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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE UM METAGENOMA DE
SOLO SOB CULTIVO DE CANA-DE-ACUCAR COM VISTAS
NA DEGRADACAO DA BIOMASSA VEGETAL

RESUMO - Industrias e governos buscam pela obtencdo de biocombustivel
celulésico, entretanto a desconstru¢do do arranjo lignocelulésico para obtencdo de
acucares livres de forma eficiente e economicamente viavel ainda é um grande
desafio. Avancos conquistados através da metagenbémica ressaltam sua aplicacdo
como alternativa para compreender e desvendar o grande potencial metabdlico
presente nos ambientes a fim de superar tais desafios. Contudo, ainda s&o poucos 0s
trabalhos voltados a cana-de-acucar. O solo trata-se da maior fonte microbiana de
todo o planeta, sendo essa biodiversidade ainda desconhecida, esta comunidade
microbiana fornece um ponto de partida para a exploracdo de novas enzimas
responsaveis para a degradacao de biomassa vegetal. Este trabalho buscou acessar
o panorama do perfil taxondmico e funcional do metagenoma da comunidade
microbiana presente em solo sob cultivo de cana-de-acucar contendo palhada sobre
0 mesmo, possuindo como foco enzimas envolvidas na hidrélise de materiais
lignoceluléscicos. Os dados encontrados demonstraram uma variedade de familias
enzimaticas envolvidas na degradacdo do complexo lignocelulésico. Verificou-se a
presenca de 27 familias de Glycoside Hydrolases (GH), 21 familias de Carbohydrate-
Binding Module (CBM), 11 familias de Carbohydrate Esterases (CE) e 4 familias de
Auxiliary Activities (AA). Os filos mais abundantes neste ambiente foram
Proteobacteria e Actinobacteria, possuindo o ultimo reconhecida importancia industrial
dadas suas enzimas com resisténcias a variagcbes de pH e temperatura. Tal
comunidade microbiana apresentou um grande potencial como fonte de enzimas
promissoras para a pesquisa na construcdo de coquetéis enzimaticos voltados a
degradacdo do material lignoceluldsico para obtencéo otimizada do etanol celulésico.

Palavras-chave: glicosil hidrolases, celulases, hemicelulases, metagenémica, etanol
2G
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL IN A SOIL
METAGENOME UNDER SUGARCANE CULTIVATION
VIEWING THE DEGRADATION OF PLANT BIOMASS

ABSTRACT - Industries and governments seek for obtaining cellulosic biofuel, but the
deconstruction of lignocellulosic arrangement to obtain free sugars efficiently and
economically viable is still a big challenge. Advances made by metagenomics
emphasize their application as an alternative to understand and unravel the great
metabolic potential present in the environment in order to overcome such challenges.
However, there are few studies related to sugarcane. The solil is the largest source of
microbial whole planet, and its biodiversity still unknown, this microbial community
provides a starting point for the exploration of new enzymes responsible for the
degradation of plant biomass. This study aimed to access the overview of taxonomic
and functional profile of the metagenome of soil under sugarcane cultivation containing
straw on it, having focused on enzymes involved in the hydrolysis of lignocellulosic
materials. The soil metagenome under sugarcane cultivation showed a variety of
enzyme families involved in the degradation of the lignocellulosic complex. The
presence of 27 Glycoside Hydrolases (GH) families, 21 Carbohydrate-Binding Module
(CBM) families, 11 Carbohydrate Esterases (CE) families and 4 Auxiliary Activities
(AA) families has been verified. Proteobacteria and Actinobacteria were the abundest
phyla in this environment, which the last has recognized industrial importance given
their enzymes with resistence to changes in pH and temperature. Such microbial
community showed great potential as a source of promising enzymes for research
regarding the construction of enzyme cocktails facing degradation of lignocellulosic
material to reach the optimized cellulosic etanol production.

Keywords: glycosyl hydrolases, cellulases, hemicellulases, metagenomic, 2G ethanol
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1 INTRODUCAO

1.1 Aproveitamento de recursos da industria sucroalcooleira com vistas na
producao de energia

Atualmente a crescente demanda por energias renovaveis de baixo custo e de
baixa emisséo de poluentes em escala mundial tem sido atendida apenas pelo etanol
obtido através da cana-de-acucar, em que tal combustivel emite cerca de 60% menos
poluentes frente a queima da gasolina, além do fato de que a producéo de CO: é ainda
absorvida pela propria cana-de-agucar (CANILHA et al., 2010; SANTOS et al., 2012).
Desta forma, a utilizacdo de etanol de cana-de-agucar, além de tratar-se de uma via
alternativa na substituicdo dos combustiveis fésseis de forma viavel e de diminuir a
dependéncia externa de energia, propicia notaveis beneficios ambientais quando
comparada as outras op¢des de combustiveis (CANILHA et al., 2010).

O Brasil € um pais de importante papel no cenario agricola mundial atuando
como um dos principais fornecedores de alimento e matéria-prima para mundo. O
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, nas projecbes para 0
Agronegocio de 2014/2015 a 2024/2025, prevé o constante crescimento deste setor
pautado na sustentabilidade ambiental, aumento de produtividade da terra de modo a
preservar o meio ambiente, entre outros meios a serem a adotados, a fim de
proporcionar maior qualidade de vida a sociedade brasileira (MAPA, 2015).

Sendo cultivada em todos os estados do pais a cana-de-agUcar consiste em
uma das principais culturas nos solos brasileiros, sendo o Brasil o0 maior produtor de
cana-de-acucar mundial (CONAB, 2016). Da producéo de acucar e etanol resulta uma
grande quantidade de biomassa, a qual é a soma do bagaco de cana-de-agUcar apos
moida e a palhada resultante da colheita mecanizada. Este montante de biomassa
tem sido encaminhado a duas vias nas usinas: a cogeracdo de energia, a
bioeletricidade e ao plantio direto, trazendo beneficios ao solo (CARVALHO et al.,
2012).

Uma vez que esta biomassa se trata de uma rica fonte de agucar, nos ultimos
anos o meio académico tem investido esforcos no aproveitamento mais nobre e

racional dessa biomassa a partir de sua conversdo em acucares fermentesciveis as
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leveduras com a finalidade de gerar maior quantidade de etanol com o beneficio de
nao possuir necessidade de aumento de area de cultivo, processo denominado etanol
de segunda geracdo (ZHENG et al., 2009; SANTOS et al., 2012). Partindo-se dos
residuos agricolas, fontes renovaveis, o etanol de segunda geracdo se apresenta
como uma importante alternativa frente aos combustiveis fésseis. Em funcdo da
grande quantidade de biomassa vegetal disponivel e de sua composi¢cao rica em
polissacarideos, o bagaco de cana-de-acucar se traduz em um substrato favoravel as
biorrefinarias (CHANDEL et al., 2012), as quais tém como um dos principais objetivos,
a separacgao das fracdes celulose, hemicelulose e lignina (ISIKGOR e BECER, 2015).

A palhada da cana-de-acUcar se destaca como fonte energética frente aos
outros residuos lignoceluldsicos, uma vez que suas caracteristicas a tornam propicias
a sua utilizacdo na geracao de calor, eletricidade e na geracédo de etanol celulésico.
Esta palhada tende a possuir um importante papel como matéria-prima na geracao de
etanol combustivel (Tabela 1) (CARROL e SOMERVILLE, 2009; SANTOS et al.,
2012).

Tabela 1. Composicao de algumas plantas com potencial prospectivo para bioenergia
(CARROL & SOMERVILLE, 2009).

Fonte Celulose Lignina Xilana Manana Galactana Arabinana Acld(.)
Urdnico

Cana-de-

agucar 39,01 23,09 2205 0,35 0,46 2,06 2,16

(bagaco)

Milho

(palhada) 37,69 18,59 21,61 0,38 0,87 2,42 2,99

Trigo

(palhada) 32,64 16,85 19,22 0,31 0,75 2,35 2,24

Pinheiro

(Monterey) 41,70 25,90 5,90 10,70 2,40 1,60 2,50

Eucalipto

48,07 26,91 10,42 1,23 0,74 0,30 4,07
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Como traz Ripoli (2000), uma tonelada de palhada € equivalente a cerca de 1,2
a 2,8 barris de petréleo, logo o0 ndo aproveitamento deste material € um desperdicio
energético. Levando em conta a complexidade estrutural da matriz lignocelulésica,
para garantir a competitividade e sustentabilidade da producéo de bioetanol, se torna
imprescindivel o pré-tratamento da mesma a fim de acelerar a desconstrugéo deste
arranjo antes que 0 mesmo siga as proximas etapas: hidrélise enzimatica,
fermentacao e destilacdo (DAVIS et al., 2015; JIA et al., 2015).

O interesse nesta area de pesquisa € dado em funcdo das dificuldades
encontradas nas etapas de tratamento prévio da biomassa lignoceluldsica visando o
alcance dos monémeros passiveis de fermentacéo. Tal processo, de maneira geral, €
considerado economicamente dispendioso. E necessario, pois, o surgimento de
processos economicamente viaveis para que haja o aproveitamento otimizado desta
biomassa (SIQUEIRA et al., 2010).

Ainda como grande barreira para a producdo industrial se encontra a
ineficiéncia enzimatica no processo de sacarificacdo celulésica da parede celular
vegetal (MAICHE e HUBER, 2010) atrelada aos custos ainda elevados demandados
pela utilizacdo destas enzimas. A prospeccao de novas enzimas especializadas na
degradacéo da biomassa vegetal se apresenta como uma promissora alternativa para
a superacao deste desafio (HESS et al., 2011), haja vista que a mesma apresenta
elevada capacidade de integracao nas instalacfes industriais existentes (MUSSATTO
et al., 2010). Uma vez que o solo se trata do ambiente mais biodiverso do planeta e
uma fonte de inimeros recursos biomoleculares (NIELSEN, WALL e SIX, 2015), a
prospeccdo por estas enzimas neste ambiente tem sido reportada (LOPEZ-
MONDEJAR et al., 2016).

Sendo assim, através do acesso ao DNA metagendmico da comunidade
microbiana presente em solo sob cultivo de cana-de-aclUcar e seu subsequente
sequenciamento conduzido na plataforma Illumina® (NGS — Next Generation
Sequencing), o presente trabalho se propds a levantar o potencial metabdlico desta
comunidade por meio da busca por enzimas associadas a degradacdo da biomassa
lignoceluldsica, bem como relacionar quais 0os grupos de micro-organismos estao

relacionados a este processo de desramificacdo da biomassa vegetal.
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Inicialmente, através do MG-RAST (Rapid Annotation using Subsystems
Technology for Metagenomes) (MEYER et al., 2008) realizou-se um levantamento
prévio da composicao taxondmica e funcional do metagenoma da comunidade
microbiana presente em solo sob cultivo de cana-de-acucar, levantamento este que
foi realizado juntamente com dados metagen6micos de floresta atlantica a titulo de
comparagao.

Posteriormente, os dados metagendémicos do ambiente de cana-de-agUcar
foram trabalhados de modo a permitir a montagem genbmica a partir das reads

resultantes do sequenciamento, a qual foi entdo analisada.



73

7 CONCLUSAO

A comunidade microbiana presente no solo sob cultivo de cana-de-agucar
apresentou um grande potencial como fonte de enzimas promissoras para a pesquisa
na construcdo de coquetéis enzimaticos voltados a degradacdo do material
lignocelulésico. Isto foi verificado, haja vista a variabilidade de enzimas presente nesta
comunidade e suas respectivas associagfes taxondmicas, as quais revelaram
significativa presenca do filo Actinobacteria, o qual é sabido possuir enzimas
interessantes relacionadas a processos de hidrélise enzimatica. Desta forma, esta
pesquisa abre perspectivas otimistas para investigagbes em busca de enzimas
alternativas com caracteristicas biotecnologicas aplicaveis para a hidrolise enzimatica

da biomassa vegetal.
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