PROJETO 2 (PIBIC - 2017)

Titulo: Estudo uma xilose isomerase psicrofilica (fria) visando sua aplicacdo na combinagdo com
uma quimera (hemicelulase) para conversdo da xilose de hidrolisados e licores de biomassas
vegetais.

Responsavel: Dr. Roberto Ruller (Pesquisador)
Area de pesquisa: Bioguimica, Microbiologia, Biologia Molecular

Laboratorio de desenvolvimento: Laborat6rio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE)

Introducéo: Sabe-se que as leveduras industriais (Saccharomyces cerevisiae) ndo metabolizam xilose em
processos fermentativos convencionais até alcool. Um dos grandes desafios da tecnologia do etanol 2G é
o0 reaproveitamento eficiente das fracGes de pentoses presentes nos licores proveniente do bagaco pré-
tratado de cana de aguUcar. Dentre varias alternativas estudadas, destaca-se uma via importante e
promissora, que é a busca e utilizacao de uma xilose isomerase psicrofilica (XIP) que possa atuar na xilose
dos licores, formando xilulose que por sua vez, pode ser fermentado a bioetanol ou outros compostos.
Esta atuacdo enzimatica em baixas temperaturas possibilitaria uma atuagdo concomitante com a levedura
em um mesmo processo, diminuindo assim, etapas de resfriamento para o0 posterior crescimento e
fermentacéo.

Desafio tecnoldgico: O presente projeto visa explorar algumas Xiloses isomerases que foram identificadas
em micro-organismos isolados de amostras bacterianas de solos da Antértica e deserto do atacama. Alguns
destes isolados bacterianos (Bacillus licheniformis, Pseudomonas putida, Exiguobacterium antarcticum
B7, dentre outros) sdo microrganismos que poliextremofilos e que sdo importantes “celeiros’ de genes de
novas e importantes enzimas psicrofilicas. Apos a analise in silico de seus genomas foram identificados
alguns genes promissores (GHs e xiloses isomerases) que deverdo ser explorados futuramente. Para esta
frente de trabalho foi escolhida uma XI que sera estudada neste trabalho. Para isso, apés a clonagem,
expressao, producgdo e estudos estruturais destas enzimas, uma delas sera utilizada em estudos de sinergia
na atuagdo com uma quimera (xilanase-xilosidase) que foi desenvolvida e patenteada pelo CTBE, a qual
apresentou 6timos resultados de hidrolise até xilose de licores ricos em xilo-oligomero em hidrélisados
de biomassas pré-tratada.

Proposta: Este complexo enzimatico (quimera + XIP) devera ser testado quanto a eficiéncia de conversao
de xilo-oligomeros do licor até xilose e a conversao a xilulose em etapas fermentativa especificas (baixas
temperaturas) utilizando leveduras que estdo sendo estudadas nos laboratérios da equipe de colaboradores
do CTBE. Este projeto é uma iniciativa que terd uma colaboragdo dos Laborat6rios do CTBE (laboratorio
de fermentacdo 2G), Microbiologia e Biologia Molecular e Laboratério de Bioprocessos além da
integracdo ao Laboratério de Biologia Estrutural do LNBIO.

Descricéo das atividades:

1.Treinamento na Preparacgdo de meios de cultivo e Microbiologia Bésica

2.Treinamento em Biologia Molecular e Bioquimica Bésica — Preparacdo de cepas e
manipulacdo de DNA recombinante

3.Clonagem XI em vetor de expressao apés preparacdo de células hospedeira.

4. Expressdao de Enzimas Microbianas em linhagens de Escherichia coli (otimizagdo da
expresso).

5. Purificagdo e caracterizagdo Bioquimica das enzimas (xilanase bifuncional e xilose isomerase)
6. Testes de atividade enzimatica contra substratos (pH, temperatura) e licores ricos em xilo-
oligomeros

7. Caracterizacdo biofisica por dicroismo circular e desnaturacdo térmica (monitoramento da
estrutura secundaria).

8. Testes de hidrolise do licor (com xilanase bifuncional), isomerizacdo e testes iniciais
fermentacéo alcodlica



