superficial. A inclusao de C. byssicola permitiu estabelecer uma
condicdo comparativa entre ascomicetos, funcionando como referéncia para

avaliagao de interagdes intra-filo.

Por outro lado, P. djamor e L. edodes nao foram priorizados em razéo da
predominancia mais evidente de T. reesei RUT-C30 e da formacao de zonas de
exclusao mais definidas. P. ostreatus, embora tenha apresentado crescimento
vigoroso em monocultivo, ndo exibiu padrdo de interacdo contrastante em

relagdo aos demais basidiomicetos avaliados.

Em conjunto, os resultados do screening em meio solido forneceram
critérios objetivos para a selecdo das combinagcbes submetidas a triagem

funcional em meio liquido.

5.2 Screening funcional em meio liquido
5.2.1 Atividades celuloliticas no screening de 7 dias

O screening funcional em meio suplementar + BCA padrao foi realizado apos
sete dias de cultivo, com determinacao das atividades de CMCase, mananase,
pectinase e xilanase. Foram avaliados os monocultivos dos organismos
definidos na segao anterior (B. adusta, P. citrinopileatus, P. pulmonarius, P.
ostreatus e C. byssicola), os cultivos contendo T. reesei RUT-C30 e os
respectivos cocultivos entre T. reesei RUT-C30 e cada organismo parceiro. As
comparagdes estatisticas foram conduzidas dentro de cada sistema
independente, com ajuste de Sidak (p < 0,05), conforme apresentado na Figura
6, na qual as letras indicam diferencgas estatisticas entre tratamentos.
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Figura 6: Atividades de CMCase, mananase, pectinase e xilanase apos sete dias de cultivo em meio liquido.
Os sistemas estéo organizados, da esquerda para a direita, como B. adusta, C. byssicola, P. citrinopileatus,
P. ostreatus e P. pulmonarius. Em cada sistema, os tratamentos seguem a ordem: monocultivo do
organismo parceiro, cultivo contendo T. reesei RUT-C30 e cocultivo. As barras representam médias
ajustadas (emmeans) * erro padrao. Letras distintas indicam diferenga significativa entre tratamentos dentro
de cada sistema (Sidak, p < 0,05).

De maneira geral, a presengca de T. reesei RUT-C30 promoveu incremento
significativo das atividades enzimaticas em relagdo aos monocultivos dos
parceiros fungicos (Figura 6). Entretanto, ao comparar especificamente o
cocultivo com o tratamento contendo T. reesei, verificou-se que o cocultivo
superou os valores observados para o cultivo contendo apenas T. reesei RUT-

C30 no sistema apenas em situagdes especificas e sem suporte estatistico.

Para CMCase, apenas o sistema envolvendo B. adusta apresentou valor
numericamente superior no cocultivo em relagéo ao cultivo contendo T. reesei.
Contudo, essa diferenga nao foi estatisticamente significativa, conforme indicado
pelas letras de significancia. No caso da mananase nao foram observados
sistemas em que o cocultivo apresentasse valores superiores ao cultivo
contendo T. reesei. Em todos os organismos avaliados, os valores foram

equivalentes ou inferiores. Para pectinase o sistema envolvendo P
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citrinopileatus apresentou atividade numericamente superior no cocultivo quando
comparado ao cultivo contendo T. reesei. Entretanto, essa diferenga também néo
foi estatisticamente significativa. Situacdo semelhante foi observada para
xilanase no mesmo sistema, em que o cocultivo apresentou valor ligeiramente

superior, porém sem distingao estatistica.

Em conjunto, os resultados indicam que, no sétimo dia de cultivo, os
sistemas contendo T. reesei RUT-C30 apresentaram atividades superiores aos
monocultivos dos organismos parceiros. Contudo, ndo foi observada
superioridade estatistica do cocultivo em relagcdo ao cultivo contendo apenas T.
reesei RUT-C30 para nenhuma das enzimas avaliadas no ponto temporal
analisado. Em algumas combinacgdes, verificaram-se incrementos numéricos no

cocultivo, porém sem distincdo estatistica entre os tratamentos.

5.2.2 Comparagao monocultivos vs cocultivos

A comparacao direta entre o cultivo contendo T. reesei RUT-C30 e
respectivo cocultivo no sétimo dia de incubacio esta sintetizada na Tabela 5.
Considerando todas as enzimas e organismos avaliados, verificou-se que, na
maioria das combinacdes, os valores do cocultivo foram estatisticamente
equivalentes aos observados para o cultivo contendo T. reesei RUT-C30 (Figura
6).

Tabela 5: Condi¢gdes em que o cocultivo apresentou atividade enzimatica numericamente superior ao cultivo
contendo T. reesei RUT-C30 apds sete dias de cultivo em meio liquido. Sdo apresentados os valores
médios de atividade (U/mL) para cada enzima avaliada. A significancia estatistica foi determinada pelo teste
de Sidak (p < 0,05).

Organismo Enzima T. reesei RUT-  Cocultivo cg:lltjil‘tlg'(;f Diferenga

parceiro C30 (U/mL) (U/mL) . estatistica
reesei

B. adusta CMCase 1,59 1,72 Sim Nao

R Pectinase 8,88 11,6 Sim N&o

citrinopileatus

P Xilanase 11,8 12,0 Sim Nao

citrinopileatus

Conforme apresentado na Tabela 5: Condicbes em que o cocultivo
apresentou atividade enzimatica numericamente superior ao cultivo contendo T.
reesei RUT-C30 apods sete dias de cultivo em meio liquido. Sao apresentados os
valores médios de atividade (U/mL) para cada enzima avaliada. A significancia

estatistica foi determinada pelo teste de Sidak (p < 0,05)., apenas trés situagdes
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apresentaram valores numericamente superiores no cocultivo em relagdo ao
cultivo contendo T. reeser: (i) o sistema envolvendo B. adusta para CMCase (1,72
U/mL no cocultivo versus 1,59 U/mL no cultivo contendo T. reesei); (ii) o sistema
envolvendo P. citrinopileatus para pectinase (11,6 U/mL versus 8,88 U/mL); e (iii)

0 mesmo organismo para xilanase (12,0 U/mL versus 11,8 U/mL).

Entretanto, em nenhuma dessas condigdes foi observada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos, conforme indicado pelas letras de
significancia na Figura 6. Para todas as demais combinac¢des analisadas, o
cultivo contendo T. reesei RUT-C30 apresentou valores iguais ou superiores ao
cocultivo, ndo sendo detectada superioridade estatistica do cocultivo em relagcéo

ao tratamento contendo apenas T. reesei RUT-C30 no ponto temporal avaliado.

5.2.3 Selegao do sistema modelo

A definicdo do sistema modelo considerou de forma integrada: (i) a
magnitude absoluta das atividades enzimaticas, (ii) o desempenho do cocultivo
em relagcdo ao monocultivo do parceiro, (iii) a consisténcia entre enzimas
avaliadas e (iv) a coeréncia com os padrdes morfoldégicos observados em meio

solido.

Dentre as combinagcbes analisadas, o sistema envolvendo P
citrinopileatus e T. reesei RUT-C30 apresentou valores absolutos elevados para
multiplas enzimas hidroliticas, com incremento significativo do cocultivo em
relagdo ao monocultivo do parceiro fungico. Além disso, foram observadas
tendéncias numéricas de aumento para pectinase e xilanase no cocultivo, ainda

que sem distingao estatistica em relagdo ao cultivo contendo apenas T. reesei.

Considerando o desempenho funcional global e a interagdo morfologica
previamente caracterizada, essa combinagao foi selecionada como sistema

modelo para as analises cinéticas subsequentes.

96



5.3 Consolidacao e caracterizacao cinética do sistema
modelo (9 dias)

5.3.1 Consolidacao dos ensaios independentes e controle de
variabilidade experimental

A caracterizacdo das atividades enzimaticas ao longo do tempo foi
inicialmente conduzida a partir da concatenagdo de cinco ensaios
independentes, realizados em momentos distintos sob condi¢gdes experimentais
idénticas, com amostragem diaria ao longo de nove dias. Para cada enzima
avaliada (CMCase, mananase, pectinase e xilanase) foram obtidas 1.719 leituras
brutas de absorbancia, correspondentes as réplicas técnicas distribuidas entre
tratamentos e dias. Apds corregcao por brancos especificos (por dia e/ou
tratamento, conforme aplicavel) e consolidagao das réplicas técnicas por média,
o conjunto de dados foi reduzido para 405 observagbes por enzima,

representando as unidades experimentais no nivel de réplica bioldgica.

A triagem de valores extremos no nivel biolégico (tratamento x dia x
ensaio independente) nao identificou outliers extremos para nenhuma das
enzimas (total_out = 0). Entretanto, a inspecao exploratoria dos dados revelou
heterogeneidade entre ensaios em pontos especificos da cinética. A visualizagao
das curvas de atividade estratificadas por ensaio independente evidenciou
discrepancia pontual associada ao ensaio 1 no dia 7, com deslocamento
consistente em relagdo aos demais ensaios. Essa diferenca tornou-se
particularmente evidente nos boxplots de distribuicdo por ensaio para o dia 7
(Figura 7), nos quais o ensaio 1 apresentava valores sistematicamente
superiores aos demais, sugerindo influéncia desproporcional sobre as médias

estimadas desse ponto temporal.
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Figura 7: Distribuicdo das atividades enzimaticas no nivel de ensaio independente ao longo do cultivo.
Boxplots representando a variagdo das atividades de CMCase, mananase, pectinase e xilanase ao longo
de nove dias de cultivo para os tratamentos monocultivo de P. citrinopileatus (pc), monocultivo de T. reesei
RUT-C30 (tr) e cocultivo (co). Cada boxplot corresponde a distribuicdo das médias biolégicas de cada
ensaio independente (n = 5 no conjunto completo)

Tal discrepancia nédo configurou outlier extremo segundo os critérios
estatisticos aplicados, uma vez que os valores permaneciam dentro da variagéo
global observada. Contudo, considerando que o dia 7 era interpretado como
ponto central na definicdo do perfil funcional do sistema, essa heterogeneidade
localizada poderia influenciar de forma desproporcional a estimativa das médias
naquele ponto temporal.
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Dessa forma, foi conduzida uma nova analise, com exclusédo do conjunto
de dados intitulado como ensaio 1, visando avaliar a robustez das estimativas e
reduzir a influéncia da variabilidade entre ensaio pontual. Apés a remocgéao, o
conjunto de dados passou a conter 1.368 leituras brutas e 324 observagdes
biolégicas por enzima. Observou-se redugdo substancial da amplitude entre
ensaio no dia 7 para multiplas enzimas, especialmente mananase (amplitude no
cocultivo reduzida de 0,823 para 0,188) e xilanase (amplitude no cocultivo
reduzida de 1,33 para 0,236), confirmando que o conjunto completo apresentava
aumento artificial da estimativa naquele ponto temporal. A reanalise teve carater
exploratorio e confirmatério, com objetivo de avaliar a estabilidade das

estimativas frente a heterogeneidade interensaio.

As andlises estatisticas finais foram conduzidas a partir do conjunto
refinado, utilizando modelos lineares mistos incorporando o ensaio independente

como efeito aleatorio (1|rep_ens).
atividade ~ tratamento x dia

Para todas as enzimas, os efeitos principais de tratamento e dia foram
significativos (ANOVA tipo Ill, p < 0,001). A interagdo tratamento x dia foi
significativa para CMCase, mananase e xilanase (p < 0,001) e, apés a reanalise,
também para pectinase (p = 0,046), indicando que a reducao da variabilidade
entre ensaios aumentou a capacidade de discriminar diferengas temporais entre

tratamentos.

5.3.2 Perfil cinético das enzimas hidroliticas naturais

A analise cinética das atividades de CMCase, mananase, pectinase e
xilanase ao longo de nove dias revelou dindmica temporal enzima-dependente,
com maximos distribuidos entre os dias 5 e 9, dependendo da enzima avaliada
(Figura 8)
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Figura 8: Perfil cinético das atividades de CMCase (A), mananase (B), pectinase (C) e xilanase (D)
determinadas ao longo de nove dias de cultivo em meio liquido para P. citrinopileatus, T. reesei RUT-C30
e o respectivo cocultivo. As barras representam médias ajustadas (emmeans) + erro padréo, obtidas a
partir de modelo linear misto com ensaio independente como efeito aleatério. Letras distintas indicam
diferenga significativa entre tratamentos dentro de cada dia (Sidak, p < 0,05).

Para CMCase (Figura 8 A), observou-se aumento progressivo ao longo
do cultivo, com maximos no dia 9 tanto em T. reesei RUT-C30 (11,90 U/mL)
quanto no cocultivo (10,57 U/mL). Em P. citrinopileatus, o maior valor também

ocorreu no dia 9 (4,68 U/mL), indicando perfil tardio para essa atividade.

Na mananase (Figura 8 B), o padrdo maximo foi igualmente tardio, com
picos no dia 9 para T. reesei RUT-C30 (7,26 U/mL) e cocultivo (5,96 U/mL),
enquanto P. citrinopileatus apresentou maior valor no dia 6 (2,32 U/mL). Esse
deslocamento do pico em relagdo ao conjunto completo reforca que a

discrepancia entre ensaios no dia 7 influenciava a estimagao pontual.

Para pectinase (Figura 8 C), o cocultivo apresentou pico no dia 7 (9,93
U/mL), com T. reesei RUT-C30 também atingindo maior valor no dia 7 (8,80
U/mL), enquanto P. citrinopileatus apresentou maximo no dia 6 (5,47 U/mL).
Apesar de manter o pico em tr/co no dia 7, as magnitudes foram inferiores as do
conjunto completo, compativeis com a hipotese de superestimagao pontual da

média estimada no dia 7 anteriormente observado.
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Na xilanase (Figura 8 D), a reanalise indicou maximos mais precoces, com
pico no dia 5 para T. reesei RUT-C30 (15,03 U/mL) e cocultivo (13,68 U/mL), e
no dia 6 para P. citrinopileatus (13,49 U/mL). Assim, a atividade xilanolitica atingiu
seu maximo antes do intervalo tardio associado as enzimas CMCase e

mananase.

De forma integrada, os resultados indicam que o sistema apresenta uma
janela funcional 6tima distribuida ao longo do cultivo, com xilanase mais precoce
(dia 5-6), pectinase em torno do dia 7 e maximos tardios para
CMCase/mananase (dia 9 evidenciando dindmica temporal diferenciada entre as

enzimas avaliadas.

5.3.3 Comparacao temporal sob a ética do cocultivo

Considerando como critério central o incremento do cocultivo em relagao
ao monocultivo contendo T. reesei, verificou-se que a superioridade do cocultivo
foi limitada a pontos especificos da cinética e predominantemente associada a

pectinase.

Tabela 6: Pontos temporais em que o cocultivo apresentou atividade enzimatica superior ao monocultivo
de T. reesei RUT-C30 ao longo do cultivo. As médias estimadas (U/mL) foram obtidas por modelo linear
misto (atividade ~ tratamento x dia, com ensaio independente como efeito aleatdrio). Letras indicam
agrupamentos estatisticos pelo teste de Sidak (p < 0,05); tratamentos que compartilham a mesma letra nao
diferem estatisticamente.

T. reesei . . .
Enzima bia RUT.C30 e ) estatition

(U/mL) ’
Pectinase 3 5,54 6,41 sim ab/b Nao
Pectinase 4 5,42 7,22 sim ab/b Nao
Pectinase 5 6,52 8,28 sim ab/b Néao
Pectinase 6 7,98 8,26 sim b/b Nao
Pectinase 7 8,80 9,93 sim b/b Néao
Pectinase 8 8,17 8,85 sim b/b N&o
Pectinase 9 8,71 8,97 sim b/b N&o

Conforme sintetizado na Tabela 6, a superioridade numérica do cocultivo
em relagdo ao monocultivo contendo T. reesei RUT-C30 foi mais evidente para
a pectinase. Entre os dias 3 e 9, o cocultivo apresentou valores médios
superiores aos de T. reesei, com maior diferenga observada no dia 7 (9,93 vs

8,80 U/mL). Nos dias 8 e 9, os valores permaneceram préximos entre os dois
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tratamentos, mantendo-se discreta vantagem numérica do cocultivo. Contudo,
as comparagoes multiplas pelo teste de Sidak indicaram compartilhamento das
mesmas letras de agrupamento entre tr e co nesses pontos temporais, A
auséncia de significancia estatistica deve ser interpretada considerando o

numero limitado de réplicas bioldgicas disponiveis nesta etapa experimental.

Para CMCase e mananase, o padrao foi convergente. Nos dias iniciais da
cinética (1-3), os valores médios foram semelhantes entre os tratamentos;
entretanto, a partir do dia 5, o monocultivo de T. reesei RUT-C30 apresentou
incremento mais acentuado. Para CMCase, os maiores valores foram
registrados no dia 9 (11,90 U/mL em T. reesei RUT-C30 e 10,56 U/mL no
cocultivo), com distingao estatistica entre os tratamentos na maior parte da fase
final da cinética. De modo semelhante, para mananase, o monocultivo atingiu
7,26 U/mL no dia 9, enquanto o cocultivo apresentou 5,96 U/mL, com separacao

estatistica entre os tratamentos a partir da fase intermediaria do cultivo.

Na xilanase, ambos os tratamentos apresentaram aumento progressivo
até o pico observado no dia 5. Nesse ponto, T. reesei RUT-C30 atingiu 15,03
U/mL e o cocultivo 13,68 U/mL. A analise post hoc indicou distingao estatistica
nos dias 5 e 6, com o monocultivo formando grupo distinto do cocultivo. Nos dias
subsequentes (7-9), as médias aproximaram-se, embora o padrao de valores

superiores em T. reesei RUT-C30 tenha sido mantido.

De forma geral, a comparagdao temporal demonstra que o cocultivo
acompanhou a tendéncia cinética observada no monocultivo de T. reesei, com
diferengas de magnitude dependentes da enzima e do ponto temporal analisado.
A superioridade numérica do cocultivo foi mais consistente para pectinase,
enquanto para CMCase, mananase e xilanase o monocultivo apresentou
maiores valores meédios nos principais pontos de maxima atividade ao longo da

cinética.
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5.4 Robustez e reprodutibilidade do sistema modelo
(15 dias)
5.4.1 Aumento do numero amostral e verificagcao de
consisténcia experimental
A avaliagdo ampliada do sistema modelo foi conduzida ao longo de 15
dias de cultivo, com amostragem nos dias 1, 3, 6, 9, 12 e 15, utilizando maior
numero de réplicas biolégicas em comparagao ao ensaio cinético inicial. Para
cada enzima avaliada, foram obtidas 450 leituras brutas de absorbancia (ou 324
no caso da lacase), resultando em 108 observagdes bioldgicas finais por enzima

apods consolidagao das réplicas técnicas.

A triagem de valores extremos no nivel bioldgico identificou numero
reduzido de outliers (variando entre 0 e 6, dependendo da enzima), os quais
tratados conforme pipeline. A baixa proporcdo de exclusdes reforca a

consisténcia experimental do ensaio ampliado.

Diferentemente da etapa anterior, este experimento nido incluiu réplicas
de ensaio independentes, concentrando-se no aumento do N bioldgico dentro de
um unico cultivo ampliado. Assim, a variabilidade observada reflete

predominantemente dispersao bioldgica intragrupo, e ndo efeito interensaio.

As analises estatisticas foram conduzidas por modelos lineares (atividade
~ tratamento x dia), evidenciando efeitos significativos de tratamento, dia e
interagdo tratamento x dia para a maioria das enzimas avaliadas (ANOVA, p <
0,001 na maior parte dos casos), indicando que a expansao temporal permitiu

maior resolucao da dinamica funcional do sistema.

5.4.2 Perfil ampliado das enzimas CAZy naturais (15 dias)

A anadlise das enzimas hidroliticas naturais (CMCase, mananase,
pectinase e xilanase) ao longo de 15 dias revelou redistribuicao temporal dos
maximos em comparagao ao ensaio de 9 dias (Figura 9).
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Figura 9: Perfil cinético ampliado das enzimas hidroliticas naturais ao longo de 15 dias de cultivo.
(A) CMCase; (B) mananase; (C) pectinase; (D) xilanase. As atividades enzimaticas (U/mL) foram
determinadas nos dias 1, 3, 6, 9, 12 e 15 para os tratamentos monocultivo de T. reesei, monocultivo de P.
citrinopileatus e cocultivo. Os valores representam médias estimadas (emmeans) obtidas por modelo linear
(atividade ~ tratamento x dias). Letras indicam agrupamentos estatisticos pelo teste de Sidak (p < 0,05)

Para CMCase (Figura 9 A), observou-se incremento progressivo a partir
do dia 6, com maximos tardios no dia 12 para T. reesei RUT-C30 (8,65 U/mL) e
no dia 15 para o cocultivo (7,90 U/mL). P. citrinopileatus apresentou valores
inferiores ao longo de toda a cinética. O padrdo confirma perfil

predominantemente tardio para a atividade celulolitica.

Na mananase (Figura 9 B), os maiores valores foram concentrados no dia
12 para T. reesei RUT-C30 (9,87 U/mL) e cocultivo (8,86 U/mL), com leve
reducao no dia 15. O perfil reforga comportamento semelhante ao da CMCase,

com predominancia na fase final do cultivo.

Para pectinase (Figura 9 C), a atividade apresentou incremento continuo,
com maximos no dia 15 para T. reesei RUT-C30 (8,73 U/mL) e cocultivo (8,81
U/mL), enquanto P. citrinopileatus atingiu maior valor no dia 12. O deslocamento
do pico para dias mais tardios indicando incremento progressivo da fragao

pectinolitica ao longo do cultivo ampliado.
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Na xilanase (Figura 9 D), padrao diferiu das demais hidrolases, com
maximo concentrado no dia 9 para todos os tratamentos (30,4 U/mL em T. reesei;
29,1 U/mL no cocultivo; 24,9 U/mL em P. citrinopileatus), seguido de redugéo nos
dias 12 e 15. Assim, mesmo no horizonte ampliado, a atividade xilanolitica

mantém carater relativamente mais precoce.

De forma integrada, o perfil das Enzimas CAZy naturais indica transigao
temporal: maxima xilanolitica no dia 9, seguida de intensificagao celulolitica e

mananolitica nos dias 12-15.

5.4.3 Enzimas CAZy sintéticas (substratos pNPG e pNPX)

A avaliagcdo com substratos sintéticos permitiu investigar atividades B-
glicosidasica e B-xilosidasica (Figura 10).
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Figura 10: (A) B-glicosidase; (B) B-xilosidase. As atividades enzimaticas (U/mL) foram determinadas nos
dias 1, 3, 6, 9, 12 e 15 para os tratamentos monocultivo de T. reesei, monocultivo de P. citrinopileatus e
cocultivo. Os valores representam médias estimadas (emmeans) obtidas por modelo linear (atividade ~
tratamento x dia). Letras indicam agrupamentos estatisticos pelo teste de Sidak (p < 0,05).

A B-glicosidase (Figura 10 A) apresentou incremento progressivo até o dia
12, quando foram registrados os maiores valores em T. reesei RUT-C30 (5,98
U/mL) e cocultivo (5,48 U/mL), seguido de redugédo acentuada no dia 15. O

padrdo sugere pico intermediario de atividade acesséria a degradacao
celulolitica.

A B-xilosidase (Figura 10 B) exibiu incremento continuo ao longo do

cultivo, com maximos no dia 15 para todos os tratamentos (2,93 U/mL em T.
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reesei; 2,54 U/mL no cocultivo; 0,94 U/mL em P. citrinopileatus). Diferentemente

da xilanase natural, a atividade B-xilosidasica apresentou perfil tardio sustentado

5.4.4 Enzimas oxidativas e proteoliticas

Além das enzimas CAZy hidroliticas, foram avaliadas enzimas nao
classificadas como enzimas CAZy, incluindo lacase, manganés peroxidase

(MnP) e proteases, conforme apresentado na Figura 11
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Figura 11: (A) Lacase; (B) Proteases (azocaseina). As atividades enzimaticas (U/mL) foram determinadas
nos dias 1, 3, 6, 9, 12 e 15 para os tratamentos monocultivo de T. reesei, monocultivo de P. citrinopileatus
e cocultivo. Os valores representam médias estimadas (emmeans) obtidas por modelo linear (atividade ~
tratamento x dia). Letras indicam agrupamentos estatisticos pelo teste de Sidak (p < 0,05).

A atividade de lacase (Figura 11 A) apresentou forte dependéncia do
tratamento ao longo dos 15 dias de cultivo. Nos tratamentos contendo T. reesei
RUT-C30 e no cocultivo, os valores permaneceram baixos em todos os pontos
amostrais. Em contraste, o monocultivo de P. citrinopileatus apresentou aumento

progressivo a partir do dia 9, com valores elevados nos dias 12 e 15, atingindo
19,7 U/mL no dia 15.

Para a manganés peroxidase (MnP), ndo foi detectada atividade
enzimatica nas amostras analisadas. As leituras permaneceram proximas ao
branco do ensaio em todos os tratamentos e tempos avaliados, ndo permitindo

quantificacdo da atividade sob as condi¢des experimentais adotadas.

A atividade de proteases (Figura 11 B) apresentou aumento a partir do dia
6, com valores mais elevados entre os dias 9 e 15. O maior valor foi observado

no monocultivo de P. citrinopileatus no dia 9 (79,0 U/mL). Os tratamentos
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contendo T. reesei RUT-C30 e o cocultivo apresentaram valores inferiores ao
longo da cinética, sem picos acentuados comparaveis ao observado no

basidiomiceto.

5.4.5 Comparacao temporal sob a 6tica do cocultivo (15 dias)

Considerando como critério central o incremento do cocultivo em relagao
ao monocultivo contendo T. reesei, observou-se que a superioridade do cocultivo
foi enzima-dependente e concentrou-se principalmente em pectinase, além de
ocorrer pontualmente em mananase (dia 6) e em componentes n&o-CAZy
avaliados (proteases) em dias especificos. A sintese dos pontos em que o

cocultivo apresentou valores médios superiores aos de T. reesei.

Tabela 7: Pontos temporais (dias 6, 9, 12 e 15) em que o cocultivo apresentou atividade superior ao
monocultivo de T. reesei. As médias estimadas (U/mL) foram obtidas por modelo linear (atividade ~
tratamento x dia). Letras indicam agrupamentos estatisticos pelo teste de Sidak (p < 0,05); tratamentos que
compartilham a mesma letra ndo diferem estatisticamente.

T. reesei

eama b RUTGI) Coiie Cocutvor  Levss  pifeenco
(U/mL)
Mananase 6 7,223 7,247 sim b/b Nao
Pectinase 6 5,896 6,703 sim b/b Nao
Pectinase 9 7,708 8,471 sim b/b Nao
Pectinase 12 7,458 8,734 sim b/c Sim
Pectinase 15 8,726 8,814 sim b/b Nao
Proteases 6 8,640 9,776 sim ala Nao
Proteases 12 5,416 7,347 sim ala Nao
Proteases 15 6,649 8,797 sim ala Nao

Descricao dos resultados para pectinase, o cocultivo apresentou médias
numericamente superiores as de T. reesei RUT-C30 em todos os pontos
avaliados no intervalo operacional (dias 6, 9, 12 e 15). A maior separagao ocorreu
no dia 12, quando o cocultivo atingiu 8,734 U/mL e T. reesei RUT-C30 7,458
U/mL, com separagéao por letras (b/c) indicando diferencga estatistica a favor do
cocultivo. Nos demais dias (6, 9 e 15), apesar da superioridade numérica, os
tratamentos compartilharam letras, sugerindo que a tendéncia ndo se traduziu

em distincéo estatistica nesses pontos.
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Para mananase, foi observado um ponto de vantagem numérica discreta
do cocultivo no dia 6 (7,247 vs 7,223 U/mL), porém sem diferenga estatistica
(b/b). A partir do dia 9, T. reesei RUT-C30 passou a manter valores iguais ou

superiores aos do cocultivo.

Para as demais enzimas CAZy naturais (CMCase e xilanase) e para as
enzimas sintéticas (B-glicosidase e B-xilosidase), ndo foram observados pontos
(dias 6-15) em que o cocultivo superasse T. reesei. De modo geral, T. reesei
RUT-C30 manteve valores iguais ou superiores, especialmente em CMCase e

nas atividades associadas aos substratos sintéticos em pontos tardios.

Entre os marcadores nao-CAZy, as proteases (azocaseina) exibiram
meédias numericamente superiores no cocultivo nos dias 6, 12 e 15, mas sem
separagao por letras, indicando auséncia de evidéncia estatistica de
superioridade nesses pontos. Assim, no intervalo operacional analisado, o unico
ponto com diferenca estatistica favoravel ao cocultivo ocorreu para pectinase no
dia 12.

5.5 Eleicao do ponto temporal para analises 6micas
subsequentes

A definicdo do ponto temporal empregado nas etapas subsequentes
(hidrélise enzimatica e analises 6micas) foi baseada na sintese dos perfis
cinéticos de 9 dias (Sec¢ado 5.3) e 15 dias (Secgédo 5.4). Como critério central,
considerou-se o desempenho relativo do cocultivo em comparagdao ao
monocultivo de T. reesei RUT-C30, priorizando pontos temporais em que o
sistema apresentasse atividades ja estabelecidas e, simultaneamente, indicios

de ganho funcional associado ao cocultivo.

5.5.1 Critério de decisao e racional operacional

No ensaio de 9 dias, a superioridade do cocultivo em relagao a T. reesei
foi observada de forma recorrente para pectinase ao longo do intervalo
analisado, ainda que sem distingdo estatistica nos pontos avaliados. No ensaio
de 15 dias, o cocultivo apresentou meédias superiores as de T. reesei para
pectinase em todos os pontos do intervalo operacional (dias 6-15), com

diferenga estatistica favoravel ao cocultivo no dia 12. Para mananase, a
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vantagem do cocultivo foi discreta e restrita ao dia 6. Para as demais enzimas
avaliadas, T. reesei manteve valores iguais ou superiores na maior parte do

periodo.

5.5.2 Eleicao do dia-alvo

Com base nesses resultados, o dia 6 foi selecionado como ponto
operacional para hidrolise e analises dmicas subsequentes, por representar um
estagio em que o perfil funcional ja se encontra estabelecido e em trajetoria
ascendente, mantendo tendéncia de ganho do cocultivo em pectinase e

vantagem pontual em mananase no ensaio ampliado.

5.6 Modulagao do desempenho enzimatico do sistema
modelo em diferentes condi¢goes de pH

5.6.1 Crescimento e secreg¢ao enzimatica sob diferentes pHs

A influéncia do pH na atividade enzimatica foi avaliada na faixa de pH 4 a
7, com o objetivo de verificar se a variagado da condigao inicial do meio altera o
perfil funcional do sistema modelo e de definir uma condicdo 6tima para
padronizacao dos ensaios subsequentes. O experimento foi conduzido com o pH
previamente ajustado no meio suplementar + BCA padrao antes da inoculagao,
mantendo-se cada tratamento sob condi¢gao constante durante todo o periodo de

cultivo, sem reajuste posterior

Assim, as atividades enzimaticas quantificadas refletem a resposta
fisiolégica dos fungos as condicbes de crescimento impostas por cada pH
avaliado. Foram considerados trés tratamentos: monocultivo de P. citrinopileatus,
monocultivo de T. reesei RUT-C30 e cocultivo. O conjunto final para cada enzima
compreendeu 36 observacdes (3 tratamentos x 4 niveis de pH x 3 réplicas

biolégicas) representado na Figura 12.
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Figura 12: Atividade de CMCase, mananase, pectinase e xilanase sob diferentes pHs (4—7) nos tratamentos P.
citrinopileatus, T. reesei RUT-C30 e Cocultivo. Barras representam médias estimadas (emmeans) + erro padrao;
letras distintas indicam diferenca significativa entre tratamentos dentro de cada pH (Sidak, p < 0,05).

A anadlise por modelo linear (atividade ~ tratamento x pH) indicou efeito
significativo de pH para todas as enzimas avaliadas (p < 0,05), demonstrando
que a condigao inicial do meio influencia o desempenho enzimatico. Também foi
observado efeito significativo de tratamento, evidenciando diferengas

consistentes de magnitude entre os sistemas avaliados.
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A interacao tratamento x pH foi significativa para CMCase (p = 6,11 %
1077), mananase (p = 5,15 x 10™) e xilanase (p = 5,67 x 107), indicando que o
efeito do pH depende do tratamento para essas enzimas. Para pectinase, a
interacdo nao foi significativa ao nivel de 5% (p = 0,071), sugerindo

comportamento semelhante entre os tratamentos ao longo da variagcéo de pH.

O pH 6 concentrou as maiores médias estimadas de atividade para
mananase, pectinase e xilanase em todos os tratamentos avaliados. Para
CMCase, o pH 6 foi 6timo para T. reesei RUT-C30 e para o cocultivo, enquanto

P. citrinopileatus apresentou maior atividade em pH 7.

Quando comparadas as respectivas condigbes de maior atividade,
observaram-se reducgdes expressivas em pH 4 e, em alguns casos, em pH 7.
Para xilanase, as atividades em pH 4 foram substancialmente inferiores as
observadas em pH 6 em todos os tratamentos. Para mananase e pectinase,
houve redugéo significativa em pH 7 em relagdo ao pH 6, evidenciando menor

desempenho sob condigdo mais préxima da neutralidade.

Para CMCase, embora o pH 7 tenha maximizado a atividade em P.
citrinopileatus, os tratamentos contendo T. reesei RUT-C30 e o cocultivo
apresentaram maior atividade em pH 6, indicando resposta diferencial ao pH
entre os sistemas avaliados. Considerando o conjunto das enzimas analisadas,
o0 pH 6 representou a condicdo de maior atividade predominante e consistente
entre tratamentos, sendo definido como condicdo padrao para os experimentos

subsequentes.

5.7 Sintese da caracterizagcao funcional enzimatica do
sistema modelo

De forma integrada, os resultados apresentados nas segbes 5.2 a 5.6
evidenciam que o sistema modelo apresenta variacao temporal e dependente do
pH nas atividades enzimaticas avaliadas. Ao longo das cinéticas de 9 e 15 dias,
o monocultivo de T. reesei RUT-C30 manteve valores iguais ou superiores para

a maioria das enzimas hidroliticas naturais e sintéticas.
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O cocultivo acompanhou a tendéncia cinética observada para o
monocultivo, apresentando superioridade numérica recorrente para pectinase
em diferentes pontos temporais e diferenga estatistica pontual no ensaio
ampliado (15 dias). Para as demais enzimas, a superioridade do cocultivo foi
limitada a pontos especificos e sem distingdo estatistica consistente. A analise
sob diferentes condigdes de pH indicou efeito significativo do fator pH para todas
as enzimas avaliadas, com predominancia de maiores medias estimadas em pH

6 para a maioria dos tratamentos.

Com base nesses resultados, o dia 6 sob condi¢ao de pH 6 foi adotado
como ponto experimental para as etapas subsequentes de hidrolise e analises

Admicas.

5.8 Avaliacao comparativa da hidrélise enzimatica
padronizada

A hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-agucar sem pré-tratamento
(Figura 13) foi conduzida com carga padronizada de 0,5 U/mL em volume final
de 6 mL (3 U totais por frasco), permitindo comparacdo direta entre os
secretomas de P. citrinopileatus, T. reesei RUT-C30, o cocultivo e o preparado
comercial Celluclast® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
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Figura 13: Concentragdo de acgucares redutores (mg/mL) ao longo de 48 h para os tratamentos P.
citrinopileatus, T. reesei RUT-C30, cocultivo e Celluclast®. Valores expressos como média + erro padréo (n
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biolégico). Letras indicam diferencas significativas entre tratamentos dentro de cada tempo (Sidak, p <
0,05).

A analise por modelo linear misto indicou efeito significativo de tratamento,
tempo e da interagdo tratamento x tempo (p < 2,2 x 107'¢), demonstrando que
os tratamentos diferiram tanto na magnitude quanto no perfil temporal de

liberacdo de acgucares.

No tempo inicial (0 h), as concentragdes de agucares redutores foram
baixas e semelhantes entre os tratamentos. A partir de 6 h, observou-se aumento
progressivo na concentragdo de agucares para todos os sistemas avaliados.
Nesse intervalo, T. reesei RUT-C30, o cocultivo e o coquetel comercial
apresentaram valores superiores aos observados para P. citrinopileatus, com

diferengas estatisticamente significativas.

Em 12 h, manteve-se a superioridade de T. reesei RUT-C30 e do cocultivo
em relacdo ao monocultivo de P. citrinopileatus, enquanto o coquetel comercial
apresentou valores intermediarios. Entre 12 h e 24 h, observou-se discreta
redugcdo na concentragdo média de agucares em alguns tratamentos, indicando
variacado temporal na quantificacdo, embora a tendéncia geral de incremento ao

longo do ensaio tenha sido mantida.

Aos 24 h, T. reesei RUT-C30 e o cocultivo permaneceram com
concentracbes elevadas de acucares redutores. O preparado comercial
manteve-se numericamente inferior a esses dois sistemas ao longo da cinética,

ainda que as diferengas estatisticas tenham variado conforme o tempo avaliado.

No tempo final (48 h), T. reesei RUT-C30 apresentou a maior
concentracido média de agucares redutores, sendo estatisticamente superior ao
cocultivo nesse ponto especifico. O cocultivo manteve valores superiores ao
comercial e substancialmente superiores ao monocultivo de P. citrinopileatus,

que apresentou os menores valores ao longo de todo o ensaio.

5.8.1 Desempenho global da hidrélise (AUC 0-48 h)

A area sob a curva (AUC 0—48 h) foi calculada por integracéo trapezoidal
para avaliar o desempenho cumulativo dos tratamentos ao longo de todo o

ensaio de hidrélise (Figura 14).
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Figura 14: Area sob a curva de liberag&o de aglicares redutores (AUC, mg-h/mL) calculada para o intervalo
de 0 a 48 h nos tratamentos P. citrinopileatus, T. reesei RUT-C30, cocultivo e Celluclast®. Pontos
representam réplicas biologicas. Barras indicam média * erro padrdo. Letras indicam diferencas
significativas entre tratamentos (Sidak, p < 0,05).

Os maiores valores médios de AUC foram observados para T. reesei RUT-
C30 (76,69 + 1,40 mg-h/mL) e para o cocultivo (74,24 + 1,92 mg-h/mL), indicando
maior liberacdo acumulada de agucares ao longo do periodo experimental. O
preparado comercial apresentou valor intermediario (66,89 + 1,11 mg-h/mL),
enquanto o monocultivo de P. citrinopileatus apresentou o menor valor (15,11 +
0,53 mg-h/mL).

As comparagbes multiplas indicaram diferengas estatisticamente
significativas entre P. citrinopileatus e os demais tratamentos. Entre T. reesei
RUT-C30 e o cocultivo, os valores de AUC foram proximos, refletindo
desempenho cumulativo semelhante ao longo da cinética.De modo geral, a
métrica integrada confirmou o padrdo observado na analise temporal da

concentracado de agucares
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5.8.2 Eficiéncia de conversao da biomassa e desempenho
integrado

A concentracao final de agucares redutores aos 48 h foi utilizada para

estimar a massa total liberada por frasco e normalizada em relagédo a massa

inicial de biomassa (180 mg), permitindo expressar a conversdo da biomassa

nao pré tratada em porcentagem (Tabela 8).

Tabela 8 Desempenho final da hidrélise do bagago de cana-de-aglicar sem pré-tratamento, apds 48 h sob
carga padronizada de 0,5 U/mL (3 U totais). S&o apresentados a concentracao final de agucares redutores
(mg/mL), a conversao da biomassa (%), a eficiéncia por unidade enzimatica aplicada (mg/U), a area sob a
curva (AUC 0—48 h). Valores expressos como média * erro padrao.

Tratamento &anﬁs Con(\{)z)r' sdo agl':rc‘:grlu (m:-:lcr:n L) AUC/U T(I);:iit\:é ia:l)
P. citrinopileatus Oéf‘gfgi 136 0,82 1%’1513* 5,04 0,23
T. reesei RUT-C30 zé?g’goi 7,45 4,47 7(}2% t 2556 115
Cocultivo 26?3550¢ 6,82 4,09 7‘%‘; t 275 111
Celluclast® 26(,)(;5101 6,70 4,02 6(}% 2230 :

A T. reesei RUT-C30 apresentou a maior concentragao final de agucares
(2,234 + 0,060 mg/mL), correspondendo a conversao de 7,45% da biomassa. O
cocultivo apresentou conversao de 6,82%, valor proximo ao preparado comercial
(6,70%). O monocultivo de P citrinopileatus apresentou conversao

significativamente inferior (1,36%).

A eficiéncia especifica por unidade enzimatica aplicada (mg/U) seguiu o
mesmo padrao, com maiores valores observados para T. reesei RUT-C30 (4,47
mg/U), seguido pelo cocultivo (4,09 mg/U) e pelo preparado comercial (4,02
mg/U). P. citrinopileatus apresentou eficiéncia substancialmente inferior (0,82
mg/U).

Quando expressos em relacdo ao desempenho do coquetel comercial
Celluclast®, os valores de AUC indicaram desempenho 14,7% superior para T.
reesei RUT-C30 (AUC_ relativo ao comercial = 1,15) e 10,9% superior para o
cocultivo (AUC _ relativo ao comercial = 1,11). P. citrinopileatus apresentou

desempenho correspondente a aproximadamente 23% do comercial.
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De forma integrada, os resultados da hidrélise enzimatica indicam que,
sob carga enzimatica padronizada, T. reesei RUT-C30 apresentou o maior
desempenho em termos de concentragcdo final de acucares, liberagcéo
acumulada ao longo do tempo e eficiéncia de conversdo da biomassa. O
cocultivo manteve desempenho proximo ao monocultivo mais eficiente ao longo
de toda a cinética, com valores cumulativos superiores ao preparado comercial

nas meétricas integradas avaliadas. O monocultivo de P citrinopileatus

apresentou os menores valores em todas as analises realizadas.

5.9 Caracterizacao e padronizagcao do EB para analise
proteémica

5.9.1 Avaliacao de estratégias de concentracao e purificagao

do EB
A fim de definir a estratégia mais eficiente de preparo do EB antes da etapa
de digestdo proteolitica, trés métodos de concentracdo e purificagdo foram
comparados a partir do extrato bruto obtido do cultivo em bagaco de cana-de-
agucar: dialise Spectrum™ (MWCO 12-14 kDa), precipitagdo com acetona/NacCl

e ultrafiltracdo em colunas Amicon® (MWCO 3 kDa). Os perfis proteicos
resultantes foram analisados por SDS-PAGE (Figura 15).

11 12

—

[
w
[N
»

I

P

"

: L
e ool

-
-
-

Figura 15: SDS-PAGE (12% bisacrilamida) do EB fungico apds diferentes métodos de concentragdo e
purificacdo. Canais: (1) marcador de peso molecular (MWM); (2-5) T. reesei RUT-C30 sem tratamento,
apos didlise, apods precipitacdo com acetona e ap6és ultrafiltracao; (6) controle vazio (sem aplicagéo de
amostra); (7—10) cocultivo nas mesmas condi¢des; (11-14) P. citrinopileatus sem tratamento, apds dialise,
apos precipitagdo com acetona e ap6s ultrafiltragéo; (15) MWM.
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Os géis evidenciaram diferengas consistentes tanto entre organismos
quanto entre métodos de preparo. Os monocultivos de T. reesei RUT-C30 e o
cocultivo apresentaram maior intensidade global de bandas, com destaque para
a regidao proxima a 55 kDa. Em contraste, P. citrinopileatus exibiu menor
intensidade eletroforética, refletindo menor concentracdo proteica no

sobrenadante do cultivo, em concordancia com as quantificagdes fluorimétricas.

Entre os métodos avaliados, a dialise resultou em maior diversidade de
bandas e melhor definicdo eletroforética, particularmente na faixa abaixo de 35
kDa. A ultrafiltracdo apresentou perfil intermediario, enquanto a precipitagédo com
acetona demonstrou reducgao evidente na diversidade e intensidade das bandas,

sugerindo menor eficiéncia de recuperacéao proteica nas condi¢des empregadas.
Analise quantitativa da eficiéncia dos tratamentos

A partir das concentracdes obtidas nas amostras sem tratamento, foi
estimada a concentragdo teodrica esperada apdés o fator de concentragéo
acumulado (18x). Os valores tedricos esperados corresponderam a 2808 pg/mL
para P. citrinopileatus, 4608 ug/mL para T. reesei RUT-C30 e 3888 pug/mL para o
cocultivo. A comparagdo entre os valores esperados e as concentragdes
observadas apods aplicagcdo dos diferentes métodos (Tabela 9) revelou

recuperacao parcial da fracdo proteica em todas as condi¢cdes avaliadas.

Tabela 9: Concentracédo proteica (ug/mL) do EB apds aplicagédo dos métodos de dialise (MWCO 12-14
kDa), precipitagdo com acetona/NaCl e ultrafiltracdo em colunas Amicon® (MWCO 3 kDa). A concentracéo
esperada foi calculada a partir da condicdo sem tratamento multiplicada pelo fator de concentragado total
(18x)..

Tratamento Sem Dialisado Precipitagcao Ultrafiltragao Concentragao
tratamento esperada

P. citrinopileatus 156 1010 1000 1060 2808

T. reesei 256 2580 1480 2160 4608

Cocultivo 216 2500 1840 1770 3888

A dialise Spectrum™ (MWCO 12-14 kDa) apresentou as maiores taxas
de recuperacéo relativa, atingindo aproximadamente 36% para P. citrinopileatus,

56% para T. reesei RUT-C30 e 64% para o cocultivo, com média geral de ~52%
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indicando melhor preservagao da fragao proteica de alto peso molecular sob as

condicdes avaliadas.

A ultrafiltragdo em colunas Amicon® (MWCO 3 kDa) apresentou
desempenho intermediario, com recuperagao variando entre 38% e 47%,
resultando em média de ~44%.

Por sua vez, a precipitacdo com acetona/NaCl apresentou menor
eficiéncia global, com média de ~38%, destacando-se a baixa recuperacao
observada para T. reesei RUT-C30 (32%), valor inferior ao esperado com base

no padrao bioldgico previamente observado.

A representacao grafica da eficiéncia de recuperagao (Figura 16) mostra
que a dialise apresentou os maiores valores de recuperacéao relativa entre os

métodos avaliados, de forma consistente entre os organismos.
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Figura 16: Eficiéncia de recuperagdo proteica (%) apds didlise Spectrum™ (MWCO 12-14 kDa),
precipitacdo com acetona/NaCl e ultrafiltragdo em colunas Amicon® (MWCO 3 kDa) do EB fungico. A
recuperagao foi calculada com base na concentragédo esperada (controle sem tratamento x18). A didlise
apresentou maior eficiéncia média, enquanto a precipitagdo com acetona/NaCl mostrou menor
desempenho relativo. As cores indicam P. citrinopileatus, T. reesei RUT-C30 e cocultivo.
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Em conjunto, os dados de SDS-PAGE e de recuperagao proteica
indicaram que a diadlise apresentou maior recuperagao da fracdo proteica e

melhor preservacao do perfil eletroforético do EB nas condi¢des avaliadas.

Com base nesses resultados, a dialise foi adotada como método padrao
de preparo pré-digestdo nas etapas subsequentes. Apos essa otimizagao inicial
com EB obtido em bagacgo de cana-de-agucar, o protocolo foi aplicado as demais

amostras destinadas a digestao enzimatica e a analise por LC-MS/MS..

5.9.2 Dialise definitiva e padronizagao da carga proteica

Quantificagao final do EB apés didlise definitiva (3 kDa)

A quantificagdo das 24 amostras apos dialise definitiva revelou diferengas
consistentes entre organismos e substratos.Observou-se que: (i) As amostras
cultivadas em bagacgo de cana-de-agucar apresentaram maiores concentragdes
proteicas, (ii) T. reesei RUT-C30 manteve os maiores valores absolutos. (iii) O
cocultivo apresentou valores intermediarios a elevados, especialmente sob

substrato complexo.

ApOs a etapa de otimizagdo metodoldgica, a dialise adotada para a maior
parte das amostras finais foi realizada com membrana SnakeSkin™ (MWCO 3,5
kDa), seguida de liofilizagao e ressuspensao aquosa padronizada em 1,5 mL. No
conjunto destinado as etapas subsequentes de digestdio e LC-MS/MS,
entretanto, também foram mantidas como réplica biolégica adicional algumas
amostras previamente dialisadas na etapa preliminar com membrana
Spectrum™ (MWCO 12-14 kDa). Assim, o conjunto final analisado nao foi
completamente homogéneo do ponto de vista técnico quanto ao MWCO
empregado na diadlise, aspecto considerado na interpretagdo qualitativa dos
dados protedbmicos. As concentragcdes proteicas determinadas por fluorimetria

estao apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 Concentragao proteica (ug/mL) do EB apds dialise definitiva em membrana SnakeSkin™ (MWCO
3,5 kDa) e ressuspenséo final em 1,5 mL. As réplicas marcadas com (*) correspondem as amostras
previamente dialisadas na etapa de otimizagdo metodolégica Spectrum™ (MWCO 12-14 kDa),
incorporadas nesta fase como réplica biologica adicional e mantidas para as etapas subsequentes de
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digestao e analise por LC-MS/MS.

R1 R2 R3 R4
Tratamento Substrato (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
P. citrinopileatus Glicose 344 398 330 -
T. reesei RUT-C30 Glicose 918 516 914 -
Cocultivo Glicose 650 1160 860 -
P. citrinopileatus Bagaco 1310 1350 866 1010*
T. reesei RUT-C30 Bagaco 1340 2060 1500 2580*
Cocultivo Bagaco 1800 1930 1570 2500*

A quantificacdo revelou diferencas consistentes entre organismos e

substratos. De modo geral, as amostras cultivadas em bagaco de cana-de-

acgucar apresentaram maiores concentragdes proteicas do que as cultivadas em

glicose. T. reesei RUT-C30 apresentou os maiores valores absolutos, enquanto

o0 cocultivo exibiu concentragbes intermediarias a elevadas, sobretudo sob

substrato lignoceluldsico.

Comparacgao da aplicagao por volume fixo e por massa padronizada

Com base nas concentragdes obtidas, foi realizada analise eletroforética

comparando dois critérios de aplicagédo no SDS-PAGE, e apresentados na Figura

16:

(hHAplicagao por volume fixo (15 pL por pogo); (ii) Aplicagdo padronizada

por massa proteica (10 ug por pogo). Os volumes utilizados para a
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padronizagao foram ajustados individualmente de acordo com a concentragao

de cada amostra, garantindo equivaléncia de proteina total entre as condicodes.

A

1 2 3 4 5 6 7

B

Figura 17: SDS-PAGE (12%) do EB fungico (MWCO 3,5 kDa), comparando aplicagdo por volume fixo e por
concentragao proteica padronizada. Em (A), as amostras foram aplicadas em volume fixo de 15 pL por
poco; os canais 1-3 correspondem as amostras cultivadas em glicose e os canais 4—-6 as amostras
cultivadas em bagaco de cana-de-agucar (BCA), organizadas na ordem P. citrinopileatus, T. reesei RUT-
C30 e cocultivo; o canal 8 corresponde ao marcador de peso molecular (MWM). Em (B), as mesmas
amostras foram aplicadas apds padronizagdo para 10 pg de proteina total por pogo, mantendo a
organizagao dos canais descrita em (A).

A aplicagdo por volume fixo evidenciou diferengcas marcantes na
intensidade das bandas, refletindo diretamente as variagdes nas concentracoes
proteicas entre as amostras. De maneira geral, as amostras provenientes de
cultivo em bagaco apresentaram maior intensidade e maior variedade de bandas

quando comparadas as cultivadas em glicose.

ApOs a padronizagdo por massa (10 pg), os perfis eletroforéticos
tornaram-se mais comparaveis em termos de intensidade global, permitindo
analise mais precisa das diferencas qualitativas na composicdo do EB. Mesmo
ap6s a normalizacdo, o contraste entre as fontes de carbono permaneceu
evidente, com maior intensidade e diversidade de bandas nas amostras

cultivadas em bagaco.

Observou-se, em particular, uma banda intensa na regiao aproximada de
35 kDa nas amostras de bagaco, ausente ou pouco evidente nas condigbes em

glicose, indicando alteragdo no perfil proteico em resposta ao substrato
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lignoceluldsico. Nos monocultivos de T. reesei RUT-C30 e no cocultivo, o padréo
de bandas mostrou-se semelhante entre si, sugerindo proximidade funcional no
perfil secretado sob essas condigbes. Ja P. citrinopileatus apresentou menor
intensidade global, porém maior diversidade de bandas sob bagago quando

comparado a glicose.

De modo geral, a padronizagao da carga proteica permitiu comparar com
maior precisao as diferengas qualitativas entre os perfis eletroforéticos do EB,
minimizando o efeito da variagdo na concentracido total de proteina entre as
amostras. Esse procedimento foi entdo mantido nas etapas subsequentes de

preparo protedmico.

5.9.3 Digestao proteolitica e rendimento peptidico

A partir das amostras dialisadas, aliquotas contendo 100 ug de proteina
total foram submetidas as etapas de reducao, alquilagao e digestdo enzimatica
com tripsina. Apds dessalinizagdo em microcolunas Poros R2, os peptideos
foram ressuspensos em volume final de 25 pL de acido féormico 0,1% e
quantificados por fluorimetria. As concentrag¢des obtidas estdo apresentadas na
Tabela 11: Concentracado peptidica (ug/mL) obtida apds digestdo proteolitica,
dessalinizagdo em microcolunas e ressuspenséao final em 25 uL de acido féormico
0,1%. A massa estimada foi calculada considerando o volume final de 25 uL por
amostra, e a recuperagao (%) foi determinada com base na carga inicial de 100

Mg de proteina total antes da digestao.

Tabela 11: Concentragdo peptidica (ug/mL) obtida apods digestdo proteolitica, dessalinizagdo em
microcolunas e ressuspenséo final em 25 pL de acido formico 0,1%. A massa estimada foi calculada
considerando o volume final de 25 pL por amostra, e a recuperagao (%) foi determinada com base na carga
inicial de 100 ug de proteina total antes da digestao.

Massa =
Tratamento Substrato (pg|7|:1 L) (pg?i L) (p;:“_) (pg?l‘:\L) es(t;rg)aga Rec::o/po;al;ggao
P. citrinopileatus Glicose 263 159 175 - 6,6 -4,0 4-7%
T. reesei Glicose 342 853 644 — 8,6 —21,3 9-21%
Cocultivo Glicose 385 515 490 — 9,6 -12,9 10-13%
P. citrinopileatus Bagaco 432 374 399 328 10,8 - 8,2 8-11%
T. reesei Bagaco 853 1070 1050 790 21,3-26,8 21-27%
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Massa

R1 R2 R3 R4 . Recuperagao
Tratamento Substrato estimada o
! (hg/ml) (ugimL) (ugimL) (ugimL) 105 (%)
Cocultivo Bagaco 793 536 1040 1080 19,8-27,0 20-27%

Considerando que cada amostra iniciou o processo com 100 ug de
proteina total, a massa final recuperada apds as etapas de digestdo e
dessalinizagdo variou aproximadamente entre 4 e 27 ug por amostra,
correspondendo a uma recuperacgao estimada entre 4% e 27%. Essa reducao
quantitativa reflete perdas acumuladas ao longo do preparo protedmico,
incluindo digestdo enzimatica, retencdo parcial de peptideos na microcoluna

Poros R2, etapas de eluicdo e secagem em concentrador a vacuo (SpeedVac).

Apesar dessas perdas inerentes ao processamento, o rendimento obtido
foi suficiente para as analises por LC-MS/MS, uma vez que a injegdo demandou
apenas 4 ug de peptideos por corrida. De maneira consistente com as etapas
anteriores de quantificagao proteica, as amostras cultivadas em bagaco de cana-
de-agucar apresentaram maiores rendimentos peptidicos médios quando
comparadas as cultivadas em glicose. T. reesei RUT-C30 manteve os maiores
valores absolutos de recuperagao, enquanto o cocultivo apresentou rendimento

intermediario a elevado, particularmente sob substrato lignocelulésico.

Em conjunto, esses resultados indicam que o protocolo adotado gerou
peptideos em quantidade adequada para as analises por LC-MS/MS, com

rendimento compativel entre as amostras processadas.

5.10 Desempenho analitico da LC-MS/MS e
identificacao global de proteinas

5.10.1 Desempenho instrumental e qualidade da
identificacao

A analise protedémica por LC-MS/MS resultou na aquisigdo de 352.287

espectros MS e 369.238 espectros MS/MS, refletindo elevada profundidade

analitica e adequada cobertura do material proteico extraido. A identificacao foi

conduzida por busca de homologia utilizando banco concatenado contendo
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sequéncias completas de T. reesei RUT-C30 e P. citrinopileatus, sob estratégia

target-decoy para controle de falso positivo.

Foram identificadas 547 proteinas, agrupadas em 504 grupos proteicos.
Os critérios de validagao resultaram em taxas de FDR de 1,0% para PSMs, 3,5%
para peptideos e 0,7% para proteinas, indicando alta confiabilidade das
identificagbes. Os parametros de busca e os filtros aplicados na etapa inicial de

identificacdo e na curadoria subsequente estao descritos na Sec¢ao 4.12.

Como a busca foi realizada considerando o conjunto completo de
amostras de forma agregada, sem estratificagdo por monoculturas ou cocultivo,
os resultados representam um repertério proteico global e qualitativo do sistema
experimental, voltado a detec¢ao de presencga de proteinas, e ndo a comparagao

entre condigdes.

5.10.2 Curadoria bioinformatica e construgao do conjunto
proteico final

Apos a exportacdo dos resultados, foi realizada curadoria adicional em
ambiente R, com aplicacao de critérios mais restritivos para a construgdo de um
conjunto proteico de alta confianga. Inicialmente, foram removidas entradas
associadas a sequéncias decoy/reverse e contaminantes laboratoriais,
identificadas por padroes textuais nos campos description e accession. Em
seguida, foram aplicados os seguintes filtros minimos: (i) escore de identificagéo
—10IgP = 20; (ii)pelo menos dois peptideos identificados por proteina; (iii) pelo
menos um peptideo unico; (iv) auséncia de valores ausentes em variaveis

essenciais.

ApoOs essa etapa de refinamento, o conjunto final foi reduzido para 305
proteinas de alta confianga, correspondendo a aproximadamente 56% das
identificacdes iniciais. Essa reducao reflete a restricdo do dataset a proteinas
com maior suporte espectral e maior confiabilidade para as interpretagdes

bioldgicas subsequentes.
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5.10.3 Atribuicao taxonémica das proteinas identificadas

Apos aplicagdo dos filtros bioinformaticos restritivos (remocgdo de
decoys/contaminantes, -10IgP = 20, = 2 peptideos e = 1 peptideo unico), obteve-
se um conjunto proteico final composto por 305 proteinas atribuidas
taxonomicamente, sendo 192 associadas a T. reesei RUT-C30 (63%) e 113 a P.

citrinopileatus (37%) (Figura 18).

Proteinas identificadas por organismo: T. reesei vs P. citrinopileatus
2001

150 1

organism_source

. P. citrinopileatus
. T. reesei

1001

Numero de proteinas final

P. cfrrfncl)pﬂeatus T. relesef'
Figura 18: Distribuigdo taxonémica do conjunto proteico global identificado Apds aplicagdo dos filtros
bioinformaticos (-10IgP = 20, = 2 peptideos e = 1 peptideo Unico), o conjunto final foi composto por 305
proteinas atribuidas taxonomicamente, sendo 192 associadas a Trichoderma reesei RUT-C30 (63%) e 113

a P. citrinopileatus (37%). A figura representa a distribuicdo das proteinas de acordo com sua origem
taxonémica dentro da analise protedmica global.

Além da diferenga quantitativa, observou-se também maior robustez
analitica média nas proteinas atribuidas a T. reesei. As medianas de escore (-
10IgP), cobertura (%) e numero de peptideos unicos foram superiores em T.
reesei RUT-C30 (168; 18,5%; 7) quando comparadas a P. citrinopileatus (103;
9%; 4), respectivamente. Esses dados indicam maior profundidade de
identificagéo e suporte peptidico para o repertério atribuido a T. reesei dentro do

conjunto agregado analisado.

A atribuicdo taxonémica foi realizada de forma heuristica com base nos
campos description e accession, considerando a estrutura do banco

concatenado utilizado na busca. Registros sem correspondéncia inequivoca
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foram classificados como “Unresolved” e excluidos das analises comparativas,
permanecendo, documentados no conjunto bruto de identificacdo. Assim, as
comparagoes taxonbmicas subsequentes devem ser interpretadas como

proporcionais e qualitativas, dependentes da atribuicdo heuristica adotada.

5.10.4 Classificagao funcional global

A classificacao funcional refinada e enriquecimento funcional por termos
GO, permitiu redistribuir proteinas inicialmente agrupadas como “Outras fungdes
celulares” em categorias biologicamente mais informativas, reduzindo a fragéo

nao resolvida.

Jistribui¢éo funcional proteico identificado em T. reesei e P. citrinopileatus
2004

. CAZy: CBM (ligagao a carboidrato)

. CAZy: Celulose

. CAZy: GH (n&o especificada)

150 1 . CAZy: Hemicelulose (xilano/arabinano)

. CAZy: Pectina

. Hipotéticas / nao caracterizadas
. Metabolismo (enzimas adicionais)
. Metabolismo (enzimas gerais)
. QOutras fungdes celulares (nao resolvidas)
. Protedlise: Proteases/Peptidases
. Protedlise: Ubiquitina/Proteassoma
. Redox: Laccases/Peroxidases

. Redox: Mono/Dioxigenases (P450)

100 1

Numero de proteinas
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. Secretadas (geral)

. Superficie: Hidrofobinas
. Tradugao/Ribossomais
. Transporte de membrana

P. citrinopileatus T. reesei

Figura 19: Classificagdo funcional refinada e distribuicdo das proteinas por organismo. A classificagdo
funcional das proteinas identificadas foi refinada com base em termos de Gene Ontology (GO), distribuigdo
de em categorias biologicamente informativas. Distribuicdo funcional das proteinas atribuidas a T. reesei
RUT-C30 e P. citrinopileatus representada por barras empilhadas, considerando todas as categorias
funcionais. Comparagédo | das principais categorias funcionais por organismo, excluindo proteinas
hipotéticas e categorias n&o resolvidas, evidenciando diferengas na contribuicdo relativa entre os
repertérios proteicos identificados.

A distribuicao funcional por organismo esta apresentada na Figura 19 (barras

empilhadas, excluindo categorias hipotéticas e nao resolvidas).

Observou-se que T. reesei RUT-C30 apresentou maior numero absoluto
de proteinas em multiplas categorias metabdlicas e estruturais, em consonancia
com o maior total de proteinas identificadas para esse organismo. Em contraste,

P.  citrinopileatus apresentou representagdo proporcionalmente  mais
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concentrada em categorias associadas a degradacg&o de carboidratos, dentro do

conjunto qualitativo atribuido.

5.10.5 Perfil de enzimas carboidrato-ativas (Enzimas CAZy)

A andlise funcional refinada permitiu identificar 72 proteinas classificadas
como enzimas carboidrato-ativas (Enzimas CAZy) no conjunto proteico final. Em
termos absolutos, ambos os organismos contribuiram de maneira semelhante
para esse repertorio, sendo 37 proteinas atribuidas a P. citrinopileatus e 35a T.

reesei.

Entretanto, quando considerada a proporgao relativa em relagao ao total
de proteinas identificadas por organismo, observou-se diferenga marcante. Em
P. citrinopileatus, as enzimas CAZy corresponderam a 32,7% do proteoma
identificado (37 de 113 proteinas), enquanto em T reesei RUT-C30
representaram 18,2% (35 de 192 proteinas). Assim, embora T. reesei RUT-C30
apresente maior numero absoluto de proteinas no conjunto global, P
citrinopileatus apresentou maior densidade relativa de enzimas carboidrato-

ativas no conjunto identificado.
Classes funcionais por organismo: T. reesei vs P. citrinopileatus

CAZy: GH (nao especificada) 4

Metabolismo (enzimas adicionais) {

CAZy: Celulose {

Protedlise: Proteases/Peptidases q

CAZy: Hemicelulose (manano/xyloglucano) 4
Metabolismo (enzimas gerais) 4

CAZy: Hemicelulose (xilanofarabinano) {
Transporte de membrana 4

Organismo
CAZy: Pectina q

P. citrinopileatus

. T. reesei

Protedlise: Ubiquitina/Proteassoma 4

DNA/RNA: replicago/reparo/processamento 1
CAZy: CBM (ligagao a carboidrato) 1

Superficie: Hidrofobinas {

Redox: Oxidoredutases (GMC/Desidrogenases) 1
Tradugéo/Ribossomais 1

Secretadas (geral) 4

Redox: Mono/Dioxigenases (P450) 1

Figura 20: Perfil de enzimas carboidrato-ativas (CAZy) e enzimas oxidativas por organismo. Distribuicdo das 72 proteinas
classificadas como CAZy no conjunto proteico final, discriminadas por subclasses funcionais e atribuidas a Trichoderma reesei RUT-
C30 (n = 35) e P. citrinopileatus (n = 37). Os valores representam numero absoluto de proteinas por categoria. Também estao
indicadas as enzimas oxidativas identificadas (lacases, peroxidases, oxidoredutases e mono/dioxigenases P450), com atribuicao
taxondmica correspondente.
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O detalhamento por subclasses CAZy (Figura 20) evidenciou padrdes
distintos entre os organismos. T. reesei RUT-C30 apresentou forte concentragéo
de proteinas associadas a degradagdo de celulose (CAZy: Celulose),
consistentes com o perfil classico desse ascomiceto como produtor de
celobiohidrolases e endoglucanases altamente especializadas. Em contraste, P,
citrinopileatus exibiu maior representacdo na categoria “CAZy: GH (n&o
especificada)” e distribuicdo relativamente mais ampla entre hemicelulases
(manano/xyloglucano e xilano/arabinano) e pectinases, sugerindo repertorio

funcional mais diversificado dentro do conjunto carboidrato-ativo identificado.

Além das Enzimas CAZy, foram identificadas cinco proteinas classificadas
como enzimas oxidativas (Redox), incluindo lacases, peroxidases,
oxidoredutases do tipo GMC/desidrogenases e mono/dioxigenases (P450).
Destas, trés foram atribuidas a P. citrinopileatus (2,7% do total de proteinas
desse organismo) e duas a T. reesei RUT-C30 (1,0%). Embora o numero
absoluto seja reduzido, a proporg¢ao relativa novamente foi superior em P,
citrinopileatus, resultado compativel com o potencial oxidativo caracteristico de

basidiomicetos na modificagdo de compostos aromaticos e fragdes ligninicas.

Em conjunto, os dados indicam que, enquanto T. reesei RUT-C30
apresenta repertério numericamente mais amplo e fortemente orientado a
degradagdo de celulose, P citrinopileatus exibe maior representagéo
proporcional de enzimas envolvidas na degradagéo de polissacarideos diversos
e em processos oxidativos, refletindo estratégias funcionais potencialmente

complementares dentro do contexto lignoceluldsico.

5.10.6 Analise de enriquecimento funcional entre
organismos

A comparagao estatistica entre organismos foi realizada por teste de

Fisher para cada classe funcional contendo pelo menos trés proteinas (Figura

21) com base na sobre-representacdo de categorias funcionais dentro do

conjunto qualitativo de proteinas identificadas.

128



Enriquecimento funcional por organismo (Fisher; FDR < 0,05)

CAZy: Celulose

Hipotéticas / ndo caracterizadas -

Outras fungoes celulares (ndo resolvidas) |—.—|

CAZy: GH (n&o especificada) q I L ]

Drﬂ 1.0 10l,0

Odds ratio (escala log10) — enriquecimento T. reesei vs P. citrinopileatus
Figura 21: teste de Fisher aplicado as classes funcionais com pelo menos trés proteinas, com odds ratio (OR) ajustados
pelo método de Benjamini-Hochberg (FDR). Valores de OR > 1 indicam enriquecimento relativo em Trichoderma reesei
RUT-C30, enquanto OR < 1 indicam enriquecimento relativo em P. citrinopileatus. Sao destacados os enriquecimentos
significativos (p_adj < 0,05), incluindo CAZy: Celulose e proteinas hipotéticas em T. reesei, e CAZy: GH (n&o especificadas)

e outras fungdes celulares em P. citrinopileatus. Valores de OR tendendo ao infinito indicam auséncia da categoria em um
dos organismos no conjunto analisado.

Ap0s ajuste dos valores de p pelo método de Benjamini—Hochberg (FDR),
foram identificadas classes funcionais com  sobre-representagao
estatisticamente significativa entre os organismos comparados. Essa analise
deve ser interpretada em carater qualitativo e proporcional, pois se baseia na
distribuicdo de classes funcionais no repertdrio detectado, e ndo em medidas de

abundancia proteica.
Sobre-representaciao em T. reesei RUT-C30:

Proteinas hipotéticas / ndo caracterizadas (OR = 7,66; p_adj < 0,001),
indicando que a probabilidade de uma proteina pertencer a essa categoria foi

aproximadamente 7,6 vezes maior em T. reesei do que em P. citrinopileatus.

CAZy: Celulose (OR — «; p_adj < 0,01). O valor infinito do odds ratio
decorre da auséncia de proteinas dessa classe em P. citrinopileatus no conjunto
filtrado, resultando em célula zero na matriz de contingéncia 2x2 e indicando

enriquecimento exclusivo em T. reesei dentro do dataset analisado.
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Ssobre-representagao em P. citrinopileatus:

CAZy: GH (ndo especificadas) (OR = 0,11; p_adj < 0,001), indicando
menor probabilidade relativa dessa classe em T. reesei e, consequentemente,

um enriquecimento proporcional em P. citrinopileatus.

Outras fungdes celulares (nédo resolvidas) (OR = 0,44; p_adj < 0,01),
também sugerindo maior representagcdo relativa dessa categoria em P

citrinopileatus.

De modo geral, valores de OR > 1 indicam sobre-representacao relativo
em T. reesei, enquanto OR < 1 indicam enriquecimento relativo em P,
citrinopileatus. A magnitude dos odds ratios observados evidencia diferengas
estruturais na composicao funcional entre os organismos, mesmo sob uma
abordagem qualitativa baseada exclusivamente em presencga/auséncia de

proteinas.

5.10.7 Panorama global do perfil do secretoma identificado

De forma integrada, a analise prote6mica qualitativa revelou um repertério
global consistente e biologicamente coerente com os perfis funcionais
previamente observados nos ensaios enzimaticos. A maior contribuicdo absoluta
de proteinas atribuida a T. reesei RUT-C30 refletiu sua elevada capacidade
secretdria nas condi¢des avaliadas, enquanto P. citrinopileatus apresentou maior
densidade proporcional de enzimas carboidrato-ativas e de componentes
oxidativos, sugerindo uma estratégia funcional complementar no contexto

lignocelulosico.

A identificacdo de classes diferencialmente enriquecidas entre os
organismos reforca que, mesmo sob abordagem baseada em
presenca/auséncia, o sistema modelo apresenta assinaturas funcionais distintas
e potencialmente complementares. Esses resultados fornecem base molecular
para a interpretacdo das dindmicas enzimaticas descritas anteriormente e
estabelecem fundamento para discussdes integrativas acerca da contribui¢ao de

cada organismo no cocultivo.
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Em conjunto, o dataset protedmico consolidado constitui um catalogo
qualitativo robusto do secretoma do sistema modelo, validando a eficiéncia do
fluxo metodolégico adotado e oferecendo subsidios para analises funcionais e

interpretacbes mecanisticas aprofundadas na sec¢éo de Discussao.

6 Discussao

6.1 Biomassa lignocelulésica, biorrefinarias e cocultivo
fungico como estratégia biotecnoloégica

A biomassa lignocelulésica representa um dos recursos renovaveis mais
abundantes e estratégicos para a consolidagao de plataformas de biorrefinarias,
permitindo a conversdo de residuos agroindustriais em biocombustiveis,
bioquimicos e biomateriais dentro de uma perspectiva de economia circular.
Contudo, a etapa de desconstrugao da parede celular vegetal permanece como
um dos principais gargalos tecnoldgicos, em fungéo da recalcitrancia estrutural
imposta pela organizagdo hierarquica de celulose, hemicelulose, pectinas e
lignina (ALVIRA et al., 2010; HIMMEL et al., 2007).

Fungos filamentosos desempenham papel central nesse cenario por
secretarem repertorios extracelulares complexos de enzimas carboidrato-ativas
(CAZy) e proteinas auxiliares. Linhagens de ascomicetos como T. reesei
destacam-se pela elevada produtividade de celulases e hemicelulases, enquanto
basidiomicetos ligninoliticos apresentam maior diversidade funcional, incluindo
enzimas oxidativas associadas a modificagdo da lignina e reorganizacao
estrutural do substrato (BALDRIAN, 2008).

Nesse contexto, o cocultivo fungico tem sido proposto como estratégia
biotecnolégica capaz de explorar complementaridades metabdlicas naturais,
ampliando o espectro funcional do secretoma e modulando a dinamica de
degradagao da biomassa. Estudos demonstram que interagdes interespecificas
podem resultar em reorganizagao seletiva do perfil enzimatico, com impactos
dependentes da compatibilidade metabdlica e da estratégia de estabelecimento
do sistema (SPERANDIO et al., 2024; MITTERMEIER et al., 2022). A luz desse

arcabouco, o presente trabalho investigou como interagdes entre T. reesei RUT-
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C30 e basidiomicetos poderiam influenciar a dindamica funcional do secretoma e

o desempenho hidrolitico em biomassa estruturalmente integra.

6.2 Interacao ecoldgica inicial: competicao com
coexisténcia como cenario regulatorio

A hipoétese central deste trabalho propds que interagdes interespecificas
em cocultivo poderiam reprogramar vias secretérias, promovendo producao
coordenada de Enzimas CAZy e proteinas auxiliares com impacto funcional na
desconstrucdo da biomassa lignoceluldsica. A analise integrada dos resultados
obtidos ao longo das diferentes etapas experimentais permite discutir essa
hipétese sob trés eixos principais: (i) natureza ecoldgica da interacao, (ii)
modulagao funcional do perfil enzimatico e (iii) implicagbes para o desempenho

hidrolitico.

O screening morfolégico em meio sélido revelou que as interagdes entre
T. reesei RUT-C30 e os organismos parceiros foram predominantemente
competitivas, caracterizadas por formagcao de zonas de contato delimitadas e
reducdo parcial da expanséo radial. Contudo, essas interagées ndo culminaram
em excluséo total de um dos organismos, mas sim em padrdes de coexisténcia,
com interpenetragao superficial das hifas e manutencao da integridade estrutural
de ambos os parceiros. Diferentemente de sistemas nos quais ha formagao de
zonas claras de inibicdo ou lise micelial, o padrdo observado indica o
estabelecimento de uma interface biologicamente ativa, na qual ha competicéo
por espaco e recursos, mas sem supressao metabdlica evidente de nenhum dos

organismos.

Em estudo prévio conduzido por Pelaez et al. (2022), envolvendo T. reesei
RUT-C30 e Panus lecomtei, foi descrita interagdo semelhante em termos de
delimitacdo espacial, porém acompanhada da formacdo de uma linha
pigmentada na regido de contato, interpretada como possivel resposta oxidativa
associada a secrecdo de lacases ou metabdlitos competitivos. No presente
sistema, tal caracteristica ndo foi observada. A auséncia de pigmentacgao visivel

sugere que, embora a competicado esteja estabelecida, ela pode nao envolver
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ativacdo oxidativa macroscopicamente detectavel, ou que tais respostas

ocorram abaixo do limiar de deteccédo visual.

Nos tratamentos envolvendo P. citrinopileatus e P. pulmonarius, foi
frequente a sobreposicao de hifas aéreas dos basidiomicetos sobre a col6nia de
T. reesei, especialmente na regido de contato. Esse padrdo indica que a
interacdo nao se limitou a um bloqueio fisico bidimensional no plano do
substrato, mas envolveu reorganizagao espacial tridimensional do crescimento
micelial. A formagdo de micélio aéreo abundante é caracteristica de
basidiomicetos ligninoliticos e pode representar estratégia adaptativa de
manutencao territorial e exploragdo de microambientes quando o avango radial

encontra resisténcia competitiva.

Ecologicamente, a sobreposi¢cado de hifas aéreas sugere que o estresse
competitivo imposto por T. reesei RUT-C30 nao resultou em supressao severa
da atividade metabdlica dos basidiomicetos. Em interagbes altamente
antaglnicas, € comum observar retragdao micelial, lise ou exclusao espacial
definitiva (BODDY, 2000), o que nao foi evidenciado no presente sistema. Assim,
a coexisténcia competitiva observada caracteriza um cenario de pressao
fisiolégica continua, no qual ambos o0s organismos permanecem

metabolicamente ativos na interface.

Em sistemas fungicos, interagbes competitivas com coexisténcia sao
frequentemente associadas a ativacdo de mecanismos adaptativos mediados
por reconhecimento quimico e sinalizagao por metabdlitos difusiveis. A presenca
de outro organismo pode desencadear respostas regulatérias envolvendo
ajustes na expressao génica, alteracdo do perfil de secrecdo extracelular e
redistribuicdo do investimento metabdlico. Diferentemente de interagdes de
exclusdo, nas quais um dos competidores é rapidamente suprimido, a
coexisténcia competitiva impde ambiente regulatério dinamico, favorecendo

estratégias alternativas de exploragao do substrato.

No contexto do sistema selecionado como modelo: T. reesei RUT-C30 +
P. citrinopileatus, a manutengdo de ambos 0s organismos na interface sugere

que a competicdo nao se restringe ao crescimento radial, mas pode envolver
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disputa por nichos funcionais dentro do substrato. Tal condigdo estabelece um
cenario potencialmente favoravel a modulagao do repertério de Enzimas CAZy,
especialmente em fragcbes menos exploradas por cada organismo
individualmente. Entretanto, € importante destacar que o padrao morfolégico
constitui evidéncia indireta desse ambiente regulatério. A confirmagao direta de
reprogramagao secretoria dependente da interagdo requer comparagao
quantitativa do secretoma entre condigdes. A caracterizagdo estrutural das
interagbes em meio sélido fornece fundamento ecoldgico consistente para a

investigacéo funcional realizada neste trabalho.

6.3 Screening inicial em meio liquido: sinais de
modulacao, nao amplificagao global

O screening funcional em meio suplementar + BCA padréo, apos sete
dias de cultivo, representou a primeira avaliagdo quantitativa do desempenho
hidrolitico dos sistemas selecionados no screening morfolégico. A analise incluiu
atividades de CMCase, mananase, pectinase e xilanase, permitindo comparar

monocultivos e cocultivos sob condi¢cdes padronizadas.

De maneira geral, os sistemas contendo T. reesei RUT-C30 apresentaram
valores significativamente superior de atividade enzimatica em relagdo aos
monocultivos dos organismos parceiros, confirmando o perfil consolidado desse
ascomiceto como produtor robusto de celulases e hemicelulases sob substrato
complexo. Esse padrao reforca o papel de T. reesei como referéncia funcional

dominante no contexto lignoceluldsico.

Entretanto, ao comparar especificamente o monocultivo de T. reesei RUT-
C30 com os respectivos cocultivos, ndo foi observada superioridade
estatisticamente significativa do sistema misto para nenhuma das enzimas
avaliadas no ponto temporal de sete dias. Esse resultado indica que, sob o
delineamento experimental adotado, a interagao interespecifica ndo resultou em

amplificagao global do desempenho hidrolitico em relagao ao organismo isolado.

Contudo, a interpretagao desses dados nao deve restringir-se a auséncia
de significancia estatistica. A analise detalhada das médias revelou trés

situacdes pontuais em que o cocultivo apresentou desempenho numericamente
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superior ao monocultivo de T. reesei: (i) CMCase na interagdo com B. adusta; (ii)
pectinase na interacdo com P. citrinopileatus; e (iii) xilanase na mesma
combinagado. Embora tais diferengas ndo tenham ultrapassado o limiar estatistico
estabelecido pelo ajuste de Sidak, a recorréncia do padrdo no sistema
envolvendo P. citrinopileatus, particularmente no eixo pectinolitico, sugere

tendéncia funcional consistente.

Esse comportamento indica que o cocultivo ndo promoveu uma
amplificagdo indiscriminada das atividades hidroliticas, mas pode ter induzido
modulagdes direcionadas em fragdes especificas do repertorio enzimatico. Em
termos metabdlicos, esse padrdo ¢é compativel com modelos de
complementaridade funcional, nos quais a interagado entre organismos favorece
exploragéo diferencial de nichos bioquimicos dentro do substrato, em vez de

aumento uniforme de todas as enzimas.

Um aspecto metodoldgico relevante na interpretacéo desses resultados
refere-se ao tamanho amostral empregado no screening (n biolégico = 3 por
condigdo). Em experimentos com variabilidade biologica inerente, amostras
reduzidas limitam o poder estatistico para detectar diferencas de magnitude
moderada entre médias, especialmente quando aplicadas corregbes para
multiplas comparagdes. Estudos metodoldgicos demonstram que tamanhos
amostrais reduzidos podem resultar em subestimagao da detectabilidade de
efeitos reais, mesmo quando diferengas biologicamente relevantes estédo
presentes (BUTTON et al., 2013; ABDI, 2007). Assim, a auséncia de distingao
estatistica formal no ponto temporal avaliado deve ser interpretada a luz do
carater exploratorio dessa etapa, e ndo necessariamente como evidéncia de

inexisténcia de modulacao funcional.

Sob essa perspectiva, o screening inicial cumpriu papel estratégico:
identificou sistemas com desempenho absoluto elevado, consisténcia funcional
entre enzimas e indicios de modulagdo setorial, particularmente no eixo
pectinolitico. Esses critérios, aliados a coeréncia ecoldgica previamente
estabelecida nas interagbes morfoldgicas, fundamentaram a sele¢ao do sistema

T. reesei RUT-C30 + P, citrinopileatus para caracterizacao cinética aprofundada.
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No campo de cocultivo fungico aplicado a conversao de biomassa, ganhos
enzimaticos sado frequentemente relatados, mas mostram-se fortemente
dependentes da identidade metabdlica dos parceiros e das condigdes de cultivo.
SPERANDIO et al. (2024), ao investigarem o cocultivo de Aspergillus brasiliensis
e T. reesei RUT-C30 em bagaco de cana-de-agucar, observaram reorganizagéo
seletiva do repertorio secretério, com modulagbes especificas de atividades
hidroliticas em funcdo da dindmica de estabelecimento do sistema. De modo
semelhante, estudos de consdrcios microbianos artificiais demonstram que a
cooperagao funcional pode emergir de rearranjos direcionados, e nao
necessariamente de amplificacgdto homogénea de todas as enzimas
(MITTERMEIER et al., 2022).

Em interagbes envolvendo  basidiomicetos ligninoliticos, a
complementaridade entre hidrolases e enzimas oxidativas tem sido associada a
melhoria da modificagao estrutural do substrato e, em determinados contextos,
ao aumento de eficiéncia de sacarificagao (BALDRIAN, 2008; ALVIRA et al.,
2010). Assim, os resultados aqui observados caracterizados por modulagéo
setorial, e ndo amplificagdo global inserem-se em um padrdo descrito na
literatura, no qual o principal beneficio do cocultivo reside na reorganizagao

funcional do sistema, dependente do nicho metabdlico explorado.

6.4 Leitura integrada do screening: crescimento, nicho
e desempenho funcional nao sao equivalentes

A analise integrada do screening morfolégico e funcional revelou que a
eficiéncia de expansao micelial em meio soélido nao se traduziu diretamente em
maior desempenho hidrolitico em meio liquido. B. adusta, por exemplo,
apresentou elevada expansao radial e crescimento vigoroso em BDA, ocupando
rapidamente a superficie da placa. Contudo, esse comportamento nao se refletiu
em maior perfil hidrolitico nas condi¢cbes liquidas avaliadas. Esse resultado
demonstra que capacidade de colonizagdo espacial e potencial secretorio
constituem dimensbes fisiologicas distintas e ndo necessariamente

correlacionadas.
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A expanséo radial elevada pode refletir eficiéncia na exploragao fisica do
substrato e na ocupacgao territorial, mas nao implica, de forma automatica,
investimento proporcional na secrecdo de enzimas hidroliticas especificas. A
producdo de enzimas carboidrato-ativas (CAZy) envolve custo metabdlico
significativo e é regulada por disponibilidade de carbono, sinais ambientais e
mecanismos de repressao catabolica. Assim, crescimento vigoroso nao equivale
necessariamente a maior intensidade de degradagdo enzimatica mensuravel,

particularmente quando avaliada em sistema liquido padronizado.

Outro aspecto relevante emergiu da comparagao entre interagdes intra-
filo e inter-filo. O cocultivo entre os ascomicetos T. reesei RUT-C30 e C. byssicola
resultou em maior repressao da atividade hidrolitica de T. reesei quando
comparado as interagbes com basidiomicetos. Esse padrdo sugere maior
sobreposicado ecoldgica e metabdlica entre os ascomicetos, possivelmente
competindo por nichos semelhantes e utilizando repertérios enzimaticos
parcialmente redundantes. Em contextos de elevada sobreposi¢ao funcional, a
competicdo pode intensificar mecanismos regulatérios repressivos, incluindo

disputas por fontes de carbono e ativagao de circuitos de represséao catabdlica.

De forma consistente, interagdes intra-filo tendem a apresentar maior
antagonismo funcional do que interagbes inter-filo, em funcdo da maior
similaridade de nicho metabdlico (HISCOX et al., 2018). Embora essa tendéncia
nao seja universal, ela oferece arcabougo interpretativo coerente para o

comportamento observado no presente sistema.

Por outro lado, as interacdes entre T. reesei RUT-C30 e basidiomicetos
como P. citrinopileatus e B. adusta ndo promoveram repressao comparavel da
atividade hidrolitica de T. reesei, sugerindo possivel utilizagcdo diferencial de
nichos bioquimicos dentro do substrato. Basidiomicetos ligninoliticos
frequentemente apresentam repertérios mais diversificados de enzimas
oxidativas e hemiceluloliticas, o que pode reduzir a competi¢ao direta por fracoes

estritamente celuloliticas, tradicionalmente dominadas por T. reesei.

Em conjunto, esses resultados indicam que a dinamica de interagao

depende menos da simples presenga de um segundo organismo e mais da
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proximidade funcional entre os parceiros. A sobreposicdo de nicho metabdlico
pode resultar em antagonismo funcional e represséo relativa do secretoma,
enquanto repertérios complementares podem permitir coexisténcia com
modulagado seletiva da secregdo enzimatica. Assim, a composi¢ao funcional do
consorcio emerge como determinante central do resultado biotecnoldgico, sendo
a compatibilidade metabdlica tdo relevante quanto a capacidade enzimatica

individual.

6.5 Dinamica temporal do secretoma: sucessao
funcional, maturacao do basidiomiceto e robustez
interpretativa

A caracterizagdo cinética ampliada, conduzida com maior numero
amostral e acompanhamento por até 15 dias, permitiu avaliar com maior
robustez estatistica a reorganizacdo temporal do secretoma. A dindmica
observada com atividade xilanolitica precoce seguida por intensificacdo
celulolitica e mananolitica em fases tardias € consistente com modelos
temporais descritos para fungos lignoceluloliticos, nos quais ocorre sucesséo
coordenada do arsenal enzimatico ao longo da degradacéo da parede vegetal
(ALFARO et al., 2016).

Antes da consolidagao desse perfil ampliado, contudo, o ensaio de 9 dias
revelou aspecto metodolégico fundamental: a influéncia da variabilidade
interensaio na interpretacdo de pontos temporais especificos. A concatenagao
de cinco ensaios independentes permitiu capturar a variacdo experimental global
do sistema, mas evidenciou heterogeneidade pontual concentrada no dia 7,
associada a um dos ensaios. Embora os valores permanecessem dentro da
variagdo estatistica aceitdvel e nao configurassem outliers extremos, a
discrepancia elevava artificialmente as médias estimadas naquele ponto

temporal, com potencial de inflacionar a interpretagao bioldgica da cinética.

A reanalise apds exclusao criteriosa do ensaio discrepante nao alterou o
padrédo global da dindmica enzimatica, mas reduziu substancialmente a
amplitude entre ensaios, especialmente para mananase e xilanase. Esse

procedimento evidencia que, em sistemas bioldgicos complexos, a auséncia de
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outliers formais n&o exclui a possibilidade de influéncia desproporcional de um
subconjunto experimental sobre estimativas pontuais. Assim, o controle rigoroso
da variabilidade interensaio foi determinante para garantir robustez interpretativa

e evitar superestimacao de eventos temporais isolados.

Importante destacar que, mesmo apoés o refinamento do conjunto de 9
dias, a tendéncia de superioridade numérica do cocultivo no eixo pectinolitico
permaneceu consistente entre os dias 3 e 9, ainda que sem distingao estatistica
formal. A manutencio desse padrédo apds controle da variabilidade reforca que
o fendbmeno observado nao era artefato associado ao ensaio discrepante, mas
caracteristica recorrente do sistema, cuja confirmagcao dependeria de maior

resolugao estatistica posteriormente alcangada no ensaio ampliado.

No experimento de 15 dias, conduzido com maior numero de réplicas
bioldgicas dentro de um unico cultivo ampliado, a variabilidade observada refletiu
predominantemente dispersao intragrupo. Essa ampliagdo elevou o poder
discriminatério dos modelos estatisticos e confirmou, no dia 12, a superioridade
significativa do cocultivo em pectinase, consolidando tendéncia previamente

detectada sob menor N amostral.

Destaca-se, de forma particular, o padrao associado ao basidiomiceto. A
lacase apresentou expressao significativa apenas no monocultivo de P
citrinopileatus e predominantemente em fases tardias (dias 12-15). Esse
comportamento esta alinhado com descrigdes classicas de basidiomicetos
saprotroficos, nos quais enzimas oxidativas sdo frequentemente associadas a
estagios avangados de colonizacdo e modificagdo estrutural do substrato
(BALDRIAN, 2008). De forma semelhante, a atividade proteolitica elevou-se em
fases intermediarias e tardias, sugerindo transicdo metabdlica dependente do

estagio de desenvolvimento e possivel remodelamento do secretoma.

Observou-se também que P. citrinopileatus, quando analisado
isoladamente, apresentou incremento tardio de atividades celuloliticas,
indicando que sua eficiéncia secretéria maxima pode ocorrer em janelas
temporais posteriores as tradicionalmente exploradas em sistemas dominados

por T. reesei. Esse resultado reforca que colonizacdo inicial ou crescimento
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micelial acelerado nao equivalem, necessariamente, a maxima producao

hidrolitica.

No contexto do cocultivo, o delineamento experimental adotado com
inoculacdo simultdnea e propor¢cao fixa de indculo pode ter favorecido
dominancia precoce do ascomiceto, potencialmente limitando a expressao tardia
do arsenal oxidativo e proteolitico do basidiomiceto. Zhang et al. (2025)
demonstraram que a modificagdo da dindmica de inoculagdo altera a
complexidade e o padrao de correlagdes positivas nas redes microbianas,
favorecendo cooperacdo funcional em fases especificas do processo. Tal
evidéncia dialoga diretamente com a hipétese de que, no presente sistema, a
estratégia de estabelecimento inicial pode ter restringido a manifestacao plena

do potencial complementar do basidiomiceto.

Em conjunto, os resultados indicam que a eficiéncia funcional em cocultivo
é fenbmeno dinamico e temporalmente estruturado, dependente da identidade
metabdlica dos parceiros, da variacdo experimental global e da estratégia de
estabelecimento inicial. A extensao da analise para 15 dias revelou que o
potencial enzimatico do basidiomiceto se manifesta de maneira mais evidente
em fases tardias, enquanto o controle rigoroso da variabilidade no ensaio de 9
dias reforgou a necessidade de cautela na definicdo de pontos 6timos baseados
em picos isolados. Assim, a modulagdo observada no sistema modelo ndo se
configura como amplificacédo abrupta do desempenho hidrolitico, mas como
reorganizagao temporal seletiva do secretoma, cuja expressao plena depende

da maturagao do cultivo e do equilibrio competitivo entre os parceiros.

6.6 Assinatura pectinolitica do cocultivo: modulacao
setorial com relevancia mecanistica

Entre todas as atividades avaliadas ao longo da caracterizacio cinética,
a pectinase foi a Unica que exibiu padrao recorrente e direcional de superioridade
do cocultivo em relagdo ao monocultivo de T. reesei RUT-C30 ao longo de
multiplos pontos temporais. No ensaio de 9 dias, o cocultivo manteve valores
meédios superiores entre os dias 3 e 9, ainda que sem distingdo estatistica; no
ensaio ampliado de 15 dias, essa tendéncia foi novamente observada e tornou-
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se estatisticamente significativa no dia 12. Esse comportamento indica que o
ganho pectinolitico se consolida quando o sistema € analisado em janela

temporal mais extensa e sob maior robustez experimental.

Tal padréao reforga a interpretacdo de que a modulagao induzida pela
interagcéo interespecifica ndo se manifesta como amplificagdo homogénea do
repertorio hidrolitico, mas como reorganizagao setorial do secretoma
caracteristica frequentemente descrita em sistemas de cocultivo, nos quais o
principal beneficio reside na ampliagdo da diversidade funcional, e nao
necessariamente na maximizagao simultanea de todas as atividades (VIEIRA et
al., 2025).

Do ponto de vista mecanistica, a relevancia do eixo pectinolitico encontra
respaldo na organizagcdo hierarquica da parede celular vegetal. Pectinas
compdem a lamela média e participam da coesao intercelular, influenciando a
organizacao da matriz polissacaridica. Sua presenga pode reduzir porosidade e
limitar a difusdo de enzimas hidroliticas no interior do material lignocelulésico.
Assim, a remocgao dessas fragbes tende a aumentar a acessibilidade estrutural
e facilitar etapas subsequentes de desconstru¢cao (DONEV et al., 2018). Estudos
demonstram que a remog¢ao enzimatica ou quimica de pectina pode elevar a
eficiéncia da hidrdlise global, mesmo quando a celulose é o alvo final do
processo (PAKARINEN et al., 2012). Nesse contexto, ainda que o cocultivo ndo
tenha superado T. reesei nas atividades celuloliticas maximas, o incremento
consistente em pectinase é compativel com a hipétese de um mecanismo
indireto de melhora do desempenho global, mediado por aumento de

acessibilidade ao substrato.

Arelevancia da assinatura pectinolitica observada no cocultivo transcende
a interpretagdo mecanistica associada a arquitetura da parede celular.
Industrialmente, pectinases sdao amplamente empregadas na clarificacéo e
aumento de rendimento de sucos e em processos de maceracao
despectinizagéo de tecidos vegetais, além de aplicacbes em processos téxteis,
em funcdo da capacidade de reduzir viscosidade e modificar a matriz
polissacaridica (JAYANI et al., 2005; HOONDAL et al., 2002).).
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A assinatura pectinolitica observada também dialoga com diferengas
amplas de estratégia degradativa entre ascomicetos e basidiomicetos. T. reesei
€ reconhecido como produtor altamente especializado de celulases e
hemicelulases, enquanto basidiomicetos do género Pleurotus apresentam
secretomas mais diversificados, frequentemente incluindo hidrolases
direcionadas a polissacarideos nao celuldésicos e enzimas associadas a
modificagcdo estrutural do substrato. Analises secretbmicas em Pleurotus
revelam repertdrios complexos sob substratos lignocelulésicos, com multiplas
hidrolases e enzimas auxiliares/oxidativas (FERNANDEZ-FUEYO et al., 2016).
Além disso, a eficiéncia degradativa pode depender de proteinas de baixo peso
molecular e redes regulatérias que modulam o desempenho global do sistema
(YARDEN et al., 2023), reforcando que capacidade degradativa n&o se resume
ao somatorio de celulases classicas, mas emerge da agdo cooperativa de

multiplos componentes secretados.

No presente estudo, essa interpretacdo encontra plausibilidade adicional
na caracterizagao protedmica qualitativa. Embora a abordagem empregada nao
permita discriminar abundancias relativas entre monocultivos e cocultivo, a
analise de presenga/auséncia e a distribuicao funcional por taxonomia revelaram
maior densidade relativa de enzimas CAZy atribuidas a P. citrinopileatus,
incluindo classes associadas a degradagao de polissacarideos n&o celuldsicos.
Ainda que agregada, essa evidéncia € compativel com a hipétese de que o
basidiomiceto possa contribuir para ampliar o leque funcional do sistema,
oferecendo potencial complementar particularmente em fragdes menos

dominadas por T. reesei.

Do ponto de vista ecoldgico-regulatorio, a modulagao setorial da pectinase
€ coerente com cenarios de competicdo com coexisténcia. A presenga do
parceiro pode redirecionar o investimento secretério para nichos bioquimicos
menos explorados, reduzindo sobreposicdo funcional direta. Em diversos
sistemas de cocultivo fungico voltados a conversdao de biomassa, o principal
resultado relatado ndo € ganho universal de atividade, mas ampliagcdo do
espectro enzimatico por complementaridade ou indugao especifica sob interagao
(VIEIRA et al., 2025; SPERANDIO et al., 2024).
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Em sintese, os dados indicam que a principal assinatura funcional da
interacéo T. reesei RUT-C30 + P. citrinopileatus reside na intensificagao relativa
do eixo pectinolitico, com manifestacdo dependente do tempo e evidéncia mais
robusta sob janela temporal ampliada. Essa modulagédo pode estar associada a
uma etapa estratégica de reorganizacdo inicial do substrato lignocelulésico,
favorecendo acessibilidade estrutural e potencialmente impactando a eficiéncia
global do sistema, mesmo na auséncia de aumento significativo das atividades

celuloliticas maximas.

A confirmagao direta de reprogramagao coordenada do secretoma,
entretanto, exige como perspectiva futura uma abordagem protebmica
quantitativa por tratamento, capaz de discriminar abundancias relativas de
pectinases e proteinas auxiliares entre monocultivos e cocultivo, e de
correlacionar essas diferengas com marcadores objetivos de acessibilidade e

modificagao estrutural do substrato.

6.7 Definigcao do ponto temporal com base na dindmica
funcional do secretoma

A identificacdo da assinatura pectinolitica do cocultivo impbs a
necessidade de definir em qual estagio temporal essa modulagdo deveria ser
investigada nas etapas subsequentes. Como discutido anteriormente, a
superioridade numérica do cocultivo concentrou-se de forma consistente no eixo
pectinolitico ao longo da cinética, tornando-se estatisticamente significativa no
dia 12 no ensaio ampliado. Contudo, indicios dessa modulagdo ja eram

detectaveis em estagios intermediarios do cultivo.

Nesse contexto, a escolha do dia 6 como ponto operacional fundamentou-
se em analise integrada entre dinamica funcional, robustez estatistica e
viabilidade temporal do processo. Embora o dia 12 tenha fornecido a
confirmacao estatistica mais robusta do ganho pectinolitico, o desenho do
projeto priorizou um ponto intermediario que capturasse a fase de modulagéo em
curso com maior viabilidade operacional e menor tempo de processo. No dia 6,
as atividades enzimaticas ja se encontram em trajetoria ascendente e em

patamar funcional consolidado, enquanto o cocultivo apresenta indicios claros
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de ganho relativo em relagdo ao monocultivo de T. reesei, especialmente no eixo
pectinolitico. Assim, esse ponto captura o sistema em fase de reorganizagao
secretdéria ativa, antes do predominio absoluto das atividades celuloliticas

tardias.

Embora enzimas como CMCase e mananase atinjam seus maximos em
fases posteriores (dias 9-15), o estabelecimento funcional do secretoma ocorre
previamente. O dia 6 representa estagio em que o sistema ja superou a fase
inicial de adaptacdo metabdlica, mas ainda ndo atingiu saturagdo funcional
tardia. Dessa forma, permite avaliar a interagdo em momento potencialmente

mais sensivel as contribuicées diferenciais entre os parceiros.

Sob a perspectiva biotecnolégica, a adogdo de ponto intermediario &
coerente com estratégias descritas para consorcios microbianos artificiais, nas
quais o desempenho néo deve ser avaliado exclusivamente por maximos tardios,
mas pela estabilidade funcional e eficiéncia global ao longo do tempo
(MITTERMEIER et al., 2022). Em processos industriais de conversao de
biomassa, periodos prolongados de cultivo elevam custos operacionais e
aumentam risco de instabilidade populacional. Assim, a priorizacdo de uma

janela intermediaria equilibra desempenho hidrolitico e viabilidade processual.

Portanto, a eleicdo do dia 6 decorre diretamente da assinatura funcional
identificada no cocultivo. Ao capturar o sistema em fase de modulagao
pectinolitica ja estabelecida, mas ainda anterior ao dominio pleno das atividades
tardias, esse ponto temporal oferece equilibrio entre sensibilidade bioldgica e
racionalidade operacional, mantendo coeréncia com os dados experimentais e

com perspectivas de aplicacio.

6.8 pH como modulador fisiolégico do secretoma:
efeito integrado além da atividade enzimatica

A modulagao do pH demonstrou exercer influéncia abrangente sobre o
perfil secretério do sistema modelo. Como o pH foi previamente ajustado no meio
de cultura (sem controle ativo ao longo do cultivo), as diferengas observadas
refletem resposta fisioldgica integrada dos organismos, envolvendo regulacao

transcricional, secregao proteica e estabilidade enzimatica extracelular.
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Além do efeito direto sobre a atividade catalitica das enzimas secretadas,
o pH ambiental atua como sinal regulatério capaz de modular taxa de
crescimento micelial, morfologia das hifas, composicédo da parede celular e
eficiéncia da maquinaria secretéria. Assim, variagdes de pH podem alterar ndo
apenas a atividade especifica das enzimas carboidrato-ativas (CAZy), mas
também a quantidade total de proteina secretada e a dinamica metabdlica global
do sistema. Dessa forma, os efeitos observados devem ser interpretados como
resultado de ajustes fisiologicos integrados, e ndo apenas como variagdes

pontuais de estabilidade enzimatica.

A literatura demonstra que a produgdo de enzimas CAZy em fungos
filamentosos é fortemente modulada pelo pH ambiental por meio de sistemas
regulatorios que controlam a expressédo génica em fungédo da acidez do meio
(PENALVA; ARST, 2002; MARTINEZ et al., 2008). Em T. reesei, faixas levemente
acidas a proximas da neutralidade (pH 5-6) sao frequentemente associadas a
maior produgao de celulases e hemicelulases, enquanto condi¢des mais acidas

podem reduzir a expressao e/ou estabilidade de determinadas enzimas.

No presente estudo, o pH 6 concentrou as maiores meédias de atividade
para mananase, pectinase e xilanase, além de representar condi¢gao 6tima para
CMCase em T. reesei e no cocultivo. A redugao expressiva das atividades em pH
4 e, em alguns casos, em pH 7, reforga a sensibilidade do sistema as condi¢des
ambientais. Em pH mais acido, a diminuicdo pode estar associada tanto a
regulacdo negativa da expressdo quanto a menor estabilidade estrutural de
enzimas extracelulares; em pH mais elevado, pode ocorrer desbalanco

regulatorio e alteragdo na eficiéncia secretdria.

Esses resultados estdo alinhados com estudos que demonstram que
pequenas variagcdbes no pH do cultivo podem alterar significativamente o
rendimento enzimatico e o perfil do secretoma em fungos lignoceluloliticos,
independentemente de se tratar de monocultivo ou sistema misto. Assim, a
padronizacdao em pH 6 para as etapas subsequentes ndo apenas reflete a
condicdo de maior desempenho funcional observada experimentalmente, mas
também encontra respaldo na fisiologia conhecida de fungos produtores de
enzimas CAZy.
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Dessa forma, a definicdo do pH 6 contribui para a consisténcia
experimental e reduz viés decorrente de condi¢gdes subodtimas, assegurando que
as analises subsequentes sejam conduzidas sob regime ambiental favoravel a

expressao do potencial secretério do sistema.

6.9 Manutencao do desempenho hidrolitico em sistema
de cocultivo

A hidrélise enzimatica foi conduzida utilizando bagago de cana-de-agucar
sem preé-tratamento fisico-quimico. Essa escolha metodologica foi deliberada e
fundamentada no objetivo de avaliar o desempenho dos secretomas em
condicdo estruturalmente integra da biomassa, preservando a matriz
lignocelulésica e permitindo a atuagédo integrada de enzimas celuloliticas,

hemiceluloliticas e potencialmente oxidativas.

A literatura reconhece que pré-tratamentos promovem aumento
significativo da acessibilidade da celulose, elevando as taxas e os rendimentos
de hidrolise (ALVIRA et al., 2010; HIMMEL et al., 2007). Contudo, tais estratégias
removem parcial ou substancialmente a lignina e modificam a arquitetura da
parede celular, reduzindo a complexidade estrutural do substrato. Nesse cenario,
a contribuicdo de enzimas associadas a modificacdo de lignina e a atuagao em

interfaces lignina-carboidrato pode ser subestimada.

Considerando que o cocultivo envolve um basidiomiceto (P.
citrinopileatus), grupo amplamente reconhecido pela producédo de enzimas
oxidativas associadas a modificagao da lignina, a utilizagao de bagaco nao pré-
tratado permitiu avaliar o desempenho do sistema em uma condi¢do mais
proxima da estrutura natural da biomassa vegetal. Basidiomicetos apresentam
capacidade de secregcdo de enzimas ligninoliticas e auxiliares que podem
contribuir para a modulagao da acessibilidade da matriz lignocelulésica (HIMMEL
et al., 2007; JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007).

Nesse contexto, a manutencédo do desempenho hidrolitico do cocultivo em
patamar comparavel ao monocultivo de T. reesei RUT-C30 assume relevancia
adicional. Embora o monocultivo de P. citrinopileatus tenha apresentado baixa

eficiéncia nas métricas avaliadas, o sistema combinado n&o apresentou reducéo
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do desempenho em relagdo ao monocultivo mais eficiente. Isso sugere que a
maior diversidade secretdria do cocultivo ndo compromete a atividade celulolitica

global, mesmo em substrato estruturalmente complexo.

Além disso, a literatura destaca que a relagao entre atividade medida por
ensaios padrédo (como FPase) e eficiéncia real de sacarificacdo pode ser
modulada pela composi¢ado do coquetel enzimatico e por interagbes sinérgicas
entre enzimas (GHOSE, 1987; WILSON, 2009). Assim, a equivaléncia de carga
enzimatica aplicada neste estudo reforga que as diferencas observadas refletem

propriedades funcionais do secretoma, e ndo variacdes quantitativas de dose.

Dessa forma, os resultados indicam que, sob condigao estruturalmente
integra da biomassa, o cocultivo mantém desempenho hidrolitico elevado,
configurando um sistema potencialmente vantajoso por combinar diversidade
enzimatica e eficiéncia catalitica sem perda de rendimento. Nesse
enquadramento, a manutencdo do desempenho hidrolitico do cocultivo, aliada
ao incremento pectinolitico observado na cinética, sugere que o consércio pode
combinar eficiéncia celulolitica preservada com potencial de modificacao

estrutural do substrato.

6.10 Protedmica global: leitura qualitativa e
plausibilidade funcional

A analise protebmica por LC-MS/MS resultou na identificagao de 305
proteinas de alta confianga apds curadoria bioinformatica restritiva, com baixas
taxas de FDR em nivel de PSM, peptideo e proteina, evidenciando consisténcia
técnica e validacdo do pipeline analitico empregado. Nesse sentido, a
protedmica cumpriu um objetivo metodolégico central do trabalho: demonstrar a
viabilidade analitica do desenho experimental aplicado ao sistema modelo e
assegurar que o protocolo de extragao, processamento e identificagcao foi capaz
de capturar o repertorio proteico secretado com confiabilidade.

Entretanto, € fundamental explicitar o principal limite interpretativo dessa
abordagem. As amostras foram analisadas de forma agregada, sem
estratificagdo por tratamento (monocultivos versus cocultivo) e sem

quantificacdo comparativa por condi¢cao. Assim, o conjunto obtido representa um
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repertorio global qualitativo (presenga/auséncia) do sistema experimental e ndo
permite inferir reprogramacao secretéria dependente da interagdo, tampouco
atribuir diferengas de abundancia entre tratamentos. Qualquer inferéncia sobre
modulagao diferencial entre monocultivo e cocultivo ultrapassaria o escopo

metodoldgico efetivamente realizado.

Ainda assim, enquanto leitura estrutural, o conjunto é biologicamente
informativo. A atribuigdo taxondmica indicou maior numero absoluto de proteinas
associadas a T. reesei, com maior suporte peptidico médio, coerente com sua
dominancia funcional observada nos ensaios enzimaticos. Por outro lado, P.
citrinopileatus apresentou maior representatividade de enzimas CAZy dentro do
conjunto identificado em relagdao ao seu total proteico identificado, além de
distribuicdo funcional mais ampla entre subclasses e maior representacao
proporcional de enzimas redox. Esse padrdo € compativel com estratégias
degradativas tipicamente atribuidas a basidiomicetos e em nivel estrutural,
fornece plausibilidade para a hipétese de complementaridade funcional entre os

parceiros no repertorio global detectado.

Essa leitura encontra respaldo em estudos recentes de secretdbmica em
cocultivo envolvendo T. reesei. Sperandio et al. (2024), ao analisarem o cocultivo
de Aspergillus brasiliensis e T. reesei RUT-C30 em bagaco de cana-de-agucar,
identificaram repertério secretério combinado no qual a contribuicdo de cada
organismo variou conforme a dindmica de estabelecimento do sistema. Os
autores demonstraram que o cocultivo ndo promoveu aumento uniforme de
todas as atividades hidroliticas, mas resultou em modulagdes especificas,
dependentes do contexto ecolégico e da ordem de inoculagdo, com
reorganizagao do perfil de enzimas carboidrato-ativas. Esse padrao reforga a
nocdo de que consorcios fungicos tendem a operar por ajuste seletivo do
secretoma, e nao por amplificagao indiscriminada do desempenho global.

E importante enfatizar que tais observacdes ndo demonstram o
mecanismo do cocultivo. Elas ndo evidenciam diretamente que o basidiomiceto
aumentou a secrecao de determinadas enzimas na presenca do ascomiceto.
Contudo, sustentam plausibilidade estrutural para a assinatura pectinolitica
observada nos dados cinéticos e para a ideia de que o consércio reune
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repertorios metabdlicos distintos no conjunto proteico global detectado, sem

permitir atribuicdo diferencial por condigao.

Um diferencial relevante desta protedmica foi a utilizacdo de banco de
dados proteico derivado dos genomas das proprias linhagens empregadas no
projeto, anotado e curado no mesmo arcabougo experimental que fundamentou
as analises transcriptbmicas anteriores. Em sistemas de cocultivo, a
discriminagao taxonémica depende criticamente da qualidade e adequagao do
banco utilizado. Uma biblioteca contextualizada reduz ambiguidades de
atribuicdo, fortalece a confiabilidade das identificacbes e minimiza erros de
classificagdo cruzada entre organismos. Ainda assim, deve-se reconhecer que
basidiomicetos frequentemente apresentam proporgcéo elevada de proteinas
pouco caracterizadas ou anotadas como hipotéticas, o que limita a resolugao
funcional fina e pode concentrar incerteza em categorias regulatérias e

oxidativas.

Nesse enquadramento, a prote6mica apresentada configura-se como
caracterizacao exploratoria do repertério secretado, ao mesmo tempo em que
valida o pipeline metodolégico empregado. Ela reforga a plausibilidade de
complementaridade entre os organismos, mas a demonstracdo direta de
reprogramacao secretoria induzida pelo cocultivo permanece como etapa futura,
dependente de protedmica comparativa com replicagéo biolégica e quantificagéo
relativa ou absoluta. Além disso, a analise de enriquecimento funcional discutida
anteriormente deve ser interpretada como sobre-representacdo de categorias
em um conjunto qualitativo de proteinas identificadas, e ndo como evidéncia de

abundancia proteica diferencial entre os organismos.

Quando conectada aos dados funcionais, a protedmica global fornece um
enquadramento coerente para a assinatura pectinolitica observada no cocultivo.
Mesmo sem distinguir abundancia por condi¢cao, o fato de P. citrinopileatus
apresentar maior densidade relativa de enzimas CAZy e distribuicdo funcional
mais ampla é consistente com uma leitura estrutural na qual o basidiomiceto
pode estar associado a fragcbes menos dominadas por T. reesei, como pectinas
e determinados componentes hemiceluldsicos. Assim, os dois eixos cinética

enzimatica e composi¢cao global do secretoma convergem para a mesma
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hipotese operacional: o cocultivo ndo amplifica indiscriminadamente o
desempenho hidrolitico, mas pode estar associado a reorganizagao funcional

seletiva, com efeito mais evidente no eixo pectinolitico.

Essa convergéncia, contudo, € apresentada com rigor conceitual. Trata-
se de plausibilidade mecanistica, e ndo de demonstracéo causal. O fechamento
do circuito de evidéncia exigira protedbmica comparativa estratificada por
tratamento, com quantificacdo robusta de pectinases e proteinas auxiliares,
associada a métricas independentes de acessibilidade estrutural e desempenho

hidrolitico sob condi¢cdes sensiveis a remoc¢ao de pectinas.
6.11 Producao intelectual decorrente do estudo

O desenvolvimento deste trabalho resultou na publicagéo de um artigo de
revisdo na area de cocultivo fungico aplicado a bioconversao de biomassa
lignocelulésica, elaborado em colaboracdo com o grupo de pesquisa. O
manuscrito intitulado “Fungal Coculture: Unlocking the Potential for Efficient
Bioconversion of Lignocellulosic Biomass” foi publicado no periddico Journal of
Fungi, contando com a participagdao do autor desta dissertagdo como segundo
autor, com contribuicdo equivalente a do primeiro autor (VIEIRA et al., 2025).
DOI: 10.3390/jof11060458.

Adicionalmente, resultados parciais do estudo foram apresentados em
eventos cientificos da area. O trabalho “Efeito das proteinas hidrofobinas no
sistema de cocultivo fungico de Trichoderma reesei e Pleurotus citrinopileatus”
foi apresentado no IV Simpdsio de Biologia Microbiana (Brasilia, 27-29 de
novembro de 2024), no formato péster. Posteriormente, o trabalho “Analise do
secretoma e potencial hidrolitico de Trichoderma reesei e Pleurotus
citrinopileatus em cocultivo aplicados a conversdo de biomassa lignocelulésica”
foi apresentado no V Simpdsio de Biologia Microbiana (Brasilia, 27-28 de

novembro de 2025), também no formato péster.

6.12 Limitacoes do estudo

O presente estudo teve carater exploratério e de screening racional, com

foco na selecdo de um sistema modelo biologicamente plausivel e
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funcionalmente informativo para etapas subsequentes. Nesse contexto, é
fundamental explicitar os limites metodolégicos que delimitam o nivel de

inferéncia possivel a partir dos resultados obtidos.
Poder estatistico no screening inicial

Uma limitagdo relevante refere-se ao tamanho amostral reduzido no
screening funcional inicial (n biolégico = 3 por condigdo), aliado ao uso de
corregdes conservadoras para multiplas comparagdes. Em sistemas bioloégicos
com variabilidade intrinseca, amostras reduzidas limitam o poder estatistico para
detectar diferengcas de magnitude moderada entre médias. Assim, tendéncias
numeéricas consistentes podem nao atingir significancia formal, especialmente

sob ajustes como Sidak ou procedimentos equivalentes.

Essa limitagdo tornou-se evidente quando tendéncias observadas no
screening foram posteriormente avaliadas no ensaio ampliado de 15 dias, no
qual o aumento do numero de réplicas biolégicas permitiu maior resolugéo
estatistica e sustentou, por exemplo, distingao significativa no eixo pectinolitico
em ponto temporal especifico. Dessa forma, parte dos resultados onde ouve
superioridade de valor absoluto de atividade, mas nao significancia estatistica
entre tratamentos observados entre tratamentos ocorreram como consequéncia
natural de um delineamento exploratério adequado para triagem inicial, e ndo

como evidéncia conclusiva de auséncia de efeito bioldgico.
Variabilidade interensaio e sensibilidade a picos pontuais

Outra limitagao metodoldgica evidenciada na caracterizagao cinética de 9
dias foi a heterogeneidade entre ensaios independentes. Embora discrepancias
pontuais ndo tenham sido classificadas como outliers extremos, observou-se que
um ensaio especifico influenciava desproporcionalmente as médias estimadas
em um ponto temporal (dia 7), elevando artificialmente a magnitude de
determinadas atividades.

Esse achado reforga que, em sistemas biolégicos complexos, a auséncia
de outliers formais nao exclui a possibilidade de influéncia indevida de um

conjunto especifico sobre estimativas pontuais. Interpretagcbes baseadas
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exclusivamente em picos isolados podem ser sensiveis a variabilidade global do
sistema. A reanalise criteriosa adotada neste trabalho reforga a importancia de
replicacdo entre ensaios, inspegao estratificada por lote e escolha de janelas

operacionais sustentadas por tendéncias consistentes ao longo do tempo.
Diferengas na carga proteica total secretada

A quantificagao de proteina total no EB revelou diferenga expressiva entre
os sistemas avaliados. No sistema modelo, P. citrinopileatus apresentou
concentracao proteica inferior (156 pg/mL) quando comparado a T. reesei RUT-
C30 (256 pg/mL) e ao cocultivo (216 pg/mL).

Essa diferenca tem implicacbes interpretativas diretas. Parte do
desempenho inferior do basidiomiceto em termos de atividade (U/mL) pode
refletir menor carga total de proteinas secretadas sob as condigbes avaliadas, e
nao necessariamente auséncia de enzimas relevantes. Assim, a contribuicdo
funcional de P citrinopileatus pode estar subestimada quando analisada
exclusivamente por atividade volumétrica. Como perspectiva experimental,
torna-se relevante investigar estratégias como o pré-estabelecimento do
basidiomiceto antes da adicdo de T. reesei, 0 ajuste da proporg¢ao de indculo
(carga micelial inicial) e a analise de atividades especificas normalizadas por
proteina total (U/mg). Tais abordagens podem permitir avaliagdo mais precisa da
contribuigdo funcional de P. citrinopileatus e testar de forma mais robusta a

hipétese de complementaridade metabdlica no sistema modelo.
Auséncia de ensaios oxidativos e de hidrélise no screening inicial

O screening inicial ndo incluiu ensaios de hidrélise nem avaliagcéo
sistematica de enzimas oxidativas. Essa auséncia limita a conex&o direta entre
padrées de crescimento, tendéncias de enzimas CAZy e desfechos finais de
sacarificagdo. Considerando que basidiomicetos frequentemente manifestam
seu arsenal oxidativo em fases tardias, a inclusdo de marcadores oxidativos e
ensaios simplificados de hidrolise ja na etapa de triagem pode aumentar a

sensibilidade do processo de selecido de consorcios.

Protedmica qualitativa agregada
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A limitacdo mais determinante no eixo émico foi o desenho da protebmica
agregada qualitativa. As amostras foram analisadas de forma conjunta, sem
estratificacdo por tratamento (monocultivos vs. cocultivo) e sem quantificagéo
comparativa por condicdo. Esse desenho impossibilita inferir diferencas
especificas induzidas pela interagdo interespecifica e impede concluir
reprogramagao secretéria coordenada em nivel de abundéancia relativa entre
condigbes experimentais. Além disso, a associagado das proteinas identificadas
aos organismos de origem foi realizada de forma heuristica, com base nos
campos description e accession da exportacdo protedmica. Embora esse
procedimento tenha permitido atribuicdo taxonémica operacional do repertério
detectado, casos sem correspondéncia inequivoca foram classificados como
“‘Unresolved”, exigindo cautela na interpretacdo comparativa entre os

organismos.

Assim, embora a protedmica tenha validado a viabilidade analitica do
pipeline e fornecido retrato estrutural do repertério proteico detectavel, as
inferéncias funcionais derivadas da distribuicdo de CAZymes e das analises de
enriquecimento refletem a composicao e a representacio relativa de classes
proteicas no conjunto identificado, e nao diferencas quantitativas de abundancia
entre proteinas ou entre condicbes. Dessa forma, a demonstragcao direta da
hipétese central requer protebmica quantitativa por condigdo, com replicacao
bioldgica independente. A abordagem atual sustenta plausibilidade mecanistica,

mas nao estabelece causalidade.

6.13 Perspectivas e direcoes futuras

Os resultados obtidos delineiam um conjunto claro de diregdes
experimentais e estratégicas para aprofundamento e validagdo do sistema

modelo.
Otimizagao do consoércio e dinamica de inoculagao

A contribuicdo do basidiomiceto mostrou-se mais evidente em fases
intermediarias e tardias do cultivo, sugerindo que a dominancia precoce de T.
reesei pode limitar a manifestagao plena do potencial complementar do parceiro.
Ajustes na propor¢ao de indculo, estratégias de inoculagao sequencial e regimes
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dinamicos de pH representam abordagens promissoras para maximizar

complementaridade funcional sem comprometer o desempenho celulolitico.
Validagao funcional aplicada

Investigagcdes futuras podem incluir ensaios de hidrélise sob diferentes
cargas de solidos, comparagdo com coquetéis comerciais e avaliagdo da
fermentabilidade dos hidrolisados. A analise sob biomassa submetida a
diferentes pré-tratamentos permitira avaliar se o incremento pectinolitico
observado traduz-se em ganho operacional mensuravel em sistemas de maior

complexidade.
Protedmica quantitativa e integragcao multiomica

A etapa mais estratégica de aprofundamento reside na implementagéo de
proteOmica quantitativa comparativa entre monocultivos e cocultivo, conduzida
com replicagdo bioldgica independente e delineamento estatistico robusto.
Diferentemente da abordagem qualitativa agregada empregada nesta
dissertacdo, uma estratégia quantitativa permitira identificar proteinas
diferencialmente secretadas, estimar variacbes de abundancia relativa e
conectar tais alteracdes as assinaturas funcionais observadas, especialmente no

eixo pectinolitico.

Do ponto de vista metodolégico os dados gerados estdo aptos
abordagens label-free baseadas em intensidade (LFQ) oferecem viabilidade
operacional e boa reprodutibilidade quando combinadas a modelos lineares
mistos e controle rigoroso de FDR. Em sistemas de secretoma, nos quais a
dinamica temporal é relevante, a combinag¢ao de quantificacdo multiplexada com
recortes temporais estratégicos (por exemplo, dias 6 e 12) pode esclarecer se a
modulagdo observada em pectinase decorre de aumento especifico de
determinadas isoformas, inducdo de proteinas auxiliares ou redistribuicdo do

investimento secretorio.

A integragdo com dados transcriptdmicos representa um segundo eixo
fundamental. A comparacéao entre niveis de expressao génica, (dados ja obtidos

pelo grupo para essas condigbes) e abundancia proteica permitira distinguir
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eventos regulatérios primarios (controle transcricional) de fendmenos pods-
transcricionais, como eficiéncia de secrecdo, estabilidade proteica ou
processamento diferencial. A analise integrada pode revelar genes
diferencialmente expressos no cocultivo e verificar se tais genes correspondem
a proteinas efetivamente detectadas e quantificadas no secretoma.
Discrepancias entre transcritos e proteinas podem indicar camadas regulatorias

adicionais relevantes para a adaptacgao interespecifica.

A incorporacado de metabolémica ampliaria ainda mais a compreenséo
sistémica do consércio. A analise de metabdlitos extracelulares (agucares
liberados, acidos organicos, compostos fendlicos derivados da lignina,
intermediarios aromaticos) permitiria correlacionar alteragdes no secretoma com
modificagdes quimicas efetivas no substrato. Além disso, perfis metabdlicos
podem indicar competigdo por carbono, secrecao de metabdlitos sinalizadores
ou ativagao de rotas oxidativas nao capturadas apenas pela analise enzimatica.
A integracdo proteoma transcritoma metaboloma possibilita modelar fluxos

funcionais e inferir como a interacéo altera a dinamica de uso de substrato.

Um desdobramento estratégico envolve a construgdo de uma base
integrada reunindo genes e proteinas diferencialmente regulados, fatores de
transcricdo candidatos e suas respectivas classes funcionais. Essa estrutura
permitiria identificar eixos regulatorios centrais e mddulos cooperativos do
cocultivo por meio de analises de redes, distinguindo respostas nucleares do

consorcio de adaptagdes especificas da interagao.

Em perspectiva aplicada, esse banco multidmico possibilitaria estratégias
racionais de otimizacdo, como selecdo direcionada de combinacdes
enzimaticas, ajuste de proporgdes de indculo, desenho de consorcios sintéticos
e edicao genética de reguladores-chave. Assim, a transi¢gao de uma proteémica
qualitativa para uma abordagem quantitativa integrada representa o passo
essencial para converter plausibilidade mecanistica em demonstracao causal e

aplicagao biotecnoldgica efetiva.
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7 Conclusao

O presente estudo investigou, sob uma abordagem integrada e
progressiva, como interagdes interespecificas em um sistema modelo de
cocultivo fungico influenciam a organizacdo do secretoma e o desempenho
funcional frente a biomassa lignocelulésica. A hipétese central propds que a
interagcdo entre organismos filogeneticamente distintos poderia induzir
reconfiguragdes secretdrias capazes de impactar o perfil enzimatico e,

potencialmente, a eficiéncia de degradagao do substrato.

Os resultados indicam que o cocultivo entre T. reesei RUT-C30 e P,
citrinopileatus nado promove amplificagdo global das atividades hidroliticas
quando comparado ao monocultivo dominante. Em vez disso, o sistema revela
padrao de modulacao seletiva, dependente do tempo e do contexto fisioldgico. A
principal assinatura funcional observada foi a intensificacdo relativa do eixo
pectinolitico no cocultivo, consistente ao longo das cinéticas e confirmada sob
maior robustez experimental. Essa modulagdo ndo se manifesta como aumento
indiscriminado do repertério hidrolitico, mas como reorganizagcdo setorial do
secretoma, sugerindo redistribuicao estratégica do investimento metabdlico sob

condigao de interagao.

A analise ecoldgica inicial indicou cenario de competicdo com
coexisténcia, caracterizado por delimitacao espacial sem exclusdo metabdlica
severa. Tal padrdo sustenta a plausibilidade de um ambiente regulatorio
dinamico, no qual a presenga do parceiro funciona como modulador fisiolégico e
nao apenas como competidor antagbnico. A integragdo entre os dados
morfoldgicos e funcionais evidencia que crescimento radial, ocupag¢ao de nicho
e desempenho hidrolitico ndo sao métricas equivalentes, reforcando a

complexidade da resposta adaptativa em sistemas consorciados.

A dindmica temporal revelou sucessao funcional coerente com modelos
classicos de degradagao lignoceluldsica: atividade xilanolitica precoce, seguida
por intensificagao celulolitica e mananolitica em fases posteriores. A eleicdo do
dia 6 como ponto operacional representou decisdo fundamentada na

convergéncia entre modulagdo detectavel, patamar funcional consolidado e
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viabilidade processual, demonstrando que a definicdo de condi¢gdes 6timas deve
considerar ndo apenas maximos absolutos, mas estabilidade e racionalidade

biotecnoldgica.

A protedmica global qualitativa reforgou a viabilidade analitica do pipeline
e revelou repertério estrutural compativel com hipotese de complementaridade
funcional entre os organismos. Embora o desenho agregado n&o permita inferir
reprogramagao secretdria quantitativa dependente da interagdo, a maior
densidade relativa de enzimas CAZy em P. citrinopileatus e a distribuigdo
funcional distinta entre os parceiros , observadas em uma leitura qualitativa e
proporcional do repertério identificado, sdo consistentes com a plausibilidade
mecanistica da modulacdo observada funcionalmente. Assim, o0s eixos
funcionais e proteémico convergem para uma interpretagdo compativel com
reorganizagao seletiva do sistema, ainda que a demonstragédo causal dependa

de abordagens quantitativas futuras.

De forma abrangente, o trabalho contribui ao: Estabelecer e validar um
sistema modelo biologicamente coerente para estudo de complementaridade
fungica; demonstrar que a interacdo interespecifica pode modular setores
especificos do secretoma sem necessariamente aumentar o desempenho
global; estruturar uma base metodolégica soélida para aprofundamento

multidmico comparativo.

Em ultima instancia, esta dissertacdo ndo encerra a hipdtese de
reprogramagao secretoria coordenada, mas a delimita com rigor, distinguindo
plausibilidade estrutural de demonstragcao quantitativa. Partindo de um screening
exploratério e culminando em uma plataforma experimental estruturada, este
trabalho estabelece uma base capaz de sustentar investigagcbes multibmicas
futuras e orientar estratégias racionais de otimizagdo de consoércios enzimaticos
aplicaveis a biorrefinarias lignoceluldsicas, passo necessario para transformar

complementaridade potencial em ferramenta biotecnoldgica efetiva.
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