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Resumo

O etanol de segunda geracao é uma das alternativas sustentdveis para a obtencdo de
combustiveis, sendo produzido a partir da biomassa lignoceluldsica. No entanto, parte
dessa biomassa ndo é aproveitada em decorréncia da incapacidade de leveduras como
Saccharomyces cereviseae de consumir a fracdo hemiceluldsica. A xilose é o acucar de
segunda maior abundancia na biomassa (ISIKGOR; BECER, 2015). Algumas bactérias e
fungos sdo capazes de consumir a xilose com a participacdo de uma enzima chamada
xilose isomerase, que realiza a isomerizagdo da D-xilose em D-xilulose, um
intermediario da via das pentoses. Por meio de engenharia metabdlica, leveduras
como S. cerevisiae podem ser capazes de expressar a xilose isomerase e realizar a
fermentacdo alcodlica da parte hemiceluldsica da biomassa. Com a utilizacdo de uma
biblioteca metagen6mica de rumen de cabras brasileiras adaptadas a caatinga, foram
identificados novos genes codificadores de xilose isomerase, uma parte usando
metodologia de screening baseado na funcdo e outra pelo screening baseado na
sequéncia. O screening funcional resultou em 12 clones positivos de xilose isomerase e
0 screening baseado na sequéncia resultou em 8 clones positivos. Os clones obtidos
serdo posteriormente expressos em S. cerevisiae, para a andlise do crescimento em
meio com xilose como Unica fonte de carbono a fim de avaliar a eficiéncia da
expressao e o consumo da xilose pela levedura.
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Introdugao

Modelos mais sustentdveis de producdo tém ganhado destaque em diversos
setores industriais. Processos e sistemas de producdao sustentaveis, comparados a
forma de producdo convencional, podem potencialmente ser mais lucrativos em
virtude da menor geracdo de residuos e pelo uso de materiais e energia renovaveis
(GAVRILESCU; CHISTI, 2005). Nas biorrefinarias, sdo integrados e realizados processos
de convers3ao da biomassa para a producdo de biocombustiveis, energia, quimicos e
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outros bioderivados a partir da biomassa (CHERUBINI, 2010). As diversas rotas de
conversdao da biomassa permitem uma ampla utilizacdo do material lignoceluldsico
presente nas plantas e a obtengdo de varios produtos de interesse (CHERUBINI, 2010).

O Brasil é um dos maiores produtores de cana-de-agucar para a producdo de
etanol de segunda e primeira geracdo, com mais de 20 bilhdes de litros produzidos no
ano de 2016, de acordo com a Renewable Fuels Association (RFA). O bioetanol, por ser
produzido a partir de biomassa celuldsica encontrada em restos agricolas, representa
uma grande oportunidade para suprir a demanda global de etanol de maneira
sustentavel (SARKAR et al., 2012).

O material lignoceluldsico utilizado na producado de etanol de segunda geracao
é constituido por trés componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina, além
de pequenas quantidades de outros componentes como grupos acetilas, minerais e
grupos fendis substituintes (ISIKGOR; BECER, 2015). Geralmente, a celulose é o
componente de maior abundancia, constituindo de 35% a 50% da biomassa
lignoceluldsica, seguida da hemicelulose (de 20% a 35%) e da lignina (de 10% a 25%)
(ISIKGOR; BECER, 2015). A celulose é um polimero formado por longas cadeias de
celobiose, um dissacarideo formado por residuos de glicose, acucares de 6 carbonos. A
lignina é um polimero formado por trés unidades diferentes de fenilpropandides: os
monoligndis alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, fornecendo
rigidez e resisténcia aos tecidos vegetais. A hemicelulose é o segundo mais abundante
polimero presente na biomassa lignoceluldsica (ISIKGOR; BECER, 2015). E composta
por heteropolimeros diversos que, por sua vez, sdo compostos por diferentes
monossacarideos de 5 e 6 carbonos: pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose,
manose e galactose) e agucares acetilados (ISIKGOR; BECER, 2015).

Para que os acucares presentes na biomassa possam ser consumidos, algumas
enzimas exercem papel fundamental na catalise de rea¢des que possibilitam que esses
aclcares sejam metabolizados. O consumo da xilose por parte de alguns
microrganismos é possivel pela acdo da enzima xilose isomerase, que realiza a
isomerizacdo da D-xilose em D-xilulose, tornando-a um intermedidrio da via das
pentoses. Algumas bactérias e fungos anaerdbios que possuem xilose isomerase no
seu metabolismo sdo capazes de metabolizar a xilose presente na hemicelulose e
produzir etanol nesse processo. No entanto, em virtude da baixa e ineficiente taxa de
producao do etanol pela fermentacao alcodlica da xilose por esses organismos, além
do excesso de subprodutos gerados nesse processo, eles ndo sdo vidveis para a
producdo industrial de bioetanol (BRAT et al., 2009).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, geralmente utilizada na produgdo de
etanol em processos de fermentacdo industrial, é incapaz de realizar a fermentacao
alcodlica de pentoses como a xilose (BRAT et al., 2009). Assim, a fracdo da
hemicelulose ndo é aproveitada para a producdo de bioetanol. Por meio de engenharia
genética, a introducdo de genes codificantes para xilose isomerases em S. cerevisiae
pode permitir a utilizacdo da xilose presente na hemicelulose por esses organismos
para a producdo de bioetanol.

Uma abordagem metagenOmica, em que o material genético total de uma
comunidade microbiana é analisado a partir de uma amostra natural, pode ser usada
para a identificacdo de novos genes codificantes para xilose isomerases para a
expressao em levedura. Kuyper et al. (2003) conseguiram a expressdao de xilose
isomerase por S. cerevisiae a partir de genes do fungo Piromyces spp., e Parachin e
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Gorwa-Grauslund (2011), usando uma abordagem metagenOmica, expressaram dois
genes de xilose isomerase (Xyml e Xym2) provenientes de uma comunidade
microbiana de solo de jardim em Escherichia coli. Os métodos de triagem foram
baseados em similaridade de sequéncias proteicas e na atividade enzimatica
observada a partir de col6nias transformadas que cresceram em meio suplementado
com xilose.

Mendes (2016) realizou uma abordagem semelhante a de Parachin e Gorwa-
Grausland (2011), usando uma biblioteca metagendmica de rumen de cabras
brasileiras adaptadas a caatinga. Ao final do seu trabalho, foram estocados possiveis
clones positivos que necessitavam de confirmagao de suas identidades. Este trabalho
deu continuidade ao trabalho de Mendes (2016). Os clones obtidos pela triagem
baseada na sequéncia foram confirmados e pertencem a diferentes espécies de
bactérias. Os possiveis clones positivos obtidos pelo screening funcional da biblioteca
metagenomica de rumen caprino descritos neste artigo serdo posteriormente
sequenciados e analisados por meio de ferramentas de bioinformatica e finalmente
esses genes serao expressos em S. cerevisiae para avaliar a atividade das enzimas
encontradas.

Materiais e métodos

Foram utilizadas duas metodologias para a triagem da biblioteca metagen6mica
de rumen caprino para xilose isomerase. Uma baseada na funcdo e outra baseada na
sequéncia. Na metodologia de screening baseada na fungdo, os possiveis clones de
xilose isomerase (Xy) que se encontravam em estoque foram transformados em novas
células HB101. Para avaliar a viabilidade dessas células, estas foram plaqueadas em 3
placas contendo meio LB sdlido com antibidticos diferentes. Uma placa continha
tetraciclina, uma continha ampicilina e uma ndo apresentava antibiético. Apds alguns
dias foi avaliado o crescimento de col6nias nas placas. Foram transformados 12 clones,
denominados Xy XXX, Xy XXI, Xy XXIX, Xy XXV, Xy XXIV, Xy XVIll, Xy VI, Xy XXVIII, Xy
XXVII, Xy VI, Xy IX, Xy XIX, além de um controle positivo (Xy 2G) e um controle negativo
contendo a célula apresentando o vetor pCF430 sem inserto. Os transformantes foram
plagueados em meio SM3 com tetraciclina e xilose como fonte de carbono, espalhados
nas placas com uma alca esterilizada e, posteriormente, incubados na estufa a 37 °C,
juntamente com o controle negativo. Na metodologia de screening baseada na
sequéncia, foram montados contigs de clones distintos aos descritos na metodologia
baseada na funcdo. Esses clones foram previamente enviados para sequenciamento
por Mendes (2016), que resultou em 10 fragmentos de 750 pb de xilose isomerase.
Com esses fragmentos sequenciados, foram montados contigs no programa Geneious
R6 6.0.6. As sequéncias consenso foram analisadas no banco de dados nr no GenBank
(NCBI) utilizando a ferramenta blastx.

Resultados e Discussao

As células HB101 utilizadas na metodologia de screening baseada na funcao
apresentaram-se viaveis para transformacdo. Foi observado crescimento de col6nias
somente nas placas sem antibiético (Figura 1), indicando a auséncia de vetor nas
células. Todas as placas contendo os clones transformados apresentaram um bom
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crescimento de colénias em meio SM3 com xilose como Unica fonte de carbono (Figura
2), evidenciando a expressdo de possiveis genes para xilose isomerase. O controle
negativo ndo apresentou crescimento de colonias, como esperado.

Figura 1. Confirmacao da viabilidade da célula HB101 para transformagdo com possiveis clones positivos
de xilose isomerase. Da esquerda para direita: HB101 em meio LB mais tetraciclina; HB101 em meio LB
sem antibidtico; HB101 em meio LB mais ampicilina.

Fotos: Gabriel de Souza Colombo

Figura 2. Os 12 clones transformados em meio SM3 com tetraciclina e xilose como unica fonte de
carbono, juntamente com os controles positivo (Xy 2G) e negativo (respectivamente as duas primeiras
placas acima das demais). Da esquerda para direita, comecando na fileira superior: Xy XXIX, Xy XXI, Xy
XXVII, Xy XIX, Xy XXX, Xy XXVIlI, Xy XVII, Xy VI, Xy XXIV, Xy VI, Xy XXV e Xy IX.

Fotos: Gabriel de Souza Colombo

Para confirmacdo adicional da identidade dos clones, a fim de se obter
resultados mais confidveis, sera realizada a digestdo dos clones pela enzima Pstl, apds a
retirada do vetor das células por minipreparacdao plasmidial. Assim que os clones
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forem digeridos, os insertos serdo submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
para comparacdo do padrdo de bandas. Em seguida, os clones que apresentarem
maiores chances de possuir um gene que codifica para uma xilose isomerase serao
enviados para o sequenciamento por terceiros, para serem posteriormente analisados
por meio de ferramentas de bioinformatica. Na metodologia de screening baseada na
sequéncia, os clones previamente enviados para sequenciamento por Mendes (2016)
mostraram-se, em sua maioria, pertencentes a xilose isomerase de organismos
distintos. A analise das sequéncias consenso montadas a partir dos 10 fragmentos de
750 pb obtidos por Mendes (2016) revelou que, das 10 sequéncias consenso obtidas, 7
sao similares a xilose isomerase de diferentes bactérias do riumen caprino, uma
apresentou similaridade a uma bactéria ndo cultivada e duas sequéncias ndo
apresentaram semelhanca a xilose isomerases presentes no banco de dados nr do
GenBank (NCBI).

Conclusao

A fracdo hemiceluldsica da biomassa utilizada para a produgdo de etanol de
segunda geracdo ndo é aproveitada para este fim. Leveduras que apresentassem a
capacidade de realizar a fermentacdo alcodlica da xilose presente na hemicelulose se
mostrariam como um avanco na producdo de bioetanol. Os possiveis genes
codificantes para xilose isomerase apresentados neste trabalho podem
potencialmente permitir um eficiente consumo da xilose por parte de leveduras como
Saccharomyces cerevisiae, se esta for modificada por meio de engenharia genética. Os
possiveis clones positivos obtidos pela metodologia de screening baseada na funcgao
irdo ser posteriormente transformados em S. cerevisiage para avaliar a taxa de
crescimento em meio com xilose como Unica fonte de carbono, apds a andlise do
sequenciamento dos clones. Analises adicionais dos contigs obtidos pela metodologia
de screening baseada na sequéncia serdo realizadas para a garantia de maior
confiabilidade nos resultados obtidos. Em um trabalho consecutivo, serdo
apresentados os resultados observados apds a avaliacdo do crescimento de S.
cerevisiae em meio com xilose e as analises adicionais das sequéncias consenso
obtidas.
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