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REVIEW: APLICACAO DE MICROORGANISMOS E BIOLOGIA MOLECULAR NA
PRODUCAO DE BIOENERGIA

Resumo

O modelo de sociedade atual é dependente do uso de combustiveis fésseis, sendo estes de
fontes finitas e poluentes. As discussdes politicas e econdémicas relacionadas ao uso do petréleo
mostram a extrema importancia do estudo de fontes alternativas e renovaveis. Essa energia
sustentavel pode ser proveniente de matérias-primas vegetais como soja, amendoim e,
sobretudo, cana de acucar. A presente revisdo, tem como objetivo ressaltar a aplicacdo da
biotecnologia na producdo de organismos transgénicos e microrganismos geneticamente
modificados com potencial de aplicagdo no aumento da disponibilidade e da qualidade da
energia gerada. Ressalta-se que a microbiologia e as técnicas da biologia molecular, sédo
ferramentas que podem otimizar processos existentes ou viabilizar o uso de fontes e materiais
alternativos, diminuindo custos de producéo e areas de cultivos necessarias, como no caso da
cana de acucar, e ainda assim aumentem a disponibilidade energética.

Palavras Chave: Obtencdo de Energia, Microrganismos, Biotecnologia, Biologia Molecular.

Introducao

A vida pés-motor a combustéo € muito dependente da utilizacdo de combustiveis fésseis,
especialmente derivados do petroleo, sendo este o alicerce dos atuais sistemas de transporte,
locomocéo e a base de geragdo de energia térmica e termoelétrica em alguns paises. Assim, o
petréleo € uma fonte de energia vital, finita e altamente poluente (FERNIHOUGH e O'ROURKE,
2014).

Alternativamente, o etanol e o biodiesel ndo necessitam de grandes modificacdes no
modo de vida e tecnologias atuais, sendo adequados aos motores ja existentes e que utilizam os
derivados do petréleo. Tanto o etanol (produzido a partir da cana de aclcar) e o biodiesel
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(através de varios tipos de lipideos de origem animal e vegetal) sdo produzidos de fontes
renovaveis.

Com a criacdo do Proélcool - Programa Brasileiro de Alcool em 1975, houve uma difuséo
do uso do etanol, porém sofrendo um periodo de estagnacdo por falta de investimento na
tecnologia, mesmo com incentivos fiscais do governo.

Para a producdo do etanol de 22 e 32 geracdo, ainda ha a necessidade de pesquisas
visando a obtencdo de um processo de hidrolise enzimatica viavel economicamente, sendo
também necessarias enzimas produzidas a baixo custo e em grande escala, sendo imperativo a
aplicacao de conhecimento de microbiologia e de biologia molecular.

O estudo da biodiversidade microbiolégica, pode proporcionar a obtencdo de
microrganismos produtores de enzimas que podem ser empregadas em grande numero de
processos biotecnoldgicos, como a clivagem das cadeias de carbono da celulose, capacidade de
gerar energia a partir de processos de oOxido-redugcdo de minérios, sintese de hidrogénio,
producdo de metano a partir de material organico e a conversao desse gas a metanol (CASTRO
e PEREIRA, 2010). Porém, apesar das capacidades naturais de alguns microrganismos ja
serem notaveis, as ferramentas oferecidas pela biologia molecular, como por exemplo estudos
do genoma de bactérias e fungos e a ativacdo génica para melhoria das capacidades dos
produtores, a replicacdo dos genétipos desejados em outros organismos, entre outras
possibilidades envolvendo o DNA replicante, podem otimizar os resultados desejados,
removendo a limitac&o do processo e aumentando o rendimento do produto.

Desta maneira o presente trabalho se propdem a discutir técnicas biotecnolégicas de
alteracbes do DNA, além de demonstrar a importancia da aplicacdo da microbiologia e da

biologia molecular na obtencéo de bioenergia por fontes renovaveis e ecologicamente corretas.

Analise Critica

Objetivos Biotecnolédgicos das Mutacdes.

Além das mutacdes espontaneas que ocorrem nos microrganismos e das possibilidades
gue a biotecnologia oferece para induzir mutacdes aleatorias, 0os avancos da Biologia Molecular
permitem a sintese e inser¢cdo de sequéncias definidas de segmentos do DNA. Mutacbes
especificas promovem uma maneira mais eficiente de obtencdo de mutantes com as

caracteristicas desejadas, inclusive termo-estabilidade, especificidade para determinadas fontes
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de nutrientes, como por exemplo os compostos celulosicos (GRISOLIA, 2013).

As mutacdes sitio-especificas podem envolver mais que uma caracteristica, a exemplo do
trabalho de Hayashi, Kato e Furukawa (2012) com Zymomonas mobilis. A bactéria com genes
gue geraram deficiéncia na producao de NADH, expressou producéo trés vezes maior de etanol,
além de maior termo estabilidade quando comparado com a linhagem normal.

Microrganismos geneticamente modificados podem ser utilizados de modo direto ou
indireto visando aumentar a producédo energética. A prospeccao de microrganismos resistentes
aos efeitos de inibicdo do etanol é desejavel no processo de producdo do mesmo. Stanley, et al
(2010) obtiveram mutantes de Sacharomyces cerevisiae que toleravam até 9% de etanol (v/v).
Esse percentual ja havia sido alcancado, porém com perda das caracteristicas da levadura e da
capacidade de producdo e metabolizacdo de substancias, fato que ndo ocorreu com o0s
mutantes chamados pelos autores de C1 e SM1.

Para a producdo de enzimas os mutantes, com maior capacidade de expressao do
produto, sdo utilizados, visando obter maiores quantidades de enzimas comparadas com as
linhagens selvagens. A expressao heteréloga é uma opcao que pode melhorar a producéo de
maneira geral. Um exemplo da aplicacdo dessa técnica é a producdo de xilanase de
Thermomyces lanuginosus, expressada na levedura metilotréfica Pichia pastoris (DAMASO et al,
2003), que pode ser utilizada na obtencéo de etanol de 22 geracao.

Algumas caracteristicas podem ser detectadas em alguns individuos de um grupo através
de pressdo seletiva e melhoramento genético, visando a obtencdo de mutantes altamente
produtivos. A producdo de penicilina por Penicilium chrysogenum e producdo de etanol por
Escherichia coli, que recebeu um plasmideo proveniente de Clostridium sp para a producéo de
etanol (CHANDEL et al, 2011) sdo exemplos de mutacdes como esse enfoque.

Por fim, destaca-se também a possibilidade de geragdo de biocombustiveis de 32
geracdo, a partir de biomassa exclusivamente utilizada na producéo de energia, como no caso
de microalgas que podem ser alteradas geneticamente para alcancar producdes cerca de 10 a
100 vezes maior que os obtidos de 12 e 22 (MOTA e MONTEIRO, 2013).

Converséao de Acucares em Etanol: Fermentacao alcodlica
A visibilidade do etanol aumentou devido ao protocolo de Kyoto (LIVERMAN, 2009), que
tinha como meta a reducéo da emissdo de CO, em 5%. O etanol é o primeiro biocombustivel

gue possibilitou a substituicdo de um combustivel fossil e 0 seu desenvolvimento no Brasil foi
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gragas ao PRO-ALCOOL que foi um programa do governo brasileiro visando a diminuigdo da
dependéncia nacional do barril de petréleo, que apresentou um forte aumento de pre¢o no inicio
da década de 70.

As plantas convertem os carboidratos gerados durante a fotossintese em polissacarideos
como o amido e a sacarose, alvos principais da geracdo de bioetanol. A fermentacdo das
pentoses é um processo amplamente reconhecido em Candida shehatae, Pichia stipitis e
Pachysolen tannophilus. No entanto, devido a condi¢cbes de cultivo, dificuldade de adaptacao de
condic¢Bes in vitro ou limitacdo da maquinaria celular, os genes responsaveis por essa producéo
sdo identificados, isolados e inseridos em outros microrganismos como o Saccharomyces
cerevisiae, Zymomonas mobilis e Escherichia coli, possibilitando melhorias na producéo

(CHANDEL et al, 2011).

Celuloses e Enzimas Microbianas com Aplicacdo na Geracédo de Energia

As biomassas lignoceluldsicas sao constituidas por trés principais fracfes poliméricas:
lignina, hemicelulose e celulose, que séo estruturas complexas muito resistentes. Esses trés
componentes correspondem a 97-99% de toda massa seca dos materiais. As enzimas do
complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligacdes O-glicosidicas, e sdo classificadas de
acordo com seu local de atuacdo no substrato celuldsico. As endoglucanases (EnG) clivam
ligacdes internas da fibra celulésica. As exoglucanases (ExG) atuam na regido externa da
celulose e B-glicosidases (BG), hidrolisam oligossacarideos solaveis em glicose (CASTRO E
PEREIRA, 2010).

A busca de microrganismos que produzam enzimas que degradam celuloses destaca os
microrganismos endofiticos como possiveis produtores dessas enzimas, devido a sua interagdo
com as plantas. Yasinok, Sahin e Haberal (2009) ressaltam trabalhos com microrganismos
endofiticos produtores de enzimas hidroliticas, degradadoras de matérias orgénica, como
Bacillus spp., Aspergillus spp., Scytalidium spp. e Rhizopus spp. relatando a importancia da
otimizacao das condicdes de cultivo para o aumento da producao.

Segundo Nascimento et al, (2009) o Brasil produz 1,9 milhdes de toneladas de graos
provenientes apenas das industrias de cerveja por ano, dos quais 9 a 25% sao matéria seca que
podem ser aproveitados nas industrias, por exemplo, de alimentos, bioetanol com a aplicagédo
enzimatica. Streptomyces malaysiensis AMT3, linhagem isolada de solo do cerrado brasileiro,

produtor de CMCase (carboxymetilcelulases) se demonstrou um potencial produtor segundo
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Nascimento et al, (2009), chegando a uma producéo méxima de 719 U It em pH 4 e 50° C.

O trabalho de EIl-Sersy et al (2010) relata a linhagem marinha de Streptomyces ruber
como um promissor produtor de enzimas celuloliticas. Em testes de cultivo em meio solido
contendo substratos de celulose, esses microrganismos geraram um halo de clareamento
indicativo da acdo enzimatica de 25 mm. Para S. alanosinicus e S. gancidicus, os autores
observaram halos com atél5 cm. Essa capacidade de producéo pode ser isolada e transferida a
outros microrganismos ou mesmo melhoradas em seus produtores naturais.

Diferente da linhagem Sacaromyces cerevisiae, alguns fungos filamentosos e outras
leveduras produzem etanol em condi¢cdes aerdbicas, como exemplo a literatura ressalta os
géneros Fusarium, Rhizopus, Monilia, Neurosporae Paecilomyces. Enquanto bactérias como
Bacillus macerans, Bacillus polymyxa, Klebsiella pneumoniae, Clostridium acetobutylicum,
Aeromonas hydrophila, Enterobacter spp., Erwinia spp., Leuconostoc spp e Lactobacillus spp
produzem o etanol em condicbes anaerdbias. Destacam-se entre as bactérias algumas
linhagens com capacidade de resistir a temperaturas elevadas: as termofilas. As principais
produtoras relatadas sao: Clostridium thermocellum, Clostridium thermohydrsulfurium, C.
thermosaccharolyticum, C. thermosulfurogenese e Thermoanaerobacter etahnolicus (CHANDEL
et al, 2011). Os microrganismos naturalmente produtores de etanol sdo alvos de estudos
genéticos que visam o aumento da producéo e melhorias de processo.

No Brasil o substrato mais comumente empregado para a producéo de etanol é a cana de
acucar (Saccharum officinarum) e o microrganismo utilizado no processo é a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Substratos contendo celulose também podem ser utilizados, desde
gue a producdo seja combinada com diferentes microrganismos. A exemplo, fungo o
Trichodermar reesei converte a celulose em hexose e Saccharomyces cerevisiae pode
aproveitar o resultado da acdo do T. reesei e converter as hexoses em etanol (MOTA e
MONTEIRO, 2013).

Trabalhos como o de Zhang, Qian e Ma, (2013) com Flavobacterium spp. provam a
possibilidade de aumento significativo de produgdo enzimatica e possibilitam a produgdo em
condicdes diferenciadas (CO, em condi¢des criticas) com a utilizacdo de mutantes, possibilidade
gue pode evitar contaminagdes em processo ou mesmo a garantia do crescimento apenas dos
mutantes direcionados para as condicdes e caracteristicas desejadas.

Trichoderma spp. é o produtor de enzimas aplicaveis na obtencdo de biocombustiveis de
segunda geracao. Trabalhos (Derntl et al, 2013) que provocaram uma mutacdo no gene

regulador da producdo enzimatica (Xyrl) dispensando o uso de indutores no processo,
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tornando-o mais viavel e econémico, sdo indispensaveis para o progresso dessa tecnologia.

Trichoderma reesei € um dos principais fungos utilizados nos estudos sobre etanol de
segunda geracdo, possuindo linhagens altamente produtoras de enzimas aplicaveis no
processo. Porém, a producdo por esta linhagem é limitada, assim como a maioria dos
produtores de celulases, sendo necesséria a presenca de um indutor. Alternativamente, Derntl et
al, (2013) desenvolveram uma linhagem mutante de Trichoderma spp. com uma Unica mutacao
pontual no gene que codifica para o regulador de xilanase 1 (Xyrl), podendo dispensar o uso de
indutores e manter uma elevada producéo de celulase e endo-xilanase.

Estudos com genes aparentemente nao ligados a producéo de etanol também podem ser
de grande valia para a indastria. Hayashi, Kato e Furukawa (2012), observaram que os mutantes
de Zymomonas mobilis com deficiéncia na atividade de NADH sdo propensos a maior
crescimento aerébico, maior producdo de etanol (3 vezes mais) e maior termo tolerancia,
guando comparados com as linhagens sem essa deficiéncia.

O trabalho de Nwachukwu et al, (2012) com cepas mutantes de Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, no qual foram obtidos mutantes produtores de etanol a partir de glicerol em
concentracbes de até 50 g/l de glicerol, gerando 20 g/l de etanol. Ressalta-se que a
produtividade pode ser aumentada se no processo forem utilizados subprodutos (glicerol)
provenientes do biodiesel. As microalgas mutantes obtidas por Anandarajah et al, (2012) tiveram
a capacidade de aumentar a produtividade de lipideos em 22% em comparacdo a linhagem

selvagem das microalgas marinhas do género Nannochloropsis.

Producéao de Biodiesel

A primeira patente sobre biodiesel foi depositada em 1980 pelo brasileiro Expedito
Parente, relatando a producéo de biodiesel por meio da trans-esterificacdo, a partir de plantas
oleaginosas, através de rota quimica gerando que utiliza uma grande quantidade de hidroxido de
potassio ou sodio e gera dois produtos: ésteres de acidos graxos e glicerina (MOFIJUR et al,
2013). Nesse processo, as lipases oferecem uma alternativa para a producédo de biodiesel por
uma rota verde.

Existem muitos trabalhos na literatura envolvendo o uso de linhagens de Streptomyces na
producdo de lipases, entre elas Streptomyces spp. VITDDK3 (LAKSHMIPATHY et al, 2010) e
Streptomyces coelicolor A3 (SOROR, RAO e CULLUM, 2009). O aumento de producéao dessas

linhagens foi associado a capacidade de resisténcia a metais pesados.
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Outros trabalhos visam a producéo de lipase em condic¢des criticas (ZHANG, QIAN e MA,
2013), utilizando a técnica de engenharia genética, obtiveram um aumento de mais de 76% na
producédo de lipases produzida por espécie mutante de Flavobacterium spp.

Outra estratégia é a utilizacdo de células programas para a producdo de biodiesel. Neste
sentido, o trabalho de Steen et al, (2010) conseguiu um aumento de produgéo de 40 mg/L para
700 mg/L de produto, utilizando Escherichia coli.

Outra aplicacdo da biotecnologia é a obtencdo de microalgas mutantes para aumentar a
producdo de lipideos que serve como matéria prima para a producdo de biodiesel, tal como
descrito por Anandarajah et al, (2012) e por Zhang, Qian e Ma, (2013), aumentando o
rendimento em termos de energia. Para a obtencdo de mutantes, Radakovits et al, (2010)
utilizou o Metano Sulfonato Etilico (EMS).

O aumento da concentracdo de substratos em cultivos de cianobactérias foi estudado por
Radakovits et al, (2010). As microalgas acumulam quantidades significativas de triacilglicerol e
amido de armazenamento (amilose e amilopectina) e possuem capacidade fotossintética de
transporte de elétrons para a producao de H,. Os estudos indicaram a possibilidade de aplicacéo
industrial propondo a manipulagdo génica de organismos ja relevantes industrialmente (plantas
superiores) e novas fontes como as microalgas, mostrando-se um promissor caminho da

bioenergética atual.

Outros processos energéticos

O hidrogénio é o elemento mais abundante no universo, sendo sua combustdo limpa e
eficiéncia, liberando apenas agua. O conceito da “pilha de H,” é a producao de eletricidade
através da reacao do O, atmosférico com o Hy.

O trabalho de Radakovits et al, (2010) relata a alta capacidade fotossintética de uma
microalga estudada que promove maior geragdo de H; aplicavel em células combustiveis nas
guais um catalisador quebra a molécula de hidrogénio em dois ions positivos e dois elétrons. O
elétron circula por um circuito externo e o ion positivo (préton) atravessa uma membrana,
recombinando com o elétron e mais a molécula de oxigénio (O) retirada do ar, formando vapor
d’agua e energia.

O uso de biogas é um processo ja estabelecido que também pode ser utilizado para
geracao de energia, a matéria organica convertida em metano, € armazenado no gas a energia

com potencial de utilizagdo, sendo as Archaeas envolvidas na geragdo de metano conhecidas
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como metanogénicas. Ressalta-se que o metanol (liquido) € de mais facil transporte que o
metano (gas), sendo produto intermediario na oxidacdo de metano ao gas carbdnico. Um
mutante pode ter seu genoma modificado para parar o processo na fase de producdo de
metanol.

Energia também pode ser obtida a partir de minérios, Bactérias que sequestram enxofre
na producgéo de carvao, como Thiobacillus ferrooxidans, obtém energia por oxidacdo de metais e
pela liberacdo de compostos sulfuricos soluveis (H,SO,;). Também ha bactérias que pode

realizar o processo com outros minérios, como o ferro.

Conclusdes

E seguro afirmar a importancia da busca por fontes de energia alternativas e renovaveis.
Os combustiveis fésseis s&@o finitos, as hidrelétricas tém um impacto ambiental bastante
relevante e a energia nuclear ainda oferece riscos de acidentes e gera residuos de dificil
descarte. Dessa maneira a Biotecnologia se apresenta como area ainda pouco explorada que
pode colaborar de modo a atender o crescente aumento da demanda energética.

Conclui-se ainda que a biotecnologia aplicada para o avan¢o do setor energético possui
amplas possibilidades tanto em aumento da disponibilidade de matéria prima quanto em
produtores principalmente de enzimas capazes de converter essa matéria em energia. Sendo as
pesquisas com microrganismos mutantes um campo cada vez mais promissor e as aplicacbes
biotecnoldgicas uma realidade em uso, a bioenergia apresenta-se como uma alternativa viavel

para obter solu¢des cada vez mais eficientes frente a crescente demanda de energia.
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