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RESUMO

No rimen, a populagdo microbiana converte os complexos alimentos (plantas lignocelulésicas)
em compostos mais simples, que podem ser facilmente capturados e metabolizados pelos
ruminantes. Por conseguinte, a utiliza¢do direta da popula¢do microbiana do rimen, ou enzimas
obtidas a partir destes, pode proporcionar a solu¢do para um problema industrial atual, isto €, a
bioconversdo de material lignoceluldsico em combustiveis, produtos quimicos e outros
bioprodutos valiosos. Esta pesquisa realizou uma triagem de enzimas lignoceluloliticas de
microrganismos do rimen por meio de analises metagendmicas por homologia de sequéncia e
estudou as vias de degradacdo da lignocelulose no rimen. Um total de 410 proteomas preditos
do microbioma do rimen foram sistematicamente triados em diferentes familias de Enzimas
Carboidrato-Ativas (CAZymes) e Mddulos de Ligacdo a Carboidratos (CBMs) em relacdo a
diferentes microrganismos comparados com a base de dados CAZy. Observou-se que
Firmicutes e Bacteroidetes sdo os filos responsaveis pela maioria das CAZymes e CBMs
produzidos no rimen. A agdo corporativa entre os diferentes filos durante a degradacdo da
biomassa foi observada, confirmando um sinergismo de sintonia refinada entre as diferentes
espécies de rumen. Grandes quantidades de CBMS50 e quitinases chamam a atencdo para a
capacidade das bactérias do rimen de usar polimeros quitinosos de paredes celulares fliingicas
como uma fonte de carboidrato para fins de energia e crescimento. A auséncia de enzimas de
Atividade Auxiliar conhecidas por apresentarem atividades ligninoliticas reafirma a falta de
habilidade da microbiota do rimen na degradacgdo da lignina. No entanto, a anélise filogenética
sugeriu que o Unico gene de Laccase encontrado foi adquirido por quatro Bacilli através de
transferéncia horizontal de genes. Os resultados também mostraram a presenga de enzimas que
participam no afrouxamento da parede celular por clivagem de ligagdes entre a lignina e a
hemicelulose, tornando assim a celulose mais acessivel para hidrolases. Este estudo demonstra
a importante relacdo entre microrganismos no rumen, a qual contribui para as enzimas
necessdrias a degradacdo da parede celular vegetal em condi¢des ambientais tdo tnicas.
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Microbiota do Rumen, Enzimas Carboidrato-Ativas, Mddulos de Ligacdo a Carboidratos,
Metagendmica
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ABSTRACT

In the rumen, microbial population converts the complex food stuffs (lingo-cellulosic plant
materials) into simpler compounds, which can be easily taken up and metabolized by ruminants.
Therefore, direct use of microbial population from rumen or enzymes obtained from them may
provide the solution to a current industrial problem, i.e., the bioconversion of lignocellulosic
material into fuels, chemicals, and other valuable bioproducts. This research performed a
screening of lignocellulolytic enzymes of rumen microorganisms through metagenomic
analyzes by sequence homology and studied the degradation pathways of lignocellulose in the
rumen. A total of 410 predicted proteomes from the rumen microbiome were systematically
screened for different families of Carbohydrate-Active Enzymes (CAZymes) and
Carbohydrate-Binding Modules (CBMs) across different microorganisms compared with
CAZy database. It was observed that Firmicutes and Bacteroidetes are the phylum responsible
for the majority of CAZymes and CBMs produced in the rumen. Corporate action among
different phyla during biomass degradation was observed, confirming the fine-tuning
synergism among different species of rumen. Great amounts of CBMS50 and chitinases call
attention to the ability of rumen bacteria to use chitinous polymers from fungal cell walls as a
source of carbohydrate for energy and growth purposes. The absence of auxiliary activity
enzymes reported to present ligninolytic activities reaffirms the lack of ability of rumen
microbiota to degrade lignin. Nonetheless, phylogenetic analysis suggested the only Laccase
gene that was found was acquired by four Bacilli through horizontal gene transfer. Results also
showed the presence of enzymes that participate in the loosening of cell wall by cleaving
linkages between lignin and hemicellulose, thus making cellulose more accessible for
hydrolases. This study demonstrates the important relation between microorganisms in the
rumen that contributes to the enzymes required to degrade plant cell wall under such unique
environmental condition.

Keywords
Rumen microbiota, Carbohydrate-Active Enzymes, Carbohydrate-binding modules,
Metagenomics
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1 INTRODUCAO

O uso de material vegetal lignocelulésico como fonte de carbono para a producao de
combustiveis e produtos quimicos é atualmente um dos pontos focais da biotecnologia. O
consumo total de petréleo no mundo, em 2014, foi de 92,42 milhdes de barris/dia (BATISTA-
GARCIA et al., 2016), e a projecio para 2030 é de crescimento de, aproximadamente, 25%
pela demanda por petrdleo bruto (BALAN, 2014). Em relacdo ao consumo de energia, cerca de
78% ¢é derivado de combustiveis fdsseis, enquanto apenas 19% € atribuido a fontes renovaveis
de energia, dos quais menos de 1% diz respeito a biocombustiveis jd bem estabelecidos, como
etanol e biodiesel (REN21, 2017).

Apesar de ndo haver dados exatos da quantidade de petréleo ainda disponivel ao redor
do mundo e por quanto tempo serd possivel depender dele, a sociedade ja entende que €
necessario adaptar-se e diversificar as fontes de energia para um futuro mais limpo e
sustentdvel. Assim, € preciso que haja uma abordagem que considere a conversao de grandes
partes da economia global em uma economia sustentdvel com bioenergia, biocombustiveis e

bioprodutos como seus pilares principais (Figura 1).

BIOECONOMIA

Mercado de Energia, Combustiveis e Produtos

Bioenergia
Biocombustiveis
Bioprodutos

Biorrefinarias

Matéria-primalignoceluldsica

Figura 1. Modelo em pilar do futuro da economia sustentdvel (Adaptado de KAMM et al., 2008).

Combustiveis e produtos quimicos com base bioldgica, produzidos utilizando matéria
prima residual, tal como a biomassa lignoceluldsica, promove a sociedade diversos beneficios
(GREENWELL; LLOYD-EVANS; WENNER, 2012), tais como:

1) Ser renovavel e sustentavel,

2) Auxiliar indiretamente na fixacdo de didxido de carbono atmosférico (o qual

contribui negativamente para o aquecimento global);

3) Facilitar o estimulo e desenvolvimento da economia local;
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4) Reduzir a poluicao atmosférica causada pela queima e degradacio de biomassa nos
campos;

5) Trazer seguranca energética para paises dependentes da importagdo de
combustiveis, €

6) Criar empregos em areas de alta tecnologia para engenheiros, biotecnologistas e
cientistas.

A biomassa lignoceluldsica pode ser considerada como unica fonte para producdo em
larga escala de combustiveis renovaveis, quimicos e biomateriais (DEMARTINI ef al., 2013).
No entanto, a parede celular da planta evoluiu para garantir sua estabilidade e robustez e nao
com a finalidade de armazenamento de carbono, apesar de possuir uma das mais abundantes
fontes de carbono renovavel da biosfera (SAUER; MARX; MATTANOVICH, 2012). Assim,
apesar da lignocelulose ser uma matéria prima rica em macromoléculas essenciais para o
desenvolvimento de uma biorrefinaria, ela possui uma estrutura complexa que precisa ser
vencida para poder liberar o seu real potencial.

O maior obstdculo para a producdo em escala industrial de biocombustiveis a partir de
lignocelulose reside na desconstru¢cdo ineficiente do material vegetal devido a natureza
recalcitrante do substrato frente a quebra enzimatica, e a relativa baixa atividade das enzimas
disponiveis atualmente (BLANCH et al., 2008).

O grande nimero de estudos acerca das vias de degradacdo da lignocelulose ndo apenas
permite entender os mecanismos € interacdes entre organismos na manutencdo do balango
carbonico nos ciclos biogeoquimicos, mas permite também levar a descobertas potenciais de
microrganismos nado caracterizados e novas enzimas que, por sua vez, poderiam melhorar a
conversdao de biomassa vegetal subutilizada a biocombustiveis, quimicos € outros materiais
através de biorrefinarias (LEE, 1997; RUBIN, 2008).

Embora o sucesso na engenharia de proteinas para aumentar o desempenho de enzimas
degradadoras de lignocelulose existentes tem sido limitado (WEN; NAIR; ZHAO, 2009), a
recuperacdo de enzimas de comunidades microbianas, naturalmente envolvidas com a
degradagdo de biomassa, oferece uma estratégia promissora a identificacdo de novas enzimas
lignoceluloliticas com atividades potencialmente melhores (RUBIN, 2008).

A maioria das enzimas tem sido identificada utilizando laboriosos métodos de triagem
e extensas caracterizacOes bioquimicas, mas evidéncias baseadas na bioinformatica
aumentaram a percep¢ao que a abordagem in silico pode ser aplicada na identifica¢do de novas

enzimas a partir de sequéncias de genomas microbianos (WANG; FEWER; SIVONEN, 2011).
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A metagendmica consiste na analise direta do DNA de diferentes amostras de um
determinado ambiente e ela representa uma estratégia para descobrir diversas enzimas
codificadas na natureza (FERRER et al., 2005; WANG et al., 2009). A abordagem
metagendmica tem sido utilizada com sucesso para identificar enzimas com atividades de
interesse industrial (LI ez al., 2009).

Uma vez que o DNA metagendmico € obtido, a prospec¢do de novas enzimas ocorre
através da triagem de bibliotecas de expressao, seja ela baseada em fun¢des ou em similaridade
das sequéncias (BATISTA-GARCIA er al., 2016). Em estudo, Li e colaboradores (2009)
destacaram a relevancia e vantagens do método de triagem metagendmico baseado em
homologia de sequéncias. Segundo eles, ao contrdrio dos métodos baseados em funcdes, €
possivel detectar um nimero maior de genes alvo, uma vez que esse método independe da
expressao génica, do dobramento de proteinas no hospedeiro, das modificacdes pOs-
traducionais, entre outros. Ou seja, esse método torna-se bastante atrativo, pois ele independe
da integridade da sequéncia do gene alvo.

Nesse contexto, essa pesquisa estudou as vias de degradacdo da lignocelulose, as
enzimas utilizadas nesse processo e realizou uma triagem de genes lignoceluloliticos de
microrganismos do rumen bovino através de andlises metagendmicas por homologia de

sequéncias.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LIGNOCELULOSE

As plantas s@o compostas de mais de 35 diferentes tipos celulares que sdo distintos em
composicao, estrutura e ultraestrutura. Em células em crescimento, a parede € tipicamente uma
camada fina e flexivel (0,1 a 1 um) que consiste em, primordialmente, complexos
polissacarideos e pequenas quantidades de proteinas estruturais (DAVISON et al., 2013).
Entretanto, todas as células t€m uma grossa parede celular que promove rigidez e previne ataque
por patdégenos. As paredes celulares sdo tipicamente compostas por trés camadas, a lamela
média, parede celular primdria e parede celular secunddria. Esta ultima, a qual possui
subcamadas (S1, externa; S2, média; e S3, externa), estd presente apenas em certos tecidos e
amadurece geralmente apds final do crescimento, diferentemente das paredes celulares
primadrias, as quais estdo presentes em todas as células (COSGROVE, 2005).

A composicdo quimica das paredes celulares difere significantemente entre

monocotiledoneas e dicotiledoneas, o que influencia fortemente na sua susceptibilidade a
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desconstrucdo. Celulose (20-50%), hemicelulose (15-35%), e lignina (10-30%) sdo os
principais constituintes da parede celular, enquanto que proteinas (3—10%), lipidios (1-5%),
acucares soluveis (1-10%), e minerais (5—10%) sdao componentes presentes em menores
quantidades (todos com base em massa seca) (Figura 2) (PAULY; KEEGSTRA, 2008).

OH OH OH
J J /)g
‘\'/ CLO/ NN N
OH

O T O
OH OH
Alcool p-Cumarilico Alcool Coniferilico  Alcool Sinapilico

o © 0 4
| G0
Macrofibra @@@ &

Célula
Vegetal

Parede

Celular
Lignina %

Hemicelulose Nt ® [|10-20 nm

Pentose

Hexose

CeIuloseJ
cristalina |

Figura 2. Estrutura da lignocelulose. O principal componente da lignocelulose € a celulose, uma cadeia
de moléculas de glicose unidas por ligagoes P(1-4). Ligacdes de hidrogénio entre diferentes camadas do
polissacarideo contribui para a resisténcia a degradacdo da celulose cristalina. Hemicelulose, o segundo
componente mais abundante da lignocelulose, é composto de vérios acticares de 5 e 6 carbonos, como
arabinose, galactose, glicose, manose e xilose. A lignina é composta de trés componentes fendlicos
principais, chamados de dlcool p-cumarilico (H), dlcool coniferilico (G) e dlcool sinapilico (S). A lignina
¢ sintetizada pela polimerizacdo desses componentes € a sua propor¢do no polimero varia entre
diferentes plantas, tecidos e camadas da parede celular. Celulose, hemicelulose e lignina formam
estruturas chamadas de microfibras, as quais sdo organizadas em macrofibras que medeiam a
estabilidade estrutural na parede celular vegetal (Adaptado de RUBIN, 2008).

No complexo lignoceluldsico, a celulose retém a estrutura fibrosa cristalina, a qual € a
parte central do complexo, enquanto que a hemicelulose posiciona-se entre as micro e
macrofibras de celulose. A lignina proporciona um papel estrutural a matriz, na qual a celulose
e a hemicelulose sao incorporadas (POTUMARTHI; BAADHE; BHATTACHARYA, 2013).

Existem quatro tipos principais de ligacdes quimicas descritas na literatura para o
complexo lignocelulésico. Sdo elas:

1) Eter;
2) Ester;
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3) Carbono-carbono e

4) Pontes de hidrogénio.

Essas quatro ligacGes representam a maioria dos tipos de ligacdes que promovem as
ligacOes intramoleculares, e entre diferentes componentes do material lignoceluldsico para

formar as ligacdes intermoleculares (Tabela 1).

Tabela 1. Visdo geral das ligacdes entre as unidades de mondmeros e polimeros para formar a
lignocelulose (HARMSEN et al., 2010)

. L Ligacoes Ligacoes
Tipo de ligaco intramoleculares intermoleculares
Lignina N
= Celulose-Lignina
Eter (C-0-C) Hemicelulose , .
Hemicelulose-Lignina
Celulose
Ester (R-COOR") Hemicelulose Hemicelulose-Lignina
Carbono-carbono Lignina -
Celulose-Hemicelulose
Ppntesﬂ; Celulose Celulose-Lignina
Hidrogénio

Hemicelulose-Lignina

2.1.1 LIGNINA

A lignina consiste de trés unidades principais de fenilpropano com um atomo de
oxigénio na posi¢ao p (como OH ou O-C) e com um, dois ou nenhum grupo metoxilico nas
posicdes orto desse dtomo de oxigénio, sdo elas: 1) guaiacilpropano, 2) siringilpropano, e 3) p-
hidroxifenilpropano (Figura 3) (BRUNOW, 2008).

O que torna a estrutura da lignina mais complexa € que podem haver alteracoes
significativas nas estruturas moleculares como, por exemplo, as posi¢cdes orto podem,
alternativamente, serem C-substituidas ou O-substituidas por outros grupos que ndo sejam

metoxilicos (ZHAOQO, 2016).

OCH; H3CO OCH;
OH OH OH

1 2 3
Figura 3. Estrutura quimica das principais unidades de fenilpropano formadoras da lignina: 1)

guaiacilpropano, 2) siringilpropano, e 3) p-hidroxifenilpropano.
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Algumas poucas unidades aromdticas também podem ser substituidas, além de uma
pequena porcentagem das moléculas estruturais também nao serem unidades de fenilpropano.
As unidades de fenilpropano sdo ligadas umas as outras por uma série de ligacdes caracteristicas
(B-0-4,B-5, B-P, a-a, 3-5, etc.), sem haver qualquer padrio de ligagdo em si, e também podem
haver ligacdoes entre a lignina e carboidratos (Figura 4) (BRUNOW; LUNDQUIST;
GELLERSTEDT, 1999; ZHAO, 2016).

OH OH

CHy0 ocH,8
P @ @ °
0
0
OH
on OCHs @ OCH3 chz0
CHy0 OH

OH OH o
o
OCH3 @
OCHj
o
OH
()

o OCHg - OH
@ - e
OCHg
HO ° o
HO
OCH,
OCH, HO @ 3

CHO

OH

Figura 4. Exemplo de estrutura quimica da lignina com 20 unidades de fenilpropano ligadas entre si
através de ligacdes do tipo B-O-4, -5, p-f, etc.

O processo de lignificacdo tem origem no aparato de Golgi com a geracdo de trés tipos
de dalcoois p-hidroxi-cinamilicos, 1) dlcool p-cumarilico, 2) dlcool coniferilico, 3) dlcool

sinapilico (Figura 5), a partir dos dcidos p-cumarico, ferulico e sinapico, respectivamente.

CH,OH CH,OH CH,0H
= = =
OCH, HyCO OCHjs
OH OH OH
1 2 3

Figura 5. Estruturas quimicas dos 4lcoois precursores das unidades de fenilpropano constituintes da
Lignina: 1) dlcool p-cumarilico (H), 2) dlcool coniferilico (G), 3) dlcool sinapilico (S).

Os dlcoois precursores sdo entdo transportados através da membrana até sitios de

lignificacdo na parede celular e, para eles, liberados pela enzima [3-glicosidase. Entao, a lignina
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€ polimerizada e classificada de acordo com a polimerizag@o dos dlcoois p-hidroxi-cinamilicos
(Tabela 1), promovendo rigidez, impermeabilidade e refor¢co estrutural para a planta

(VOXEUR; WANG; SIBOUT, 2015).

Tabela 1. Classifica¢do da lignina de acordo com a polimerizag@o dos dlcoois p-hidroxi-cinamilicos

Lignina Alcool Base Exemplo
Lignina Guaiacila (G) Coniferilico Coniferas
Lignina Guaiacila-Siringila (G-S) anlferﬂlco Folhosas
Sinapilico
Coniferilico
Lignina 4-Hidroxifenil-Guaiacila-Siringila (H-G-S) Sinapilico Gramineas

p-Coumarilico

Coniferilico Madeira de

Lignina 4-Hidroxifenil-Guaiacila (H-G) . ~
p-Coumarilico  compressao

2.1.2 CELULOSE

A celulose é uma complexa macromolécula composta de cadeias lineares de glicose
com ligacdes do tipo B-1.4 que se agregam firmemente em microfibras (3 a 5 nm em didmetro),
as quais se mantém seguras através de ligacOes de hidrogénio inter e intramoleculares e forgas
de Van der Waals (Figura 6).

O grau de polimerizacdo da celulose varia, dependendo da sua fonte, de 2-6 mil e de 2-10 mil
residuos nas paredes primdria e secunddria, respectivamente, podendo ela ser cristalina e/ou
amorfa, sendo a ultima mais facil de ser degradada (CHUNDAWAT et al., 2011). Devido a
auséncia de enrolamento ou ramificacdes, e pelo auxilio da conformacdo equatorial dos
residuos de glicose, a molécula de celulose adota uma conformagao extensa em forma de bastao

(KUBICEK, 2013).

-=-OH

Figura 6. Estrutura quimica da celulose. A cadeia da celulose é formada por unidades de glicose
(delimitada por colchetes) ligadas através de ligagdes covalentes do tipo B-1,4. Cadeias de celulose sdo
firmemente ligadas entre si por pontes de hidrogénio, tanto por ligagdes intramoleculares (linhas
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tracejadas indicadas por setas), quanto por ligacdes intermoleculares (demais linhas tracejadas)
(adaptado de KUBICEK, 2013).

A estrutura cristalina da celulose, a qual consiste em duas cadeias paralelas de glucano
(mondmeros de D-glicose unidos por ligacdes glicosidicas), sdo ligadas entre si por pontes de
hidrogénio e for¢as de Van der Waals, as quais sdo entdo empilhadas em fibras que assumem
formas de bastdo. A hierarquia morfoldgica é definida por fibras elementares (1,5 a 3,5 nm),
microfibras (10 a 30 nm) e macrofibras (~100 nm) (KUBICEK, 2013). Em sua forma cristalina,
a celulose € insolivel em dgua e praticamente inacessivel a degradacdo enzimdtica devido a sua
organizacio (BATISTA-GARCIA et al., 2016).

A estereometria das cadeias de glicose empacotadas firmemente nesta morfologia sélida
e cristalina é responsavel pela baixa taxa de sacarificacdo (hidrélise) da celulose (IGARASHI;
WADA; SAMEIJIMA, 2007; WADA; IKE; TOKUYASU, 2010). Entretanto, uma explicagdao
exata em nivel molecular para as diferencas observadas nas taxas de digestdo da celulose

permanece uma questao em aberto (CHUNDAWAT et al., 2011).

2.1.3 HEMICELULOSE

Hemicelulose é o segundo biopolimero mais abundante no reino vegetal depois da
celulose. A sua diferenca em relacdo a celulose estd na sua constituicdo, a qual representa um
tipo de hetero-polissacarideo com estruturas complexas contendo, principalmente, glicose,
xilose, manose, galactose e arabinose em varias quantidades dependendo da sua fonte (Figura
7) (REN; SUN, 2010).

Hemiceluloses formam ligagdes de hidrogénio com a celulose, ligages covalentes com
a lignina, e ligagdes éster com unidades acetila e acidos hidroxi-cindmicos. Elas sdo polimeros
ramificados de baixo peso molecular com grau de polimerizagao de 80 a 200 unidades. Suas
férmulas sdo, em geral, representadas por (CsHO,), e (CH,,05),, as quais sdo chamadas de
pentoses e hexoses, respectivamente (DAVISON et al., 2013). Em sua grande maioria, um
esqueleto de xiloses unidas por ligacdes glicosidicas -1,4 é entdo ramificado com os outros
agucares, que foram listados acima, em posi¢des [3-1 ou -6. Pectinas também sdo polimeros
ramificados de 4cido galacturonico ligados entre si por ligagdes glicosidicas 3-1,4, nos quais
arabinose e galactose sdo os agticares mais abundantes nas ramificacdes (BATISTA-GARCIA

etal.,2016).
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[ Carboidratos na Lignocelulose ]
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Figura 7. Carboidratos presentes na lignocelulose, evidenciando as divergéncias entre os agticares que
compdem a celulose e a hemicelulose.

2.14 RECALCITRANCIA DA BIOMASSA

Para converter a biomassa lignoceluldsica em qualquer bioproduto, os agucares e fendis
que estdo estocados como polimeros de alto peso molecular nas paredes celulares vegetais
devem primeiro ser descontruidos e liberados em solu¢do como monossacarideos ou pequenos
oligossacarideos. A liberagao eficiente dessas moléculas com grande rendimento € vital para a
produg@o de biomoléculas com baixo custo. Para alcangar esse objetivo, uma das barreiras-
chave que devem ser ultrapassadas € a recalcitrancia da biomassa, a qual se refere a resisténcia
da parede celular a desconstrugdo por rotas quimicas, enzimadticas e/ou microbianas
(DEMARTINI et al., 2013).

A complexidade de um determinado tipo de biomassa se reflete na relag@o entre os seus
componentes estruturais e carboidratos. Os principais fatores que contribuem para a
recalcitrincia da biomassa, e consequentes diferencas na desconstrucdo da parede celular
(HIMMEL et al., 2007; MOSIER et al., 2005), incluem:

1) Cristalinidade e grau de polimerizacio da celulose;
2) Porosidade (ou area superficial disponivel);

3) Protecdo da celulose pela lignina;

4) Revestimento da celulose pela hemicelulose;

5) Resisténcia da fibra e
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6) Inibidores enzimaticos que existem naturalmente na parede celular ou que sdo
gerados durante o processo de desconstrucao.

No contexto da biorrefinaria, estas caracteristicas quimicas e estruturais da biomassa
afetam a penetracao de liquidos e/ou a acessibilidade e atividade enzimadtica e, assim, 0s custos
de conversdo. Em principio, um pré-tratamento eficaz provoca a ruptura destas barreiras de
modo que as enzimas hidroliticas possam penetrar e causar hidrélise na biomassa. Entretanto,
estudos mostram que a dificuldade principal ndo € alcancar bons rendimentos na obtencdo de
bioprodutos, mas sim a obten¢@o de bons rendimentos com baixo consumo de energia (ZHU et
al.,2010; ZHU; PAN, 2010).

Analisando em nivel molecular, a celulose cristalina é altamente resistente a hidrolise
quimica e bioldgica devido a sua estrutura, na qual as cadeias de celobiose sdo dispostas com
precisdo. A conformacdo da cadeia dos residuos de glicose em celulose forca os grupos
hidroxila em orientacdo radial (equatorial) e os atomos de hidrogénio alifdticos em posicoes
axiais. Como resultado, existe uma forte ligacdo de hidrogénio intermolecular entre cadeias
adjacentes numa folha de celulose e interacOes hidrofébicas mais fracas entre folhas de

N

celulose. A face hidrofdbica das folhas de celulose torna a celulose cristalina resistente

o

o/

hidrélise acida, porque contribui para a formag¢do de uma camada densa de dgua proxima
superficie da celulose hidratada (HIMMEL et al.,2007). A forte rede de ligacdes de hidrogénio
entre as cadeias de celulose torna a folha de celulose cristalina resistente a hidrélise enzimatica
(NISHIYAMA; LANGAN; CHANZY,2002), enquanto que a hemicelulose e a celulose amorfa
sdo facilmente digeriveis. Numa escala microscOpica € macroscopica, a complexa natureza
heterogénea da biomassa cria evidentes limitacdes de transporte de massa para o fornecimento
de catalisadores quimicos ou bioquimicos.

Devido a sua forte associacdo com as microfibras de celulose, a lignina tem sido
identificada como um importante impedimento a hidrdlise enzimatica e microbiana da
biomassa lignoceluldsica. De acordo com a literatura, a digestibilidade da biomassa aumenta
proporcionalmente a remocao de lignina (LIMA et al., 2013). Além de ser uma forte barreira
fisica, os efeitos prejudiciais da lignina incluem: 1) adsor¢do ndo especifica de enzimas
hidroliticas a lignina; 2) interferéncia e ligacdo ndo produtiva de enzimas celuloliticas a
complexos de lignina-carboidratos; e 3) toxicidade aos microrganismos pelas moléculas de
baixo peso molecular derivadas da quebra da lignina (AGBOR et al., 2011; HIMMEL et al.,
2007).

Assim, a deslignificacido (remog¢do da lignina) € uma das principais alternativas para

diminuir a recalcitrancia da biomassa. Esse processo causa a ruptura em diversos pontos da
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estrutura da lignina, dilatacdo/inchaco na biomassa, aumento da drea de superficie interna e
aumento da acessibilidade das enzimas celuloliticas as fibras celuldsicas. Embora nem todos os
pré-tratamentos resultem em uma deslignificagdo substancial, em alguns casos alteragcdes nas
propriedades quimicas da lignina ja s@o suficientes para tornar a biomassa pré-tratada mais
disponivel para digestdo do que a biomassa bruta (AGBOR et al., 2011).

Apesar de grandes investimentos em pesquisa € avancos significativos em tecnologia
para desconstrucdo da lignocelulose, esta continua a ser um dos pontos criticos para o
estabelecimento de biorrefinarias economicamente viaveis. Geralmente, o material vegetal tem
de ser submetido a um pré-tratamento fisico e/ou quimico seguido por hidrélise enzimatica para
se obter uma fonte de carbono acessivel aos microrganismos (CLEMENTS; VAN DYNE,
2008).

2.1.5 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA

As estratégias para o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica foram desenvolvidas
e refinadas ha mais de 100 anos, originando-se de sistemas de pré-tratamento com &cido,
seguidos de sistemas de vaporizacdo e explosdo a vapor para o fracionamento de biomassa
desenvolvido na década de 1920. Mais recentemente, foram propostas estratégias envolvendo
solventes e outros agentes quimicos. Apesar dessa historia relativamente longa, a pesquisa em
tecnologias de pré-tratamento tem aumentado rapidamente nos tltimos anos, em grande parte
devido ao fato de que o pré-tratamento € a chave para desvendar o potencial de biocombustiveis
celuldsicos e produtos quimicos organicos. Sem divida, os efeitos do pré-tratamento sdo
extensos, impactando os rendimentos globais de bioprodutos, os custos de capital e de operagao,
a utiliza¢do de enzimas, a fermentacdo, a destilacdo e a eliminacdo de residuos (SAVILLE,
2011).

Sabe-se que ndo existe um pré-tratamento que seja 100% eficaz devido as diferentes
naturezas das matérias-primas, entretanto, € possivel afirmar quais caracteristicas sao
desejaveis em processo de desconstrugcdo da biomassa (GALBE; ZACCHI, 2007). Ele deve:

1) Resultar numa elevada recuperacdo de todos os hidratos de carbono, com um

minimo de degradacdo de produtos;

2) Ter um baixo custo operacional e de capital;

3) Produzir uma fracdo de solidos altamente digerivel passivel de subsequente

hidrélise enzimatica;



21

4) Minimizar a necessidade de pré ou pds-processamento, quer sob a forma de redugdo
mecanica do tamanho ou de desintoxicacao a jusante;

5) Operar com uma carga de s6lidos suficientemente elevada para evitar a dilui¢do de
acucares e etanol que de outro modo afetariam negativamente os custos de
processamento a jusante e

6) Ser capaz de processar uma grande variedade de matérias primas lignoceluldsicas.

Uma vasta quantidade de diferentes métodos de pré-tratamento tem sido sugerida
durante as ultimas décadas, podendo eles ser divididos em categorias diferentes:

1) Fisicos (moagem, trituracdo, irradiacao, etc.);

2) Quimicos (4dlcali, 4cido diluido, agentes oxidantes, solventes organicos, etc.);

3) Fisico-quimicos (auto-hidrélise a vapor, hidrotermolise, oxidagdo himida, etc.);

4) Bioldgicos ou

5) Combinagdes destes.

Embora seja dificil colocar os métodos em uma unica categoria, em geral todos
apresentam o mesmo objetivo final, que € o de vencer a recalcitrancia da parede celular vegetal,

afrouxando os componentes estruturais (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento da biomassa lignocelulésica (MOSIER et al., 2005).

Apesar dos métodos de pré-tratamento fisicos e quimicos serem considerados como
lideres nas tecnologias atuais de pré-tratamento, eles geralmente precisam de onerosos reatores
resistentes a corrosdao, processam grandes volumes de residuos, lavam exaustivamente os
sOlidos tratados, e precisam desintoxicar compostos inibitérios aos microrganismos
fermentadores (SAVILLE, 2011). Embora o pré-tratamento tenha um custo elevado, ndo pré-
tratar € ainda mais oneroso (EGGEMAN; ELANDER, 2005). Assim, o pré-tratamento continua

a ser um dos passos mais dispendiosos na producdo de bioprodutos e € uma barreira

significativa para sua comercializacdo (NAIK et al., 2010).
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Pré-tratamentos bioldgicos tém se destacado e sido principalmente associados a agdo de
microrganismos capazes de produzir enzimas que podem desconstruir a parede celular.
Verificou-se que os fungos de podriddo branca e macia (White-rot e Soft-rot, respectivamente)
degradam o material de lignocelulose, sendo os de podriddao branca os mais eficazes no pré-
tratamento bioldgico da biomassa (Lee, 1997; Sun e Cheng, 2002). Os fungos de podridao
marrom (Brown-rot) atacam principalmente a celulose, enquanto que os White e Soft-rot atacam
tanto a lignina quanto a celulose através da producdo de enzimas, tais como lignina peroxidases
(LiP), polifenol oxidases, peroxidases manganés-dependente (MnP) e laccases (Lac) que
degradam a lignina. Pesquisas descreveram que Pleurotus ostreatus € outros fungos de podridao
branca possuem grande habilidade de degradar seletivamente a lignina, hemicelulose e celulose,
respectivamente (FAIX et al., 1991; MARTINEZ et al., 2005; TANIGUCHI et al., 2005).
Estudos relataram a deslignificag@o seletiva de madeira e palha de trigo por certos fungos de
podridao-branca, tais como Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Dichmitus
squalens, Rigidosporus lignosus e Jungua separabilima. A despolimerizacdo da lignina por
estes fungos leva semanas para conseguir um resultado significativo, mas pode ser muito
seletiva e eficiente (LUNDELL; MAKELA; HILDEN, 2010; RUIZ-DUENAS er al., 2013).

A baixa demanda de energia no pré-tratamento bioldgico tem gerado interesse na
producdo de biocombustiveis e bioprodutos a partir de materiais lignoceluldsicos. O
inconveniente mais significativo do pré-tratamento bioldgico € o longo tempo necessario para
o processo. Entretanto, a combinacdo de pré-tratamento bioldgico com outros métodos de pré-
tratamento pode reduzir o tempo necessdrio para que todo o processo se complete
(SHIRKAVAND et al.,2016).

A deslignificag@o bioldgica a partir de enzimas utiliza extratos enzimdticos e enzimas
ligninoliticas purificadas ou parcialmente purificadas para realizar a degradacdo da lignina. A
laccase € a ligninase mais utilizada, seguida de MnP e LiP, embora também tenham sido
utilizadas misturas de duas ou trés enzimas ligninoliticas. Entretanto, as enzimas ligninoliticas
podem reduzir a conversdo de celulose num processo de sacarificacdo. Para evitar a inibi¢ao
das celulases, as enzimas ligninoliticas podem ser desativadas antes do processo de
sacarificagdo (ESCAMILLA-ALVARADO et al., 2016).

As estratégias de pré-tratamento combinatérias sdo geralmente mais eficazes no
aumento da digestibilidade da biomassa, do rendimento dos produtos (SHIRKAVAND et al.,
2016), e muitas vezes sao empregadas na concepcao de tecnologias de pré-tratamento tidas
como lideres. Combinagdes de pré-tratamentos incluem ao tratamento biolégico, os tratamentos

acido (ISHOLA; ISROI; TAHERZADEH, 2014; KUHAR; NAIR; KUHAD, 2008; MA et al.,
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2010), alcalino (YU et al., 2010a, 2010b), explosdao a vapor (TANIGUCHI et al., 2010;
VAIDYA; SINGH, 2012), solvente organico (FISSORE et al., 2010; ITOH et al., 2003;
MONRROY et al., 2010), extracdo com dgua quente (WAN; LI, 2011), ultrassobnico com
peréxido de hidrogénio (SEINO et al., 2001; YU et al., 2009), entre outros.

2.2 RUMEN BOVINO: UMA FONTE DE MICRORGANISMOS DE
INTERESSE INDUSTRIAL

Apesar dos grandes investimentos em pesquisa € avangos significativos na tecnologia,
a desconstrucao da parede celular continua a ser um dos pontos criticos para o estabelecimento
de biorrefinarias econdmicas. Geralmente, o material vegetal tem de ser submetido a um pré-
tratamento seguido por hidrélise enzimatica para se obter uma fonte de carbono acessivel do
ponto de vista microbiolégico. Uma grande variedade de bactérias e fungos que servem como
decompositores no ciclo natural do carbono secretam enzimas celuloliticas industrialmente
uteis (WILSON, 2011).

Ao se analisar os ruminantes, a situagao € bastante semelhante. A ruminacdo nada mais
€ do que o pré-tratamento da biomassa para tornd-la enzimaticamente acessivel. Durante a
ruminacdo, a biomassa é degradada no rimen pela comunidade microbiana complexa e
convertida em compostos, que sao uteis para o ruminante. Esse processo € bastante interessante,
pois inclui, entre outros, um pré-tratamento fisico elegante e eficaz; a operacdo em alta carga
de so6lidos em condicdes ndo-assépticas; exigéncias minimas de nutrientes, além da propria
biomassa vegetal; fermentacgao eficiente de quase todos os componentes da planta; recuperagao
eficiente de produtos finais de fermentacdo primadria; e producdo de coprodutos uteis
(WEIMER; RUSSELL; MUCK, 2009). Isso € o que toda biorrefinaria moderna almeja.

O rumen € um dos mais complexos e fascinantes ecossistemas microbianos na natureza.
Os ruminantes desenvolveram uma relacdo simbidtica com um microbioma complexo
constituido por bactérias, arqueias, fungos, protozodrios e virus localizados no rimen, os quais
sdo responsdveis pela degradacdo microbiana da lignocelulose. A fermentagdo dos agucares
soluveis liberados produz acidos graxos de cadeia curta que sdo absorvidos pelo epitélio do
rumen e utilizados pelo ruminante para crescimento (CREEVEY etz al.,2014; SAUER; MARX;
MATTANOVICH, 2012).

Essa simbiose € estrategicamente importante, pois permite que estes animais utilizem o
componente lignocelulésico do material vegetal como principal fonte de energia. Assim, o

rimen se assemelha perfeitamente a uma solu¢do para um problema industrial atual: a
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biorrefinaria, que visa a bioconversao de material lignoceluldsico em combustiveis e produtos
quimicos.

Dado o potencial desse microbioma para aplicacOes industriais, foi iniciado um
importante projeto chamado Hungate1000 que tem como objetivo produzir um conjunto de
sequéncias de referéncia de mil genomas microbianos do rimen através do sequenciamento dos
genomas de bactérias do rimen e arqueias metanogénicas, juntamente com culturas
representativas de fungos anaerdbios do rimen e protozodrios ciliados (CREEVEY et al.,
2014). O projeto conta com um banco de dados que ja contém cerca de 450 genomas
sequenciados, catalogados e depositados no Joint Genome Institute (JGI), do Departamento de
Energia dos EUA (http://genome.jgi.doe.gov/TheHunmicrobiome), os quais serdo utilizados
nesse trabalho para entender o potencial degradador da biomassa lignoceluldsica pelas enzimas

produzidas por estes microrganismos.

2.3 ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS

Uma grande variedade de bactérias e fungos que servem como decompositores no ciclo
natural do carbono secretam enzimas industrialmente uteis, as quais atuam corporativamente e
atacam a estrutura complexa da biomassa lignocelulésica (LYND et al., 2002; VAN DYK;
PLETSCHKE, 2012). Enzimas com diferentes especificidades sdo necessdrias para degradar
todos os componentes da lignocelulose (Tabela 2), sendo possivel encontrar muitos trabalhos
sobre este tema na literatura (BANERJEE; SCOTT-CRAIG; WALTON, 2010; GILBERT,
2010; GILBERT; STALBRAND; BRUMER, 2008; LOMBARD et al., 2014; LYND et al.,
2002; SAHA, 2003; ZHANG; LYND, 2004).

Tabela 2. Principais enzimas relacionadas a desconstru¢@o da parede celular vegetal.

Macromolécula Principais enzimas
. Lignina peroxidase A .
Lignina Manganés peroxidase
Laccase
. Pectina metilesterase Poligalacturonase
Pectina . :
Pectato liase Rhamnogalacturonana liase
Endo-xilanase a-L-arabinofuranosidase
Acetilxilana esterase a- glucuronidase
Hemicelulose a-xilosidase Acido ferulico esterase
Endo-mannanase a-galactosidase
o-mannosidase Acido Q-coumadrico esterase
Celobiohidrolase .
Celulose a-glucosidase

Endoglucanase
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Existem principalmente quatro grupos de enzimas identificadas como sendo relevantes
para as biorrefinarias: amilases, celulases, xilanases e lignina-peroxidases. Estas t€ém aplicagdes
em industrias como téxtil, alimentos, celulose e papel, e biocombustiveis, entre outras. Outras
enzimas derivadas da biomassa vegetal com propriedades notaveis e potencial promissor em
biorrefinarias sao lipases, proteases e pectinases (UCKUN KIRAN ez al.,2014).

Segundo relatério publicado pela empresa Markets-and-Markets (a maior empresa de
pesquisa de mercado mundial em termos de relatdrios de pesquisa de mercado), o mercado de
enzimas industriais (por exemplo, celulases, proteases, lipases, catalases e tanases) foi avaliado
em 420 milhdes de ddlares em 2014 e projetado para crescer anualmente a 7,0% a partir de
2015 para 2020 (ESCAMILLA-ALVARADO et al.,2016). As aplicacdes destas enzimas, além
da produgdo de biocombustiveis, incluem alimentos e bebidas, agentes de limpeza, ragdo
animal, processamento de amido, té€xteis, couro, entre outros.

E possivel encontrar na literatura diversas revisdes exaustivas que descrevem
profundamente cada tipo de enzima citada anteriormente, sua cinética, mecanismo de acao,
substratos, produtos e seus microrganismos produtores, (CHUNDAWAT et al., 2011; HORN
et al., 2012; HOWARD et al., 2003; KASHYAP et al., 2001; LYND et al., 2002;
POLLEGIONI; TONIN; ROSINI, 2015; TETER et al., 2008), portanto, serdo descritas apenas

as informacdes mais relevantes sobre elas.

2.3.1 CELULASES E HEMICELULASES

As celulases e hemicelulases sdo as principais enzimas para valorizacdo da biomassa
residual por sacarificacdo. De acordo com o banco de dados ExPASy (http://www .expasy.org),
as celulases sdo uma familia constituida principalmente por 1) endoglucanases (EC 3.2.1.4),
que atacam as ligacdes [3-1.4 nas regides amorfas dentro da cadeia de glucano, 2) exoglucanases
(EC 32.1.74 e EC 3.2.191), que separam a celobiose das extremidades redutoras e nao
redutoras, e 3) B-glucosidases (EC 3.2.1.21), que convertem a celobiose em mondmeros de
glicose. Estas enzimas atuam sinergicamente para despolimerizar a celulose efetivamente
(MENON; RAO, 2012).

Considerando que, como descrito anteriormente, a xilana € o polissacarideo mais
abundante na hemicelulose, as hemicelulases mais importantes sao a f3-1,4-endoxilanase (EC
3.2.1.8), que cliva as ligagdes [3-1,4-D-xilopiranosil das xilanas, e -14-xilosidases (EC
3.2.1.37), que hidrolisam xiloligossacarideos curtos em xilose. As hemicelulases envolvidas na

clivagem dos demais residuos da hemicelulose s@o as a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55),
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a-glucuronidases e acetilxilana esterases (EC 3.1.1.72). Essas enzimas sdo conhecidas como
enzimas acessorias e, do ponto de vista da sacarificacdo, elas sdo importantes nao por causa de
sua abundancia, mas pela abertura de poros na estrutura da xilana que permite o ataque de

xilanases (GfRIO etal.,2010).

2.3.2 LIGNINASES

Lignina-Peroxidase (LiP) (EC1.11.1.14) e Manganés-Peroxidase (MnP) (EC1.11.1.13)
possuem um alto potencial redox e atuam na oxidag@o de compostos fendlicos e ndo-fendlicos
da lignina gerando radicais aromaticos. A LiP degrada unidades de lignina ndo-fendlicas (até
90% do polimero), enquanto que a MnP gera Mn™, que atua como um oxidante difuso em
unidades de lignina fendlicas ou ndo-fendlicas através de reacdes de peroxidacdo lipidica
(MARTINEZ et al., 2005). Laccases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas oxidases que contém cobre e
agem sobre fendis e moléculas semelhantes, realizando oxidacdes de um elétron
(POLLEGIONI; TONIN; ROSINI, 2015). Devido a natureza complicada e heterogénea da
biomassa lignoceluldsica, o papel e o mecanismo de acdo exato das enzimas ligninoliticas na
degradacdo das matérias primas de biomassa ainda ndo foi definido. Contudo, as enzimas
oxidativas podem ser ativas na superficie da parede celular e induzir a formacao de moléculas

de baixa peso molecular, tais como radicais e acidos oxalicos (WAN; LI, 2012).

2.3.3 ENZIMAS DE ATIVIDADES AUXILIARES

Recentes evidéncias destacam o papel fundamental de enzimas alternativas que estdo
envolvidas na oxidagdo de outros componentes da parede celular vegetal. Originalmente
classificadas como celulases, as enzimas da familia 61 das Glicosideo Hidrolases (GH61) foram
descritas recentemente como sendo Mono-oxigenases Liticas de Polissacarideo Dependentes
de Cobre (LPMO), as quais aumentam a degradacao da celulose em consonancia com celulases
classicas. Tais catalisadores receberam o nome de enzimas de Atividades Auxiliares (AA),
existindo atualmente mais de treze mil mddulos, classificados em treze familias, depositados
no banco de dados CAZy (www.cazy.org) (CANTAREL et al.,2009).

Além das Expansinas (COSGROVE, 2015) e Swolleninas (GOURLAY et al., 2013),
outra classe de proteinas que estd diretamente ligada a desconstru¢cdo da parede celular é o
Modulo de Ligagdo aos Carboidratos (CBM), o qual € definido como uma sequéncia de

aminodcido contiguo contida em uma Enzima Carboidrato-Ativa (CAZyme) com uma discreta
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regido que possui atividade de ligacdo a carboidratos, a qual refina o reconhecimento e adesao

aos carboidratos da parede celular vegetal pelas CAZymes (BORASTON et al., 2004).

2.4 METAGENOMICA COMO FERRAMENTA DE DESCOBERTA DE
NOVOS GENES

O maior obstaculo para a produ¢do em escala industrial de biocombustiveis bioprodutos
a partir de lignocelulose reside na desconstrucdo ineficiente do material vegetal devido a
natureza recalcitrante do substrato frente a quebra enzimatica, e a relativa baixa atividade das
enzimas disponiveis atualmente (BLANCH et al., 2008).

O grande nimero de estudos acerca das vias de degradacdo da lignocelulose ndo apenas
permite entender os mecanismos € interacdes entre organismos na manutencdo do balango
carbonico nos ciclos biogeoquimicos, mas permite também levar a descobertas potenciais de
microrganismos ndo caracterizados e novas enzimas que, por sua vez, poderiam melhorar a
conversdo de biomassa vegetal subutilizada a biocombustiveis, quimicos € outros materiais
através de biorefinarias (LEE, 1997; RUBIN, 2008).

Embora o sucesso na engenharia de proteinas para aumentar o desempenho de enzimas
degradadoras de lignocelulose existentes tem sido limitado (WEN; NAIR; ZHAO, 2009), a
recuperacdo de enzimas de comunidades microbianas naturalmente envolvidas com a
degradagdo de biomassa oferece uma estratégia promissora a identificacdo de novas enzimas
lignoceluloliticas com atividades potencialmente melhores (RUBIN, 2008).

A maioria das enzimas tem sido identificadas utilizando laboriosos métodos de triagem
e extensas caracterizacOes bioquimicas, mas evidéncias baseadas na bioinformatica
aumentaram a percep¢ao que a abordagem in silico pode ser aplicada na identifica¢do de novas
enzimas a partir de sequéncias de genomas microbianos (WANG; FEWER; SIVONEN, 2011).

A metagendmica consiste na analise direta do DNA de diferentes amostras de um
determinado ambiente e ela representa uma estratégia para descobrir diversas enzimas
codificadas na natureza (FERRER et al., 2005; WANG et al., 2009). A abordagem
metagendmica tem sido utilizada com sucesso para identificar enzimas com atividades de
interesse industrial (LI ez al., 2009).

Uma vez que o DNA metagendmico € obtido, a prospec¢do de novas enzimas ocorre
através da triagem de bibliotecas de expressao, seja ela baseada em fun¢des ou em similaridade
das sequéncias. Em estudo, Li e colaboradores (2009) destacam a relevancia e vantagens do
método de triagem metagendmico baseado em homologia de sequéncias. Segundo eles, ao

contrario dos métodos baseados em fungdes, € possivel detectar um nimero maior de genes
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alvo, uma vez que esse método independe da expressao génica, do dobramento de proteinas no
hospedeiro, das modificacOes pds-traducionais, entre outros. Ou seja, esse método torna-se
bastante atrativo pois ele independe da integridade da sequéncia do gene alvo.

Nesse contexto, essa pesquisa estudou as vias de degradacdo da lignocelulose, as
enzimas utilizadas nesse processo e realizou uma triagem de genes lignoceluloliticos de

microrganismos do rimen através de andlises metagendmicas por homologia de sequéncias.

3 JUSTIFICATIVA

Lignocelulose € um constituinte basico da biomassa vegetal e representa uma das mais
abundantes fontes de carbono reciclaveis da biosfera. Sua complexa estrutura consiste
principalmente de polimeros de carboidrato: celulose, hemicelulose e lignina. Na natureza, a
degradacdo da lignocelulose requer multiplas enzimas produzidas por diversos
microrganismos, 0s quais atuam corporativamente e atacam a estrutura complexa da biomassa
lignocelulésica. O grande nimero de estudos acerca das vias de degradacao da lignocelulose
nao apenas permite entender os mecanismos € interacdes entre microrganismos na manutengao
do balanco carbdnico nos ciclos biogeoquimicos, mas permite também levar a descobertas
potenciais de microrganismos nado caracterizados € novas enzimas que, por sua vez, poderiam
melhorar a conversdo de biomassa vegetal subutilizada a biocombustiveis, quimicos e outros
materiais através de biorrefinarias. A maioria das enzimas tem sido identificadas utilizando
laboriosos métodos de triagem e extensas caracterizagdes bioquimicas, mas evidéncias
baseadas na bioinformdtica aumentaram a no¢do que a abordagem in silico pode ser aplicada
na identificacio de novas enzimas a partir de sequéncias de genomas microbianos. A
metagendmica, andlise direta do DNA de diferentes amostras de um determinado ambiente,
representa uma estratégia para descobrir diversas enzimas codificadas na natureza. O rumen €
um dos mais complicados e mais fascinantes ecossistemas microbianos na natureza. Os
ruminantes desenvolveram uma relagdo simbidtica com um complexo microbioma (bactérias,
arqueias, fungos, protozodrios e virus) localizado no pré-estdmago que permite estes animais
utilizarem o componente lignoceluldsico de materiais vegetais como sua principal fonte de
energia. Dessa forma, o rimen pode contribuir ativamente com as biorrefinarias, levando a
identificacdo de enzimas-chave para o desenvolvimento de bioprocessos de bioconversdo do

material lignoceluldsico em combustiveis e quimicos.
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4 OBJETIVO GERAL

Identificar enzimas com potencial atividade lignoceluldsica presentes em organismos

oriundos do rumen utilizando técnicas de bioinformética para metagenomas.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e C(lassificar os genomas do rimen quanto a taxonomia;

e Identificar enzimas responsaveis pela degradacdo da lignocelulose presentes nos

genomas dos microrganismos do Projeto Hungate1000;

e C(lassificar as enzimas de acordo com sua atividade lignoceluldsica em consonancia

com a classificagdo do CAZyDB (GH, CBM, PL, CE ou AA);

e Determinar o potencial dos microrganismos quanto a degradacdo da biomassa

lignocelulésica;

e C(lassificar os genomas do rimen nos grupos de genes ortdlogos (COGs) e observar a

porcentagem de dedicagdo dos mesmos.

5 METODOLOGIA

5.1 RECUPERACAO DE SEQUENCIAS

O Projeto Hungate1000 (CREEVEY et al., 2014) € composto de 436 genomas de

microrganismos presentes no rimen de bovinos, os quais estao depositados na base de dados

do DOE Joint Genome Institute, sendo considerados para esse estudo apenas os genomas

completos e devidamente anotados. O download dos mesmos foi feito conforme instruido pelo

JGI (http://genome.jgi.doe.gov/help/download.jsf) via APl (Application Programming

Interface), plataforma que promove uma interface de programacao que, nesse caso, possibilitou

0 acesso ao banco de dados do JGI através de linhas de comando por ele definidas. O script

utilizado foi escrito em Perl e baseado em quatro etapas principais:

1.

Cada microrganismo possui um portal tnico, no qual todas as informacoes
pertinentes a ele estdo depositadas. Por exemplo, os dados do microrganismo
Treponema sp. C6A8 estao depositados no endereco
<http://genome.jgi.doe.gov/TreponemaspC6A8_FD>, logo o nome do portal desse
microrganismo € TreponemaspC6A8_FD. Assim, a primeira etapa foi identificar o

nome do portal de cada microrganismo em estudo, o qual foi gerado pelo préprio JGI
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e exportado em formato CSV para que entdo pudessem ser feitas iteragdes de todos
os microrganismos de forma automatizada.

Para baixar os arquivos € necessario estar conectado ao JGI, o que foi feito através
do comando

curl 'https://signon.jgi.doe.gov/signon/create' --data-urlencode
'login=USER_NAME' --data-urlencode 'password=USER_
PASSWORD' -c cookies > /dev/null

substituindo USER_NAME e USER_PASSWORD com os valores apropriados.
Uma vez conectado, foram baixadas as listas de arquivos disponiveis para os portais
dos microrganismos em estudo e exportando-os para XML através do comando

curl 'http://genome jgi.doe.gov/ext-api/downloads/get-directory?
organism=PORTAL_NAME' -b cookies > files_list. xml

substituindo PORTAL_NAME pelo nome do portal do microrganismo desejado.

O arquivo XML exportado foi estudado e, ao se identificar o URL do arquivo que
contém o proteoma do microrganismo em FASTA, este foi baixado através do
comando

curl 'http://genome jgi.doe.gov/ext-api/downloads/get_tape_file?
blocking=true&url=/FILE_URL' -b cookies > proteome_file .tar

8z

substituindo FILE_URL pelo endere¢o apropriado.

O banco de dados CAZy contém uma coletinea de inimeros mddulos cataliticos

(enzimas) subdivididos em varias classes de enzimas e suas familias que catalisam a quebra,

biossintese e/ou modificacido de glicoconjugados, oligo e polissacarideos, além de familias de

modulos encontrados em conjunto com os mdodulos cataliticos (CBM) (CANTAREL ef al.,

2009). O CAZyDB organiza, em forma de tabela em HTML, algumas informacdes sobre a

proteina, como seu nome, organismo produtor, GenBank ID, entre outros.

Assim, a primeira etapa baseou-se no desenvolvimento de um script em Perl para

recuperar todos os GenBank IDs depositados, conforme descrito a seguir:

1.

As paginas do CAZyDB seguem 0 seguinte padrao:
http://www .cazy.org/ CLASSE’‘FAMILIA’_‘DOMINIO’ .html, onde, por exemplo,
todas as proteinas da classe Glicosil Hidrolase (GH), familia 1, produzidas por
bactérias estdo depositadas no endereco http://www.cazy.org/GH1_bacteria.html.
Dessa forma, foi possivel criar um script que baixasse todas as paginas do banco de

dados em formato HTML utilizando um loop para combinar as varidveis “Classe”
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(GH, PL, CE, AA, CBM), “Familia” (144, 26, 16, 13, 81), ¢ “Dominio” (archaea,
bacteria, eukaryota, viruses), respectivamente.

2. Foi utilizado o médulo HTML::TableExtract para Perl afim de extrair da tabela em
HTML os IDs de todas as proteinas presentes na coluna “GenBank” e salvéa-los em
um arquivo TXT. Para auxiliar na andlise dos dados posteriormente, o script foi
desenhado para organizar as proteinas em diferentes arquivos classificados por classe
e dominio (ex.: AA_archaea.txt). Dentro de cada um deles os IDs estavam seguidos
de suas respectivas classes e familias (ex.: AFS80362.1;AAS).

Na segunda etapa foram recuperadas do site do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) as sequéncias de aminoicidos em formato FASTA de cada uma das
proteinas depositadas no CAZyDB, de acordo com os respectivos GenBank IDs obtidos pelo
script acima.

1. Esse processo foi feito via API (E-utilities) de acordo com instrugdes fornecidas pelo

proprio NCBI (https://www .ncbi.nlm.nih.gov/home/tools), utilizando o comando:

curl 'https://eutils .ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi?db=
protein&id="GENBANK_ID"&retmode=text&rettype=fasta' -b
cookies > file fasta

substituindo GENBANK_ID pelo ID apropriado.
2. Assequéncias recuperadas foram salvas em arquivos FASTA organizados da mesma

forma citada acima, classificados por classe e dominio (ex.: AA_archaea.fasta)

As sequéncias de proteinas com atividade de ligninase depositadas no banco de dados
do UniProt correspondentes ao termo de busca 'laccase' foram baixadas em formato FASTA
diretamente do seu website, entretanto, apenas as 135 proteinas cujas sequéncias apresentaram
classificagdo revisada pelo Swiss-Prot foram utilizadas. Todos os dados mencionados acima

foram coletados em janeiro de 2017.

5.2 BUSCA POR SIMILARIDADE

A busca por sequéncias similares as enzimas com potencial de degradacdo da
lignocelulose foi realizada usando as sequéncias de aminodcidos dos proteomas recuperados do
Projeto Hungate1000 comparando-as com as sequéncias das enzimas dos bancos de dados
CAZy e UniProt. Para tanto, a mesma foi realizada através do programa BLASTp 2.6.1+ via

script em Perl segundo especificacbes indicadas pelo manual do usudrio
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(https://www ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279675), utilizando um e-value menor que 10°
(ALTSCHUL et al., 1990, 1997; CAMACHO et al., 2009).

5.3 CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Os genomas que apresentaram similaridade em conformidade com os padrOes
supracitados foram classificados de acordo com seus niveis taxondmicos (dominio, filo, classe,
ordem, familia, género e espécie), utilizando informacdes taxondmicas dos genomas

depositados no NCBI-Taxonomy.

5.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DA
BIOMASSA

Os resultados do BLASTp foram analisados via script desenhado em linguagem R no
programa RStudio (RSTUDIO TEAM, 2015) utilizando um filtro para selecionar e quantificar
apenas resultados (hits) de proteinas com e-value menor que 10 para uma analise mais
rigorosa. A tabela criada foi exportada para o Microsoft® Excel 2016 para analise e criagdo de
graficos e demais tabelas. Assim, foi possivel identificar e quantificar as proteinas presentes
nos proteomas dos microrganismos do rimen bovino correspondentes as classes e familias das
enzimas depositadas no CAZyDB e no UniProt. Dessa forma, determinou-se o potencial de
degradagdo dos microrganismos, bem como a diversidade microbiana presente no processo de
degradacdo da lignocelulose e seu carater coorporativo de acordo com informacdes disponiveis

no préprio CAZyDB e na literatura.

5.5 CLASSIFICAS;AO DOS GENOMAS DO RUMEN NOS GRUPOS DE
GENES ORTOLOGOS

A classificacdo dos genomas foi realizada através da comparacao por similaridade entre
as proteinas dos genomas do JGI e os Grupos de Genes Ortélogos (COG). A busca por
similaridade e classificagdo funcional COG foi realizada pelo programa COGnitor
(KRISTENSEN et al.,2010). Os resultados foram analisados e organizados via script em R no
programa RStudio (RSTUDIO TEAM, 2015) utilizando um filtro para selecionar e quantificar
apenas dados com e-value menor que 10"°. A tabela criada foi exportada para o Microsoft®
Excel 2016 para andlise e criacdo de graficos e demais tabelas. Os grupos de sequéncias foram

separados por filo para observar a porcentagem de dedicagcdo dos genomas nos COGs.
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Abstract

Background: In the rumen, microbial population converts the complex food stuffs
(lingo-cellulosic plant materials) into simpler compounds, which can be easily taken up
and metabolized by ruminants. Therefore, direct use of microbial population from rumen
or enzymes obtained from them may provide the solution to a current industrial problem,
i.e., the bioconversion of lignocellulosic material into fuels, chemicals, and other valuable
bioproducts. This research performed a screening of lignocellulolytic enzymes of rumen
microorganisms through metagenomic analyzes by sequence homology and studied the
degradation pathways of lignocellulose in the rumen.

Results: A total of 410 predicted proteomes from the rumen microbiome were
systematically screened for different families of Carbohydrate-Active Enzymes
(CAZymes) and Carbohydrate-Binding Modules (CBMs) across different
microorganisms compared with CAZy database. It was observed that Firmicutes and
Bacteroidetes are the phylum responsible for the majority of CAZymes and CBMs
produced in the rumen. Corporate action among different phyla during biomass
degradation was observed, confirming the fine-tuning synergism among different species
of rumen. Great amounts of CBMS50 and chitinases call attention to the ability of rumen
bacteria to use chitinous polymers from fungal cell walls as a source of carbohydrate for
energy and growth purposes. The absence of auxiliary activity enzymes reported to
present ligninolytic activities reaffirms the lack of ability of rumen microbiota to degrade
lignin. Nonetheless, phylogenetic analysis suggested the only Laccase gene that was
found was acquired by four Bacilli through horizontal gene transfer. Results also showed
the presence of enzymes that participate in the loosening of cell wall by cleaving linkages
between lignin and hemicellulose, thus making cellulose more accessible for hydrolases.
Conclusions: This study demonstrates the important relation between microorganisms in
the rumen that contributes to the enzymes required to degrade plant cell wall under such
unique environmental condition. It also highlights the uniqueness of in silico techniques
for big data analysis.

Keywords
Rumen microbiota, Carbohydrate-Active Enzymes, Carbohydrate-binding modules,
Metagenomics
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1 Background

The use of lignocellulosic plant material as a source of carbon for the production of
fuels and chemicals is currently one of the focal points of biotechnology. The total oil
consumption in the world in 2014 was 92.42 million barrels per day [1], and the projection for
2030 is an approximately 25% growth in demand for crude oil [2]. Regarding energy
consumption, about 78% is derived from fossil fuels, while only 19% is attributed to renewable
energy sources, of which less than 1% refers to well-established biofuels, such as ethanol and

biodiesel [3].

Although there is no accurate data on the amount of oil still available around the world,
and how long it will be possible to depend on it, society already understands that it is necessary
to adapt and diversify energy sources for a cleaner and more sustainable future. Thus, it is
needed to develop an approach that considers converting large parts of the global economy into

a sustainable economy with bioenergy, biofuels and bioproducts as its main pillars.

Biological-based fuels and chemicals produced using residual feedstock, such as
lignocellulosic biomass, provide society with a number of benefits, such as: 1) being renewable
and sustainable; 2) assisting indirectly in the fixation of atmospheric carbon dioxide (which
contributes negatively to global warming); 3) facilitating the stimulation and development of
the local economy; 4) reducing air pollution caused by burning and degradation of biomass in
fields; 5) bringing energy security to countries dependent on imported fuel, and 6) creating jobs

in high-tech areas for engineers, biotechnologists and scientists [4].

Lignocellulosic biomass can be considered as the only source for large-scale production
of renewable fuels, chemicals and biomaterials [5]. However, the plant cell wall has evolved to
ensure its stability and robustness and not for the purpose of carbon storage, despite having one

of the most abundant sources of renewable carbon in the biosphere [6]. Thus, although
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lignocellulose is a rich raw material in macromolecules essential for the development of a
biorefinery, it has a complex structure that needs to be overcome in order to release its real

potential.

The major obstacle for the industrial scale production of biofuels from lignocellulose
lies in the inefficient deconstruction of plant material due to the recalcitrant nature of the
substrate against enzymatic breakdown and the relatively low activity of currently available

enzymes [7].

The large number of studies on lignocellulose degradation pathways not only allows
understanding the mechanisms and interactions between organisms in the maintenance of the
carbon balance in the biogeochemical cycles, but also leads to potential discoveries of
uncharacterized microorganisms and new enzymes which, in turns, could improve the
conversion of underutilized biomass to biofuels, chemicals and other materials through

biorefineries [8,9].

Although the success in engineering proteins to increase the performance of existing
lignocellulosic degrading enzymes has been limited [10], the recovery of enzymes from
microbial communities naturally involved with biomass degradation offers a promising strategy

for identification of new lignocellulolytic enzymes with potentially better activities [9].

Most enzymes have been identified using laborious screening methods and extensive
biochemical characterizations, but evidences based on bioinformatics have raised the
perception that in silico metagenomics approach can be applied to identify new enzymes from

sequences of microbial genomes [11].

The metagenomics consists on the direct analysis of the DNA from different samples of

a given environment and it represents a strategy to discover several enzymes encoded in nature
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[12,13]. The metagenomics approach has been used successfully to identify enzymes with

activities of industrial interests [14].

Once metagenomic DNA is obtained, the prospection of new enzymes occurs through
the screening of expression libraries, whether based on functions or on sequence similarity.
Zhao et al. (2013) used a sequence homology screening method to comparatively analyze
fungal genomes and their ability to degrade plant polysaccharide materials using CAZymes.
Their study provided insights into the variety and expansion of fungal CAZyme classes and
revealed the relationship of CAZyme size and diversity with their nutritional strategy and host
specificity. Sequence homology analysis was also used [15] to perform genome mining of the
complete and partial genome sequences of 229 ruminal microorganisms, and determine the
distribution and diversity of bacteriocin gene clusters. The in silico analysis provided evidence
of novel biosynthetic gene clusters in bacterial species not previously related to bacteriocin

production.

In a study, Li et al. (2009) highlighted the relevance and advantages of the
metagenomics screening method based on sequence homology. According to them, unlike
function-based methods, it is possible to detect a greater number of target genes, since this
method does not rely on gene expression, protein folding in the host, post-translational
modifications, among others. Therefore, this method becomes quite attractive because it does

not dependent on the integrity of the target gene sequence.

In this context, a screening of more than five hundred thousand lignocellulolytic
enzymes and CBMs was performed on 410 publicly available bovine rumen metagenomes by
in silico sequence homology analysis and the degradation pathways of lignocellulose in this

environment were studied.
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2 Methodology

2.1 Data collection

Genomes of microorganisms present in the rumen from the Hungate1000 Project [16]
were retrieved as amino acid sequences from the DOE Joint Genome Institute (JGI) database
and classified according to their taxonomy based on the NCBI-Taxonomy database. Revised
Swiss-Prot protein sequences with ligninase activity were recovered from UniProt using the
search term “laccase”. Protein sequences of Glycoside Hydrolase (GH), Carbohydrate Esterase
(CE), Polysaccharide Lyase (PL), Auxiliary Activity (AA) and Carbohydrate-Binding Module
(CBM) families were retrieved from the Carbohydrate-Active Enzymes database (CAZyDB)

(www.cazy.org) [17]. All data was collected in January 2017.

2.2 Functional gene annotation and metabolic pathway analysis

Sequence similarity searching to identify homologous enzymes with the potential for
lignocellulose degradation in the proteome sequences recovered from Hungate1000 were
performed against to the enzyme sequences from the CAZy and UniProt databases. Search was

performed using the BLAST program, using an e-value cutoff of 1e-50 [18-20].

Proteins resulting from the similarity analysis were classified among the enzymes
responsible for the degradation of lignocellulose components in their main pathways, according
to information deposited on the CAZyDB. Therefore, the degradation potential of the
microorganisms was determined, as well as the microbial diversity present in the lignocellulose

degradation process and its corporate character.

Classification of the genomes was performed by comparing the similarity between the
proteins of the JGI genomes and the Clusters of Orthologous Genes (COG) using the COGnitor

program using an e-value cutoff of le-10 [21].
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Phylogenetic analysis was carried out with Multiple Sequence Comparison by Log-

Expectation (MUSCLE) Web Service under default settings [22,23]

3 Results

3.1 Taxonomic classification and microbial diversity of the rumen
metagenome

Knowing the microbial diversity of an environment is one of the first steps to understand
what are the players in the cell wall degradation, so that one can determine their roles in the
process. From the 437 microorganisms publicly available on the JGI database, 410 had a

completed annotation status (Additional file: Table 1).

The taxonomic distribution of microorganisms in the 410 studied bovine rumen
metagenomes (Figure 1) is majorly composed of Bacteria (99%), and only a small percentage
of Archaea is present (1%), being Euryarchaeota its only Phylum. Firmicutes is the most
prevalent phylum among Bacteria (74.5%), followed by Bacteroidetes (12.13%),
Actinobacteria (7.43%), Proteobacteria (4.46%), Spirochaetes (0.99%), Fibrobacteres

(0.25%) and Fusobacteria (0.25%).

3.2 Distribution of CAZyme families

A total of 410 predicted proteomes from the rumen microbiome were systematically
screened for different families of Carbohydrate-Active Enzymes (CAZymes) and CBMs across
different microorganisms compared with CAZyDB. From a total of 280 CAZyme families
(excluding un-classified families, e.g. GHO), 180 families from the following five functional
classes were identified: 95 GHs, 16 PLs, 13 CEs, 4 AA and 52 CBMs. Although 13
microorganisms present only one CAZyme family, the majority of microorganisms (207)
contain more than 70 CAZymes, being Methanomicrobium mobile DSM 1539 (NCBI Taxon

ID 694440) the one with less CAZymes (3 GHs) and Bacteroides ovatus NLAE-zI-C57 (NCBI
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Taxon ID 28116) the most abundant in CAZymes, with 438 in total. GH13 and GH19 were
present among all proteomes. We also observed some CAZyme families appeared to be
phylum-specific. For example, GH102, CBM69, PL8 and PL5 were only present in
Proteobacteria, whereas 20 other families appeared to be Firmicutes-specific. Nonetheless,
Euryarchaeota, Fusobacteria and Spirochaetes are the only phyla that no specificity was found
(Table 1).

Table 1. Phylum specific CAZyme and CBM families

% S f % oz o§o%os S 3 £ § & % % g
Family g S § 3 § § S 2 Family g S § 3 § § S £
£ § £ 5§ § 3 % =2 £ £ £ 5 F 3 § 2
< 8 & & &E € & & < & & & & &€ & &
AA7 o 0 0 O 10 0 0 0 GHY 0 3 0 0 0 0 0 0
CBM8 0 O O O 10 0 0 O GHIWO2 0 22 0 0 0 0 0 0
CBM36 0 0O O O 16 0 0 O GHII3 0 0O 0 1 0 0 0 0
CBM46 0 O O O 42 0 0 O GHIl4 0 O O 2 0 0 0 0
CBM54 0 0 O O 21 0 0 O GHIl6 0 O O O 1 0 0 0
CBM8 0 5 0 0O O 0O O O GHII7 0 O O O 2 0 0 0
CBM63 0 0O O O 13 0 0 O GHI20 0 0O 0 O 3 0 0 0
CBM6® 0 O O O O 0O 7 O GHI22 0 0O 0 O 49 0 0 0
CBM79 0 0O O O 5 0 0 O GHI26 1 0 0 O 0 0 0 0
CE3 o 0 0 0 2 0 0 0 GHI28 0 0 0 0 1 0 0 0
CE5 3 0 0 0 0O O O O GHI37 6 0 0 O O O 0 0
GHI2 0 0 ©O0 0O 1 0 0 O GHIM4 0 5 0 0 0 0 0 0
GH4 0 0 O O O 0 11 0 GHI2 0 O 0 0 20 0 0 0
GH45 0 0 O O 9 0 0 O GHI4 0 12 0 0 0 0 0 0
GH2 1 0 0 0 0 O 0 0 PL4 0O 4 0 0 0 0 0 0
GH66 0 O O 1 0 0O 0 O PL5 0 0 0 0 0 0 1 0
GHe8 0 4 0 O O O 0 O PL6 0O 4 0 0 0 0 0 0
GH’0 0 0 O O 6 0 0 O PLS8 0 0 0 0 0 0 1 0
GH7T 0 ©0 ©O0 O 2 0 0 O PLI3 O 7 0 O 0O O 0 O
GH79 0 ©0 ©O0 O 10 0 0 O PLL4 O O O 1 0 0 0 0
GH$5 0 1 o0 O O O O O PLI5 O 15 0 O O O 0 O
GH§9 0 ©O0 O 0O 1 0 0 O PL2L O 4 O O O O O O
GHI 0 9 0 0 0 0 0 0
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3.2.1 Glycoside hydrolases

GHs hydrolyze the glycosidic bond between two or more carbohydrates, or between a
carbohydrate and a non-carbohydrate moiety, such as protein, or a lipid. There are 144 GH
families grouped according to their amino acid sequence, from which 95 were identified in the
microorganisms from rumen, with the most predominant families being GH1 and GH13 (Figure
2). Moreover, our results show the families that are present in the majority of the
microorganisms are the ones that have more enzymes identified as GH. It is important to
highlight that, although Bacteroidetes represent only 12% of total rumen microbiota, they are
accountable for 20% of produced GHs. Nonetheless, Firmicutes are the responsible for the vast

mayjority (70%) of GHs in the rumen (Additional file: Table 4).
3.2.2 Polysaccharide Lyases

PLs mainly degrade glycosaminoglycans and pectin, and are classified into 26 families
in the CAZyDB. According to our study, the microbiota from the rumen is able to produce 16
from the 26 PL families, with the most abundant family being PL12 (Figure 2). Among the
eight phylum studied, Euryarchaeota, Fusobacteria and Spirochaetes lack any PL, whereas
nine PL families (4, 5, 6, 8, 13, 14, 15 and 21) appeared to be phylum-specific, mostly within

Bacteroidetes (Table 1).
3.2.3 Carbohydrate esterases

CEs catalyze the de-O or de-N-acylation of esters or amides and other substituted
saccharides in which sugars play the role of alcohol and amine. There are 16 CE families
deposited on CAZyDB, and our study revealed that rumen microbiota has 13 of them, being
CE4 the one with more number of CEs (Figure 2). As in the previously described families,
Firmicutes is the phylum which we detected more CEs, having about 60% more enzymes than

the second most abundant, Bacteroidetes (Additional file: Table 4). Interestingly, only CE3 and
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CES seems to be phylum-specific, being them present only in Firmicutes and Actinobacteria,
respectively (Table 1). Among the studied Archaea, 33% of them lack any CEs, against less
than 1% of all Bacteria (Additional file: Table 3). Our study showed that CE4 is the most
prevalent CE family, being present in 390 proteomes, and that CES and CE3 are the least, which

were detected in only three and two proteomes, respectively (Figure 2).
3.2.4 Carbohydrate-binding modules

CBMs are appended to carbohydrate active enzymes that degrade insoluble
polysaccharides. Our study identified 64% of all CBM families classified according to the
CAZyDB. The highest counts were assigned to CBMS50 and CBM48, which were also the only
ones present among all phyla (Figure 2). We detected the highest abundance of CBMs within
Firmicutes (Additional file: Table 4), and, interestingly, all detected CBM families were
distributed among all phyla, but only the archaea Methanomicrobium mobile DSM 1539 (NCBI

Taxon ID 694440) lack any CBM (Additional file: Table 3).
3.2.5 Auxiliary activities

AAs class groups both ligninolytic enzymes and lytic polysaccharide mono-oxygenases
(LPMOs). We detected only five, out of 13 AA families from CAZyDB, and more than 90% of
all proteomes have no AA. Acting synergistically with cellulases [24], AA10 (previously
known as CBM33) is the most abundant family, with 55% of detected AAs (Figure 2). AA10
is a LPMO found in bacteria and it is known to carry out oxidative cleavage of glycoside bonds
in cellulose, thus boosting the activity of well-known hydrolytic depolymerizing enzymes [25].
Overall, almost 64% of AAs were found in Firmicutes, and no AA was identified among

Bacteroidetes, Fibrobacteres, Fusobacteria and Spirochaetes (Additional file: Table 4).
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4 Discussion

4.1 Biomass-degrading metabolic potential in rumen microbiome

The microbial community found in the rumen is capable of producing various types of
enzymes required to convert cellulose, hemicellulose, and lignin into different types of
monosaccharides and aromatic compounds that are essential energy sources for ruminants.
Most lignocellulose-degrading enzymes found in our study belongs to Firmicutes and
Bacteroidetes in several different genera. Enzyme mapping analysis (Figure 3) showed the class
Clostridiales 1s the most dominant producer of the main lignocellulolytic enzymes, being the

genus Butyrivibrio alone responsible for nearly 18% of them (Additional file: Table 5).
4.1.1 Cellulose

Cellulose degradation in the rumen microbiome is performed by the attack of different
enzymes, mainly from GHS, 9,44, and 45 families, which act as both exo- and endo-glucanases
on the highly ordered crystalline fraction and also on the amorphous regions [26]. The yielded
cello-oligosaccharides, or cellodextrins, and cellobioses are further processed by enzymes
involved in the hydrolysis of beta-linked dimers of oligosaccharides, such as (3-glucosidases,
glucan-f3-1,4-glucanase, and cellobiose phosphorylase from the GHI, 3, 30, 94 and 116
families. Our study found 15,154 GHs in the rumen microbiome, and 41% of them are related

to 28 GH families that have lignocellulose-degrading enzymatic activities (Table 2).

Breakdown of cellulose in this environment seems to happen under the action of
enzymes from four main GH families, being the majority of them assigned to the core family
GHS5 (80%), which contains numerous enzymes known to participate in the degradation of
cellulose to cellodextrin (endo-p-1,4-glucanase, EC 3.2.1.4), from cellodextrin to cellobiose ([3-
glucosidase, EC 3.2.1.21; exo-f3-1,4-glucanase, EC 3.2.1.74), and from cellulose to cellobiose

(cellulose PB-1.4-cellobiosidase, EC 3.2.1.91). We found Firmicutes as being the phylum with
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more enzymes from GHS family, and Lachnospiraceae bacterium NLAE-z1-G231 (NCBI
Taxon ID 186803) is the bacteria with more enzymes from this GH family (Additional file:
Table 3). GH9, which also participates in the cellulose degradation with 3-glucosidases and
exo-P-1,4-glucanases, appeared to be more present in Bacteroidetes. Interestingly, cellulose
degradation by GH44 and GH45 seems to be specific to Fibrobacteres. Despite the
oligosaccharide-degrading enzymes are mainly found in Firmicutes, the majority of GH30
enzymes were identified within Bacteroidetes, and GH116 appears to be specific to

Fibrobacteres.
4.1.2 Hemicellulose

Hemicellulose contains a greater variety of carbohydrate polymers, such as xylan,
mannan, and pectin, and thus requires a broader range of exo- and endo-acting enzymes to

degrade them [1].

4.1.2.1 Xylan

Xylan is one of the main components of hemicellulose and it is formed by a backbone
of 3-1,4-D-xylopyranose units with carbohydrate chains on the C2- or C3-position, such as D-
glucuronic acid or L-arabinose [27]. A number of enzymes are responsible for the breakdown
of xylan, and those include glycoside hydrolases from several families (Table 2). The glycosidic
bonds in the xylan backbone are cleaved by endo-14-B-xylanases (1.4-p-D-xylan
xylanohydrolase; EC 3.2.1.8), and our results showed this enzyme distributed among the
families GHS5, 8, 10, and 51. There were 65 enzymes detected in family GH10, the most
important for bacteria [28], and, despite Actinobacteria, Spirochaetes and Bacteroidetes
presented some of them, Firmicutes is the leading phylum with 85% of the endo-14-f3-
xylanases. The oligosaccharides yielded are than cleaved by a pool of enzymes, mainly from
-xylosidase (EC 3.2.1.37) belonging to the families GH3, 30, 39, 43, 51 and 52 [27]. From

these, GH43 and GH3 are the most abundant families. Interestingly, whereas GH3 has 84% of
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its enzymes assigned to Firmicutes, GH43 has them well distributed among Bacteroidetes

(41%) and Firmicutes (50%).

Many other accessory enzymes participate in the xylan degradation, such as a-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55, GH51) [29], and a-glucuronidase (EC 3.2.1.139, GH67)
[30]. Carbohydrate esterases also take part in this support by the action of enzymes from
families CE1 and CE4, such as Acetyl xylan esterase (EC 3.1.1.6) and Ferulic acid esterase (EC
3.1.1.73) [1]. Special attention can be given to CE4, which has 27% of all CEs found in the
rumen microbiota, with 80% of them belonging to Firmicutes (Figure 4, Additional file: Table
8). One type of covalent linkages connecting lignin and hemicellulose in plant cell walls is the
ester linkage between D-glucuronic or 4-O-methyl-D-glucuronic acid of glucuronoxylans and
lignin alcohols [31]. An enzyme that could hydrolyze such linkages is named glucuronoyl
esterase and it is classified into family CE 15, which was detected in 31% of the studied

proteomes, representing 7% of all identified CEs (Additional file: Table 1).
4.1.2.2 Mannan

Together with Xylan, Mannan is also a major hemicellulosic polysaccharide found in
nature. The backbone of this heterogeneous [3-1,4-linked polysaccharide can consist exclusively
of mannose (mannans) or a random sequence of glucose and mannose residues (glucomannan)
[32]. Both mannans and glucomannans are often acetylated and can also be decorated with o-
1,6-galactose residues (galactomannan and galactoglucomannan, respectively) [33].
Heteromannans are first degraded by 3-mannanases (EC 3.2.1.78) that are allocated in the GH
families 5 and 26, yielding dimers and oligomers of mannose [34]. Interestingly, our results
showed no P-mannanases (GH26) from Firmicutes, but only from Actinobacteria and
Bacteroidetes, being the former with more enzymes detected (Figure 4, Additional file: Table
8). However, corporate action among microorganisms is observed in the further processing of

mannan, since the majority (72%) of a-mannosidases (EC 3.2.1.24), enzymes known to degrade
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mannose oligosaccharides (GH38), were identified within Firmicutes, and evenly distributed

amounts among Proteobacteria and Bacteroidetes.
4.1.2.3 Pectin

Pectin generally consists of a backbone of a-1,4-linked D-galacturonic acid residues, of
which about 20% can also be replaced by other residues [35]. According to the nature of the
monomer composition of this backbone and also of the side chains, pectins are distinguished
into homogalacturonans, rhamnogalacturonans I and II, xylogalacturonan, and
apiogalacturonan [36]. Pectic substances can be hydrolyzed by polygalacturonases (EC 3.2.1.15
and 3.2.1.67), or cleaved via -elimination by pectin lyases (EC 4.2.2.10) and pectate lyases
(EC 4.2.2.2) [37]. Polygalacturonases comprise endo- and exo-acting enzymes, both of which
are accommodated in glycosyl hydrolase family GH28 and GH4, respectively. Interestingly,
our study shows endo-acting polygalacturonidases to be more present among Bacteroidetes
than in Firmicutes, however, the opposite is true for exo-acting polygalacturonases from family

GH4.

Pectin lyases (PL1) participate in the degradation of natural pectin and highly (98%)
methylesterified pectin into pectate via p-elimination, and also cleave pectate into
digalacturonate, with the aid of pectate lyases (PL10) and exopolygalacturonases (EC 4.2.2.9,
PL9) [35]. This nonhydrolytic cleavage of pectin in the rumen seems to be accomplished mainly
by Bacteroidetes, whereas pectate elimination is performed by Firmicutes. Another enzyme in
this process of pectin degradation is the pectin esterase (EC 3.1.1.11) from CES8 family, which
catalyses the specific demethylesterification of homogalacturonans for further hydrolysis by
polygalacturonases [38] and, according to our results, CE8 enzymes are more abundant in
Firmicutes. These results clearly show the corporate action of enzymes in the pectin
degradation performed by Bacteroidetes and Firmicutes in the rumen, either by hydrolysis or

[-elimination.
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4.1.24 Lignin

In contrast to the polysaccharides present in the plant cell wall, lignin is a
polyphenylpropan polymer in which the linkages between its building blocks are the result of
radical reactions and not due to removal of water [39]. Consequently, lignin degradation does
not require hydrolytic enzymes. It is known that enzymes participating in the lignin degradation
process are grouped into the AA class, specially laccases (EC 1.10.3.2, AA1), manganese
peroxidases (EC 1.11.1.13, AA2), versatile peroxidases (EC 1.11.1.16, AA2), lignin
peroxidases (EC 1.11.1.14, AA2), and vanillyl-alcohol oxidases (EC 1.1.3.38, AA4) [40].
Fungi are thought to play a primary role in the biodegradation of lignocellulose in natural
environments, and also in the rumen because of their ability to penetrate plant tissues [41,42].
However, other studies have shown that the rumen bacteria also participate in the lignin

degradation [43].

Laccase is a polyphenol oxidase that possesses moderately low redox potentials and
does not require hydrogen peroxide, representing the largest subgroup of blue multicopper
oxidases [44]. According to POLLEGIONI and colleagues (2015), only fungal laccases are
used in biotechnological processes and most of the characterized enzymes have been isolated
from fungi. To date, few bacterial laccases have been studied, although rapid progress in

genome analysis suggests that these enzymes are widespread in bacteria [45—49].

Our results showed no enzymes from families AA1, 2 and 4 using the CAZyDB, so we
run BLAST against 135 reviewed Laccases from the UniProt/SwissProt database (e-value < le-
50). We than found one copy of a Laccase (UniProtKB Entry - DAGPK6 | LACC_HALVD) in
each of the following four Firmicutes: Bacillus licheniformis VIM3R78 (NCBI Taxon ID
1402), Enterococcus casseliflavus NLAE-z1-C414 (NCBI Taxon ID 37734), Enterococcus
gallinarum SKF1 (NCBI Taxon ID 1353), and Lactobacillus plantarum AG30 (NCBI Taxon

ID 1590) (Additional file: Table 6).
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To investigate the presence of Laccase in these four bacteria, we performed
phylogenetic analysis and it seems they were inherited by a Bacilli common ancestor (Figure
5). According to UniProt/SwissProt database, such Laccase was isolated from the Archaea
Haloferax volcanii (NCBI Taxon ID 309800), which lead us to hypothesize this enzyme was
acquired through horizontal gene transfer to an ancestor more related to Bacillus licheniformis
VTM3R78, and then it was retained through evolution among the other three bacteria. It is
noteworthy that these bacteria represent only 6.5% of total Bacilli (61) from rumen, which gives
more support for horizontal gene transfer hypothesis, as it is less likely all other 57 Bacilli
would lose the Laccase gene over time. However, further studies need to be accomplished to

better understand this process.

Other enzymes from the AA families 3 and 5 play an important role in lignin
degradation, although indirectly, by generating hydrogen peroxide required for enzymes from
AA?2 family. Such cases are the glyoxal oxidase (EC 1.2.3.15, AAS), cellobiose dehydrogenase
(EC 1.1.99.18, AA3), aryl alcohol oxidase (EC 1.1.3.7, AA3), and pyranose oxidase (EC
1.1.3.10, AA3). We found copies of these enzymes in the rumen microbiota, distributed among
Actinobacteria, Euryarchaeota, Firmicutes, and Proteobacteria, accounting for 17% of all
detected AAs. We also identified copies of the enzyme 1.,4-benzoquinone reductase (EC.
1.6.5.6, AA6), which is involved in the biodegradation of aromatic compounds and in the

protection of fungal cells from reactive quinone compounds.

It in long known that ruminants shows incomplete recovery of compounds traditionally
referred to as lignin, leading to the belief that a limited digestion of lignin occur under anaerobic
conditions, with fungi playing a predominant role in the process [50,51]. Researchers used radio
labeled ["“C] lignocellulosic biomass preparations to investigate the mineralization and
degradation processes of the polysaccharides and lignin components of plant tissues [43]. Their

results demonstrated that little lignin could be completely degraded and converted to CO, and
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CH,. In another study, two typical products of lignin, 34-dimethoxyphenol and 34-
dimethoxybenzoic acid, were identified in the rumen liquor. However, no substances with the
structural features of lignin decomposition products were detected in the degraded samples [51].
These studies suggest that lignin digestion in the rumen is more likely to be loosen, rather than

fully degraded, which supports our results for ligninolytic enzymes.
4.2 Microbial interactions in the rumen

Metabolic interactions among different types of microorganisms are essential for
sustaining the microbial community in the rumen. There are many types of interactions, and
attention can be given to amensalism, which is based on the production of a compound by one
organism that is inhibitory to the growth of another. This effect has been found in cocultures of

anaerobic fungi with rumen cellulolytic bacteria [52].

Although the cell wall composition varies among fungal species, chemogenomic
comparative analysis have led to a better understanding of the genes and mechanisms involved
in the construction of the fungal cell wall, which has a common central core composed of

branched f3-1,3 glucan-chitin [53].

We found an abundancy of chitinases produced by rumen bacteria belonging to GH
families 18, 19 and 23 (Additional file: Table 1). Interestingly, chitinases from family GH19
were found among all proteomes, including Archaeas. Altogether, chitinases from these
families represented almost 10% of all GHs detected in the rumen microbiota. The
carbohydrate-binding modules from families 12, 14, 18, 50 and 55 are found among chitinases,
where they contribute to the antifungal activity of chitinases through their binding ability to
chitinous component of the fungal cell wall [54]. Our results showed CBMS50 as the most
abundant (11%) and prevalent (97%) module, being Bacillus the genus with more copy

numbers. The diversity of enzymes in the chitinolytic complex of rumen bacteria shows the
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importance of chitin as a growth substrate for these bacteria, which, in the rumen ecosystem,

the permanent source of chitin is represented by the cell walls of anaerobic fungi.
4.3 Meta-analysis of functional gene contents

We further studied the genes possessed by the rumen microbiota through classification
of them into different Clusters of Orthologous Groups (COGs) [55] to gain an overall picture
of their functions according to the different phylum (Additional file: Table 9, Figure 6). We
observed the majority of DNA sequences are assigned to genes involved in metabolic processes
among all phyla (approx. 42%), mainly in carbohydrate transport and metabolism (COG class
G), amino acid transport and metabolism (E), and Energy production and conversion (C).
Euryarchaeota presents a very low percentage (3%) of its genes dedicated to carbohydrate
transport and metabolism (G). However, a significant portion of its genes are involved in energy
production and conversion (10.16%), and coenzyme transport and metabolism (10%), which

does not occur in any other phylum.

Interestingly, genes involved in cellular processing and signalling (22.85%), and in
information storage (23.19%) are similarly distributed in the rumen metagenome. As expected,
cell wall, membrane, envelope biogenesis (M), and translation, ribosomal structure and
biogenesis (J) genes are more abundant within their respective functional categories. Overall,
translation, ribosomal structure and biogenesis (J) genes Also, we would like to highlight that

only 5% of all predicted genes are still poorly characterized with their functions unknown (S).
4.4 Biorefinery perspectives for rumen microbial enzymes

In the current scenario, enzymes become important tools for various industries as their
use in various industrial processes not only improve quality and quantity of the product, but
also fasten the processes. In light of the identification of new sources for the enzyme production,

researchers found rumen as an interesting source of enzymes due to the presence of a wide
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variety of microbial population of obligate anaerobic microorganisms, including fungi,
protozoa, and bacteria [56]. These microbial populations have evolved their capacity for the
efficient utilization of complex and recalcitrant plant polymers such as cellulose and
hemicellulose. They make the ruminants able to degrade the various carbohydrates usually
polysaccharides and structural polysaccharides constituting the major part of the ruminants’

diets and the primary source of the energy in forage-based diets.

Because of the presence of diversified microbial population in rumen, activities of
enzymes found in rumen are diverse, but most commonly fibrolytic enzymes, which include
cellulases, xylanases, [3-glucanases, and pectinases. Although not covered in this work, other
enzyme activities are also identified in rumen, which include amylases, proteases, phytases,
and specific plant toxin-degrading enzymes (tannases) [57]. All these enzymes have different
valuable commercial applications. However, till date, no report of commercial application of

rumen enzyme is available [56].

The use of various ligninolytic enzymes from rumen microbiota in the feed of non-
ruminants increases the food utilization by enhancing the degradation of various plant cell wall
polymers into simple sugars [58]. Such enzymes utilization allows the availability of carbon to
the non-rumen livestock as their intestinal enzymes are not able to make these sources available
to the livestock [57]. The presence of non-starch polysaccharides (NSP) (i.e., arabinoxylan, [3-
glucan, etc.) in the foodstuff interferes with the digestion by increasing the viscosity of the
digest in the animals’ small intestine. Therefore, utilization of a wide range of enzymes such as
cellulases, glucanases, and pectinases decreases the anti-nutritional compounds from the
foodstuff (i.e., high fiber content). The addition of other enzymes such a xylanase and [3-
glucanase hydrolyze the NSP to reduce the digest’s viscosity and also release the nutrients

(proteins and starch) [59].
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In most of the lignocellulose-based industries, plant materials need to be subjected to a
pretreatment (mechanical and/or chemical) followed by enzymatic hydrolysis to obtain a
microbiologically accessible carbon source. This phenomenon in biorefineries is quite similar
to a phenomenon that happen in the ruminants [60]. Thus, the enzymes obtained from rumen,
i.e., cellulases, hemicellulases, lyases, esterases, etc., have a tremendous potential for being
used in various lignocellulose-based industries, such as biofuel and paper industries. However,
further researches are needed for the development of catalytically efficient enzymes and the
bioprocess for making the biofuel production more efficient and cost-effective so that these

biofuels can complement or even replace the utilization of fossil fuels.

5 Conclusions

In the rumen, microbial population converts the complex food stuffs (lingo-cellulosic
plant materials) into simpler compounds, which can be easily taken up and metabolized by
ruminants. Therefore, direct use of microbial population from rumen or enzymes obtained from
them may provide the solution to a current industrial problem, i.e., the bioconversion of
lignocellulosic material into fuels, chemicals, and other valuable bioproducts. It was identified
glycoside hydrolases, polysaccharide lyases, carbohydrate esterases, and auxiliary activities
enzymes, as well as carbohydrate-binding modules from predicted proteomes of 410
representative microorganisms belonging to FEuryarchaeota, Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes, Fibrobacteres, and Fusobacteria. Comparative
analysis revealed that they exhibit tremendous diversity in number and variety of CAZymes
and CBMs. It was observed that Firmicutes and Bacteroidetes are the phylum responsible for
the majority of CAZymes and CBMs produced in the rumen. Besides, corporate action among
different phyla during biomass degradation was observed, confirming the fine-tuning
synergism among different species of rumen. It is noteworthy that the great amount of CBM50,

a module found attached to various enzymes from GH families related to chitin degradation,
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highlighting the ability of rumen bacteria to use chitinous polymers from fungal cell walls as a
source of carbohydrate for energy and growth purposes. The absence of auxiliary activity
enzymes reported to present ligninolytic activities reaffirms the lack of ability of rumen
microbiota to degrade lignin. Nonetheless, our study showed the presence of the same Laccase
within four Bacilli, and phylogenetic analysis suggests they were acquired through horizontal
gene transfer. Results also showed the presence of enzymes that participate in the loosening of
cell wall by cleaving linkages between lignin and hemicellulose, thus making cellulose more
accessible for hydrolases. COG analysis revealed that rumen microbiota has their genomes
similarity dedicated across all functional categories. This demonstrates an important relation
between microorganisms in the rumen that contribute to the enzymes required to degrade plant

cell wall under such unique environmental condition.

6 List of abbreviations

AA - Auxiliary Activity

CAZyDB - Carbohydrate-Active Enzymes Database
CAZymes - Carbohydrate-Active Enzymes

CBM - Carbohydrate-Binding Module

CE - Carbohydrate Esterase

COG - Clusters of Orthologous Genes

GH - Glycoside Hydrolase

JGI - Joint Genome Institute

LPMO - Lytic Polysaccharide Mono-Oxygenases
MUSCLE - Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation
NSP - Non-Starch Polysaccharides

PL - Polysaccharide Lyase
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Figure 1. Taxonomic distribution of rumen microbiota.
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Figure 2. Distribution and abundance of CAZyme family in the rumen microbiome.
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Figure 2. Continue.
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Figure 3. Enzyme mapping on lignocellulose degradation.
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Figure 4. Comparative relative abundance of enzymes from the rumen microbiome
involved in lignocellulose degradation.
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Figure 4. Continue.
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Figure 5. Hierarchical clustering of Laccase enzyme found in the rumen microbiota.

Protein IDs are shown in parenthesis, and branch lengths in brackets.
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Figure 6. Comparison of Clusters of Orthologous Groups (COGs) in the rumen

microbiome.
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