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CLONAGEM E CARACTERIZAÇÃO DE β-GLICOSIDASE E TRANSPORTADOR DE CELOBIOSE E XILOBIOSE EM LINHAGENS RECOMBINANTES DE Saccharomyces cerevisiae
Leonardo Gomes Kretzer1; Marília Knychala1; Lucca Corrêa da Silva1; Boris Ugarte Stambuk1

Resumo

A utilização de biomassa vegetal para produção de etanol vem chamando atenção da indústria e sociedade. A fermentação alcoólica dos carboidratos constituintes da biomassa promete aumentar a produção sustentável de etanol e diminuir a dependência energética de fontes fósseis. Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo majoritariamente utilizado na produção de etanol, porém não consegue fermentar eficientemente xilose e os dois principais dissacarídeos presentes no hidrolisado lignocelulósico (celobiose e xilobiose). Visando melhorar a produção de etanol de segunda geração (2G), tem-se buscado desenvolver linhagens de S. cerevisiae capazes de fermentar essas fontes de carbono. Nesse trabalho, são apresentados resultados do desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae modificadas para metabolizar xilose e fazer o transporte e hidrólise intracelular de celobiose e xilobiose. Uma linhagem de S. cerevisiae foi transformada com um plasmídeo contendo um gene que codifica uma β-glicosidase intracelular (SpBGL2 de Spathaspora passalidarum) e com outro contendo um gene que codifica um transportador com capacidade de transporte de celobiose (MgCBT2 de Meyerozyma guilliermondii). Essa linhagem foi transformada com um plasmídeo integrativo contendo os genes que codificam as enzimas xilose redutase, xilitol desidrogenase e xilucinase. Foram realizados ensaios de cinética enzimática e cinética de transporte, utilizando celobiose, p-nitrofenil-β-D-glicopiranosideo (pNPβG) e p-nitrofenil-β-D-xilopiranosideo (pNPβX) como substratos. A linhagem apresentou atividade de transporte e de hidrólise de todos os substratos testados. Os resultados são promissores e ressaltam a possibilidade de clonagem de transportadores e enzimas oriundas de outras leveduras como estratégia para a produção de etanol por S. cerevisiae recombinante.
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Introdução
A biomassa vegetal é composta por celulose, hemicelulose e lignina. A lignina é um polímero heterogêneo de álcoois aromáticos (GUERRIERO et al., 2015) e pode ser queimado para gerar calor e eletricidade para a indústria (HAHN-HÄGERDAL et al., 2006). A celulose é o maior componente dessa biomassa e é um polissacarídeo formado exclusivamente por monômeros de glicose, unidos por ligações β(1-4). A hemicelulose é o segundo maior componente da biomassa e é um polímero heterogêneo, contendo pentoses, hexoses e ácidos de açúcares (como ácido galacturônico e ácido glucurônicio) (JOY et al., 2016). A xilana é o polissacarídeo hemicelulósico presente em maior abundância na cana de açúcar e é formado principalmente por cadeias de monômeros de xilose unidas por ligações β(1–4) (GÍRIO et al., 2010; SARKAR et al., 2012). 

Para que os monossacarídeos que constituem a celulose e hemicelulose fiquem disponíveis para fermentação, é necessário desestruturar a biomassa de modo que os componentes da mesma fiquem mais acessíveis (pré-tratamento), e posteriormente hidrolisar os polissacarídeos estruturais liberando monossacarídeos (hidrólise) que serão fermentados. Na etapa de hidrólise, as β-glicosidases são as celulases empregadas em maior quantidade no coquetel e catalisam a hidrólise da ligação glicosídica presente na celobiose, liberando monômeros de glicose (DASHTBAN et al, 2010; SRIVASTAVA et al., 2017). Já as β-xilosidases, hemicelulases empregadas em maior quantidade no coquetel, clivam xilooligosacarídeos de cadeia curta (preferencialmente xilobiose), liberando monômeros de xilose (POLIZELI et al., 2005).
A levedura Saccharomyces cerevisiae é a espécie de microrganismo majoritariamente utilizada para a produção de etanol na indústria devido sua robustez frente às condições fermentativas industriais e por ser um organismo Crabtree positivo, fermentando mesmo na presença de oxigênio (LANDRY et al., 2006; MERICO et al., 2007; STAMBUK, 2019).
Contudo, S. cerevisiae não consegue utilizar eficientemente pentoses (como xilose), uma vez que não expressa as enzimas necessárias para sua metabolização (PITKÄNEN et al., 2003). Para tal, é necessário a expressão de enzimas que promovam a isomerização de xilose a xilulose, com sua posterior fosforilação a xilulose-5-fosfato (intermediário da via das pentoses fosfato), e a expressão proteínas transportadoras que promovam a internalização de xilose. As leveduras fermentadoras de xilose utilizam uma rota de oxirredução da xilose, com redução da xilose à xilitol pela enzima xilose redutase (XR) e oxidação do xilitol à xilulose pela ação da enzima xilitol desidrogenase (XDH). Em seguida, a enzima xilucinase (XK) fosforila a xilulose à xilulose-5-fosfato (LEE, 1998; KWAK & JIN, 2017). No entanto, um dos maiores desafios da produção de etanol 2G é justamente o transporte eficiente de xilose, uma vez que quando esses transportadores são expressos em S. cerevisiae os mesmos se mostram inespecíficos ou ineficientes, transportando preferencialmente glicose (YOUNG et al., 2012; FERREIRA et al., 2013).
Uma estratégia que visa contornar esses problemas de transporte de xilose é o desenvolvimento de linhagens que transportem e fermentem celobiose e xilobiose (HA et al., 2011; VINUSELVI & LEE, 2011, 2012). Diversos trabalhos já caracterizaram transportadores de celobiose (GALAZKA et al., 2010; HA et al., 2013; BAE et al., 2014; KNYCHALA, 2017) e de xilobiose (TSUJIBO et al., 2004; LI et al., 2015; KNYCHALA, 2017; ZHANG et al., 2017) pertencentes a fungos e bactérias. Também já foram caracterizadas enzimas com atividade de β-glicosidase e β-xilosidase (JIANG et al., 2004; BAE et al., 2014; LI et al., 2015). Ha e colaboradores (2011) propõe que, ao tornar S. cerevisiae apta a transportar e hidrolisar intracelularmente um ou outro desses dissacarídeos, os problemas de transporte de xilose por competição com glicose seriam evitados. Essa estratégia também permite diminuir os custos da hidrólise da biomassa lignocelulósica, uma vez que é desnecessária a adição das duas enzimas adicionadas em maior quantidade durante essa fase. 
Assim, o presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de linhagens de S. cerevisiae modificadas para metabolizar xilose e fazer o transporte e hidrólise intracelular tanto de celobiose quanto de xilobiose.

Metodologia
Os genes foram selecionados através da ferramenta BLASTp, do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com base na sua similaridade ou com transportadores de celodextrinas e xilodextrinas ou com enzimas β-glicosidase e β-xilosidase já descritas na literatura.
Para clonagem em bactéria e expressão do transportador e da β-glicosidase em levedura, foram utilizados plasmídeos comerciais que possuem promotores constitutivos e marcação auxotrófica – p426GPD para transportador e p424GPD para enzima – além do gene que confere resistência à ampicilina para seleção em bactérias.

Os genes foram amplificados por PCR, utilizando a enzima de alta afinidade Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific), e os plasmídeos foram tratados com enzimas de restrição. Os fragmentos e plasmídeos linearizados foram incubados na presença de T4 DNA ligase (Thermo Scientific) para que os fragmentos se inserissem nos plasmídeos. Os plasmídeos foram inseridos em E. coli DH5α pelo método de cloreto de cálcio e choque térmico (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Para extração dos plasmídeos das bactérias, foi realizado o método “miniprep” (GREEN & SAMBROOK, 2012). Para transformação das linhagens de S. cerevisiae, foi utilizado o método de acetato de lítio (GIETZ & WOOD, 2006).
A linhagem com ambos os plasmídeos também foi transformada com o plasmídeo integrativo pAUR-XKXDHXK que contém os genes que codificam as enzimas da rota oxirredutora de metabolização de xilose (xilose redutase, xilitol desidrogenase e xilucinase) e selecionada em meio contendo 0,5 mg/L de Aureobasedin A. (MATSUSHIKA et al., 2008)
A linhagem laboratorial de S. cerevisiae utilizada neste trabalho é a CENPK2-1C (ENTIAN & KÖTTER, 1998), haplóide e incapaz de sintetizar uracila, histidina, triptofano e leucina.
O cultivo da linhagem DH5α, de E. coli, se deu em meio LB (Luria-Bertani), à 37º C, a 160 rpm, pH 7,0, com adição de 100 mg/mL de Ampicilina quando necessário. O cultivo da linhagem CENPK2-1C, de S. cerevisiae, foi em meio YPD, a 28º C, a 160 rpm, pH 5,0. Para as linhagens recombinantes, o cultivo foi realizado em meio sintético seletivo (sem uracila e nem triptofano), sendo acrescido 20 g/L de glicose ou celobiose.

A atividade das enzimas clonadas foi mensurada utilizando-se 15 g/L de células permeabilizadas com triton X-100, tolueno e etanol, 10 min de incubação, 28º C, pH 7,0. Foram utilizados celobiose, p-nitrofenil-β-D-glicopiranosideo (pNPβG) - análogo de celobiose - e p‑nitrofenil-β-D-xilopiranosideo (pNPβX) - análogo de xilobiose – como substratos, a partir dos quais foi possível calcular a atividade de hidrólise por meio da formação de glicose (mensurada por kit clinico de detecção - Labtest) e de p-nitrofenol, similar ao descrito por Stambuk (1999). De forma análoga, a atividade de transporte dos transportadores clonados foi mensurada utilizando pNPβG e pNPβX como substratos para 15 g/L de células intactas, 10 min de incubação, 28º C e pH 5,0, como descrito por Hollatz e Stambuk (2001).
Resultados e Discussões
O gene que codifica a enzima SpBGL2, de Spathaspora passalidarum, foi selecionado com base na similaridade entre a enzima codificada por ele e a enzima KmBgli, da família GH3, de Kluyveromyces marxianus (55%). Paralelamente, o gene que codifica o transportador MgCDT2, de Meyerozyma guilliermondii, foi selecionado com base em sua similaridade entre o transportador codificado por ele e o transportador CDT2, também de N. crassa (30%).
Uma vez desenvolvida a linhagem (CENPK-X-B2-MgCBT2) e confirmada a presença dos plasmídeos, foi realizado um ensaio piloto de crescimento em celobiose e assim, confirmado o fenótipo esperado (dados não mostrados).
Nos ensaios de cinética enzimática, a linhagem desenvolvida apresentou capacidade de hidrólise de ambos os substratos sintéticos - pNPβG e pNPβX (Figura 1A e 1B). Contudo, as velocidades de hidrólise alcançadas sob pNPβG (Figura 1A) foram maiores do que sob pNPβX (Figura 1B), o que indica que a enzima hidrolisa mais facilmente o análogo à celobiose do que o análogo à xilobiose.
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Figura 1- Cinética enzimática da enzima SpBGL2 sob (A) pNPβG, (B) pNPβX e (C) celobiose. 15 g/L de células, 10 min de incubação, 28º C, pH 7,0. Os resultados representam as médias de três experimentos e as barras indicam o desvio padrão dos mesmos.

Fonte: o autor

O ensaio de cinética enzimática com celobiose como substrato (Figura 1C) mostra que a enzima também consegue hidrolisar o substrato natural. Porém, mostrou uma afinidade reduzida em relação aos substratos sintéticos. É sabido que as β-glicosidases agem de forma diferente nos substratos análogos e no substrato natural (Liu et al., 2009).
O fato de ser mais similar a outras β-glicosidases da superfamília GH3 suporta os dados encontrados de dupla função da SpBGL2 uma vez que essa superfamília é diversa em estruturas e contém diversas enzimas bifincionais (LEE et al., 2003; MAYER et al., 2006; MACDONALD et al., 2015), já sendo registrado inclusive membros que hidrolisam pNPβG e, com menor eficiência, pNPβX (YOSHIDA et al., 2010).

Nos resultados obtidos com o ensaio de cinética de transporte (Figura 2), percebe-se que a linhagem desenvolvida também tem capacidade de transporte dos substratos análogos à celobiose e à xilobiose. 
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Figura 2- Ensaio de transporte, pela permease MgCBT2, de 5 mM de pNPβG ou pNPβX. 15 g/L de células, 10 min de incubação, 28º C, pH 5,0. Os resultados representam as médias de três experimentos e as barras indicam o desvio padrão dos mesmos.

Fonte: o autor
Novamente, a atividade sobre pNPβG se mostrou superior que a sobre pNPβX. A capacidade de transporte dos análogos à celobiose e à xilobiose do transportador MgCDT2 poderia ser explicada por sua similaridade com o CDT2 de N. crassa, que, por sua vez, é capaz de transportar ambos os substratos (GALAZKA et al., 2010; HA et al., 2011). 
Conclusões

A linhagem apresentou atividade de transporte e de hidrólise de todos os substratos testados. Os resultados são promissores e ressaltam a possibilidade de clonagem de transportadores e enzimas oriundas de outras leveduras como estratégia para a produção de etanol por S. cerevisiae recombinante.
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