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RESUMO

A cana-de-agicar é uma matéria prima abundante e de
baixo custo no mercado brasileiro o que possibilita a pro-
ducio de etanol em larga escala para diversos usos. No
Brasil, toda a produciio industrial de dlcool é realizada
utilizando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae. Ainda
pouco se conhece de outros microrganismos que produzam
alcool a nivel industrial. Em varios paises tém sido realiza-
dos estudos de fermentacio que incluem o uso de bactérias
em vez de leveduras para reduzir o tempo de fermentacgio
alcoodlica. As bactérias alcodlicas da espécie Zymomonas
mobilis apresentam atributos tecnoldgicos que potenciali-
zam o seu emprego na fermentacio alcodlica em escala
industrial, pois possuem habilidades promissoras de trans-
formar acicares em etanol, em condi¢cdes compariveis
aquelas exigidas pelas leveduras. Neste aspecto, a trans-
formacio genética tem exercido uma funciio significativa
nio somente para o entendimento da biologia dos seres
vivos, mas também para a potencializacio e melhoramento

de caracteristicas particulares de determinados organismos.

Existem inimeras metodologias que podem ser utilizadas
na transformacio genética de microrganismos, tais como:
protoplasto-PEG, eletroporacio, acetato de litio, biolistica e
Agrobacterium tumefaciens.

PALAVRAS-CHAVE: Etanol, microrganismos, transformacédo
genética.

ABSTRACT

The cane sugar is an abundant and low cost raw mate-
rial in the Brazilian market which enables the produc-
tion of ethanol on a large scale for various uses. In
Brazil, all industrial alcohol production is performed
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using the yeast Saccharomyces cerevisiae but, little is
known about other microorganisms that produce al-
cohol in industrial level. Studies in several countries,
include fermentation using bacteria, instead of yeasts,
to reduce the time of fermentation. Alcoholic Zy-
momonas mobilis bacteria species present technolog-
ical attributes that enhance its use in alcoholic fer-
mentation in industrial scale because they have prom-
ising abilities to transform sugars into ethanol in con-
ditions comparable to those required by the yeast. In
this respect, genetic transformation has played a sig-
nificant role not only for understanding the biology of
living beings, but also for the enhancement and im-
provement of particular characteristics of certain or-
ganisms. There are numerous methodologies that can
be used in genetic transformation of microorganisms,
such as protoplast-PEG, electroporation, lithium ace-
tate, biolistics and Agrobacterium tumefaciens.

KEYWORDS: Ethanol, microorganisms, genetic transfor-
mation.

1. INTRODUGAO

Desde a crise do petroleo, a partir de 1973, ha um
grande interesse na busca de recursos energéticos reno-
vaveis, assim como de fontes de recursos organicos ca-
pazes de substituir os atuais produtos petroquimicos.
Desta forma, por um lado realizaram-se esfor¢os para
melhorar a rentabilidade dos processos de obtengdo de
bioalcool, e por outro se tratou de substituir os processos
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do tipo quimico por outros do tipo biologico. Contudo, a
consciéncia de que os combustiveis fosseis vao se esgo-
tar e que ¢ necessario utilizar tecnologias menos conta-
minantes, tem feito renascer o interesse nestes processos
bioldgicos, principalmente quando relacionados a pro-
ducdo de etanol'.

O ectanol da cana-de-acticar ¢ o maior sucesso co-
mercial dos combustiveis de biomassa em produgdo atu-
almente. O etanol da cana-de-agucar possui balango
energético positivo e tem sido beneficiado pelo apoio de
politicas governamentais em varios paises, inclusive no
Brasil, que atualmente abastece aproximadamente 40%
do combustivel para veiculos de passageiros com etanol
do agucar. Além disso, a experiéncia brasileira sugere
que os impactos ambientais adversos associados com a
producdo em larga-escala de etanol da cana-de-agticar
podem ser significantemente reduzidos?.

A cana-de-agucar € uma matéria prima abundante e
de baixo custo no mercado brasileiro, o que possibilita a
producdo de etanol em larga escala para diversos usos
que variam desde o uso combustivel até o consumo hu-
mano por meio da producdo de cachaga. O atual proces-
so de producdo de cachaga e aguardente utiliza levedura
(Sacharomyces cerevisiae) como agente fermentador e
matérias primas agucaradas tais como: melago e caldo de
cana®. Portanto, no Brasil, toda a produgdo industrial de
alcool ¢ realizada utilizando leveduras, pouco se conhe-
cendo de outros microrganismos que produzam alcool a
nivel industrial. Em virtude da situacdo de destaque em
que se encontra o Brasil, a nivel mundial, no setor ener-
gético, algumas instituigdes vém selecionando micror-
ganismos mais eficientes no processo de produgdo de
alcool'.

Em varios paises t€ém sido realizados estudos de fer-
mentagdo que incluem o uso de bactérias em vez de le-
veduras para reduzir o tempo de fermentacdo alcoolica.
As bactérias alcoodlicas da espécie Zymomonas mobilis
apresentam atributos tecnoldgicos que potencializam o
seu emprego na fermentagdo alcoolica em escala indus-
trial, pois possuem habilidades promissoras de transfor-
mar agucares em etanol e gas carbonico, em condigdes
comparaveis aquelas exigidas pelas leveduras'. Esta
bactéria vem despertando muito interesse pelo seu po-
tencial na produgdo de etanol, produzindo cerca de 1,9
mol de etanol por mol de glicose, com velocidade trés a
quatro vezes maior que S. cerevisiae'. A Z. mobilis é
uma bactéria tGnica dentro do mundo microbiano, com
crescimento, producdo de energia e resposta as condi-
¢oes de cultura extremamente peculiares, causando um
grande interesse no mundo cientifico, biotecnoldégico e
industrial*. A habilidade da bactéria em acoplar e desa-
coplar a produgdo de energia a favor da formacdo do
produto, responder a manipulacdo fisica e quimica do
ambiente torna-a um microrganismo ideal para o estudo
e desenvolvimento de processos microbianos para a
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produgdo de etanol'. Durante a produg@o de etanol as
células sempre estdo expostas a tensdes como alta tem-
peratura e baixas condi¢des nutricionais, que afetam seu
crescimento e produtividade. Linhagens tolerantes ao
estresse na produgdo de etanol com alto rendimento sio
altamente desejaveis®.

Mas, apesar das vantagens apresentadas pela Z. mo-
bilis perante as leveduras, o rendimento fermentativo
diminui quando se utiliza sacarose como carboidrato
para a fermentagdo. Isto ¢ devido a formagdo de sub-
produtos como levana e sorbitol'. De forma a gerar
energia suficiente para o crescimento, Z. mobilis deve
catabolizar substratos com altas taxas especificas de
carbono, resultando em baixos rendimento de biomassa,
pois a maior parte deste substrato é incorporada no ca-
tabolismo do produto final, o etanol®

Elas possuem rotas catabdlicas comparativamente
simples e nao tem a variedade de alternativas metaboli-
cas encontradas em outros microrganismos.

O presente trabalho tem como objetivo analisar em
uma revisdo bibliografica como ¢ feito a transformagao
genética em microrganismos, os métodos utilizados na
transformagdo, quais sdo os microrganismos produtores
de etanol e como funcionam os mecanismos de produgédo
desses microrganismos.

2. MATERIAL E METODOS

Os dados coletados para o presente trabalho foram
retirados dos sites Google Académico, Scielo ¢ Web
of Science, para a pesquisa de artigos, escolhidos
preferencialmente a partir do ano de 2009. Utilizamos
como palavras-chave Etanol, Saccharomyces cerevi-
siae, Zymomonas mobilis, Gene, Transformacdo Ge-
nética.

3. DESENVOLVIMENTO

Métodos de transformagdo genética em mi-
crorganismos

O potencial da genética molecular tem sido extensi-
vamente explorado no estudo e manipulacdo de micror-
ganismos, levando ao desenvolvimento de novas tecno-
logias que podem ser aplicadas tanto para eucariotos
quanto para procariotos. Neste aspecto, a transformagio
genética tem exercido uma fungdo significativa ndo so-
mente para o entendimento da biologia dos seres vivos,
mas também para a potencializagdo e melhoramento de
caracteristicas particulares de determinados organismos’.
Existem inimeras metodologias que podem ser utiliza-
das na transformagdo genética de microrganismos, tais
como: protoplasto-PEG, eletroporagdo, acetato de litio,
biolistica e Agrobacterium tumefaciens.

Existem dois processos principais para efetuar a fu-
sdo de protoplastos. O primeiro utiliza uma substancia

Openly accessible at http://www.mastereditora.com.br/review




Rosseto et al. / Uninga Review

fusogénica, o polietilenoglicol (PEG), por razdo ainda
ndo bem esclarecida. O PEG induz a formagdo de agre-
gados de células e formagdo de pontes citoplasmaticas
entre elas. O segundo processo de fusdo ¢é a eletrofusdo
que envolve dois passos, ou seja, as células sdo expostas
a uma fonte de corrente alternada e ficam em linha como
um colar de pérolas. Em seguida, um pulso de corrente
continua é dado e ha uma quebra reversivel da membra-
na, permitindo a fusdo®. Além dos processos de fuséo, os
protoplastos podem ser empregados em duas aplicagdes
que interessam diretamente a genética, que sdo a obten-
¢do de cari6tipos moleculares e a transformagao®.

A eletroporagdo também ¢é uma técnica de transfor-
magdo genética utilizada para microrganismos®. Essa
técnica substitui o uso de PEG pela inducdo da permea-
bilidade reversivel das membranas biolégicas via expo-
si¢do a um campo elétrico de alta amplitude por um pe-
riodo de curta duragdo, onde o pulso elétrico promove
mudangas na membrana o que permite a entrada do vetor
de transformagao'®.

O método de transformagdo por acetato de litio en-
volve a exposi¢do de esporos germinados ao vetor de
transformagd@o na presenga de 0,1 mol.L-' de acetato de
litio, seguida da incubagdo tipica com CaCl*> e PEG
Acredita-se que os cations de metal alcalino ajudem a
passagem do DNA exdgeno para o interior das células!!.

A Biolistica (ou Biobalistica) consiste na introdugao
do DNA nas células vegetais (apesar de que, atualmente,
usa-se esta técnica para bactérias e outros microrganis-
mos) por meio de microparticulas de tungsténio, ouro ou
outros materiais (com menos de um micron, ou poucos
micra de didmetro) contendo o DNA que se deseja in-
troduzir nas células hospedeiras adsorvidas a essas par-
ticulas. As particulas sdo equiparadas a projéteis, dispa-
rados contra o tecido a ser infectado, por um aparelho
semelhante a um revolver. As células que sdo atingidas
por uma ou poucas esferas de tungsténio sobrevivem e
podem ser transformadas®.

Outro método ¢ a transformacao genética de fungos
mediada por Agrobacterium tumefaciens, onde se baseia
na capacidade dessa bactéria em transferir parte do seu
DNA, para células eucarioticas'?. A A. tumefaciens, uma
bactéria do solo, aerdbica, gram-negativa, ndo formadora
de esporos, ¢ capaz de induzir a formacao de tumores em
plantas. Essa bactéria pode infectar plantas, causando a
doenga denominada galha-da-coroa. A doenca ¢é caracte-
rizada pela proliferacdo descontrolada das células pro-
ximas a regido do colo da planta, o que resulta na for-
macio de um tecido neoplasico, o tumor'3. A planta ao
sofrer a lesdo libera moléculas-sinal que atraem a
Agrobacterium, que ao infectar as células vegetais
transferem o DNA recombinante para as mesmas'4. Essa
metodologia, bastante empregada na transformagdo ge-
nética de plantas'? também foi adaptada para a transfor-

magdo de fungos e para a levedura S. cerevisiae'.
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A transformagdo genética em Sacharomyces
cerevisiae

Na fermentagdo alcoolica, as leveduras sdo os mi-
crorganismos comumente utilizados a nivel industrial.
Destacando a levedura Saccharomyces cerevisiae como
principal fonte da produgdo de etanol.  Destaca-se a
importancia de S. cerevisiae como 0 microrganismo que
tem sido tradicionalmente usado para a producdo de be-
bidas alcoodlicas e etanol, tendo agucares como sacarose
e glicose como substratos. Este microrganismo também
possui a capacidade de produzir etanol a partir de mate-
rial lignoceluldsico'S.

A S. cerevisiae ¢ um microrganismo aerdbio faculta-
tivo, isto é, que tem a habilidade de se ajustar metaboli-
camente, tanto em condicdes de aerobiose como de ana-
erobiose. Os produtos finais do metabolismo do agucar
irdo depender das condi¢des ambientais em que a leve-
dura se encontra. Assim, em aerobiose, o agucar é trans-
formado em biomassa, CO2 e agua e, em anaerobiose, a
maior parte ¢ convertida em etanol e CO2, processo de-
nominado de fermentagdo alcodlica. Os carboidratos
considerados substratos para a fermentacéo, tanto podem
ser endogenos (constituintes da levedura, como glicogé-
nio e trealose) como exdgenos (sacarose, glicose, frutose
e outros), estes ultimos fornecidos a levedura'”.

Para a producdo eficiente de etanol a partir de bio-
massa lignoceluldsica, por acdo da S. cerevisiae, é ne-
cessaria a melhora da tolerancia celular desse fungo le-
veduriforme, a compostos toxicos libertados durante o
pré-tratamento da biomassa. Notavelmente, durante o
estudo realizado por Fujitomi et al'®, a produtividade do
etanol especifico de uma linhagem modificada geneti-
camente de S. cerevisiae na presenga de 90 mM de
furfural, foi quatro vezes maior do que a da linhagem
controle. O gene codificante da p-nitrofenilfosfatase
(PHO13), foi inativado geneticamente em uma linhagem
transformada com o plasmideo pIUXI1X2XK, clivado
com a enzima de restrigdo EcoRV, empregando o método
de transformagdo por acetato de litio. A linhagem de S.
cerevisiae com o gene da PHO13 inativado também foi
capaz de crescer em condicdes aerdbicas, equivalente-
mente as linhagens selvagens. Na presenca de grandes
inibidores da fermentagdo, acido acético, acido foérmico
e furfural, a linhagem com o gene de PHO13 inativado,
exibiu uma boa produgdo de etanol a partir de xilose.
Além disso, o mutante DPHO13 mostrou uma maior
produgdo de etanol a partir da palha de arroz hidrolisada.
Este estudo demonstrou que a delecdo do gene PHO13 ¢
uma estratégia simples, mas poderosa, para a producdo
eficiente do etanol a partir de biomassa lignoceluldsica'®.

Em outro trabalho'®, Sanda et al., procuraram, simi-
larmente ao trabalho supracitado, o desafio de se obter
uma linhagem microbiana boa produtora de etanol, a
partir da fermentacdo de hidrolisados de lignocelulose
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derivados, na presenga de inibidores da fermentacao, tais
como os acidos acéticos e féormico. Eles também reali-
zaram experimentos de transformacdo genética com o
método de acetato de litio, buscando-se a su-
per-expressdo dos genes codificadores das enzimas tran-
saldolase (TAL) e formiato-desidrogenase (FDH). Sanda
et al. ' analisaram os transformantes em experimentos de
fermentagdo em batelada, com hidrolisado le-
nho-celuldsico, contendo uma mistura de glicose, frutose
e xilose como fontes de carbono. Também usaram nos
tratamentos, os inibidores da fermentagdo, acetato e
formato. Estes pesquisadores ndo observaram qualquer
perda de capacidade de fermentagdo devido a
co-expressao de genes da enzima TAL e da enzima FDH,
em um recombinante de S. cerevisiae. Assim, o0 método
de transformagdo genética microbiana, resultou na me-
lhoria da producdo de etanol a partir xilose, mesmo na
presenca de formiato.

A engenharia metabolica, bem como as recombina-
¢Oes genéticas de cepas laboratoriais, vem se desenvol-
vendo como uma ferramenta promissora na produgdo de
etanol, com o uso de linhagens tolerantes a inibidores
superiores, com alta produtividade do etanol em condi-
¢oes industriais. A identificacdo de enzimas adicionais
envolvidas na transformagdo de inibidores e metabdlica,
com a subsequente abordagens de engenharia, parece ser
uma estratégia muito promissora para a obtencao de ce-
pas ainda mais eficientes!®.

Linhagens de S. cerevisiae que sdo adequadas para a
fermentacdo de acucar?® foram isoladas com reciclo de
células sob a condigdo estressante imposta pela fermen-
tagdo industrial. A sele¢do de estirpes de levedura sob a
pressdo seletiva, poderia exercer impactos positivos so-
bre a sua fermentagdo, com elevado desempenho na
produgdo de etanol, glicerol e reduzida formagao de es-
puma, bem como a manuten¢do de uma alta viabilidade
durante a reciclagem?'. Reciclagem de células pode
também ter a vantagem de permitir que as células pos-
sam ficar condicionadas ou adaptadas para processo de
fermentacao??.

A transformacio genética em Zymomonas mobilis

As bactérias alcodlicas da espécie Zymomonas mobi-
lis apresentam atributos tecnologicos que potencializam
o seu emprego na fermentacdo alcodlica em escala in-
dustrial, pois possuem habilidades promissoras de trans-
formar agucares em etanol ¢ gas carbonico, em condi-
¢des comparaveis aquelas exigidas pelas leveduras.
Possuem uma produtividade em etanol, a partir de gli-
cose, acima de 97% do valor tedrico maximo??

A bactéria Z. mobilis ¢ Gram-negativa, nao esporu-
lante, movel e anaerdbia facultativa, sendo que, algumas
linhagens sdo obrigatoriamente anaerdbias. Morfologi-
camente, apresenta-se na forma de bastonete curto e
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grosso medindo de 2,0 a 6,0 um de comprimento ¢ 1,0 a
1,4 um de largura. Quando apresenta mobilidade, possui
de um a quatro flagelos polares?*.

As bactérias Z. mobilis produtoras de etanol tém
atraido muita atencdo nos ultimos anos, porque a sua
taxa de crescimento ¢ substancialmente mais elevada do
que a da S. cerevisiae, presentemente utilizada para a
produgdo de alcool combustivel pratico e com a avangos
recentes no campo da biotecnologia, que tem o potencial
para desempenhar um papel-chave na produgdo de eta-
nol, tornando muito mais econdmico?. Esta bactéria
apresenta aproximadamente o dobro de velocidade de
crescimento, produz etanol numa velocidade seis a sete
vezes maiores e o fator de conversdo de glicose em eta-
nol é 5% maior. Além disso, Z. mobilis ndo requer con-
trole adicional de oxigénio para manter sua viabilidade
em altas concentragdes de células?.

Numerosos estudos tém sido publicados sobre etanol
celuldsico, com produgao a partir de biomassa herbacea,
como sabugo de milho, espigas de milho, palha de trigo
e bagaco de cana, o que ndo ¢ o caso da producdo de
etanol a partir de biomassa, tais como madeiras folhosas
e coniferas?’2%2°, Os principais componentes de agucar
de biomassa herbacea s@o a glicose, xilose e arabinose.
Aqueles de biomassa de madeira sdo a glicose, xilose e
manose. Porque a composicdo de agucar de biomassa
lignoceluldsica varia entre as plantas, é necessario sele-
cionar os microrganismos de acordo com o hidrolisado
alvo™®.

Yanase et al.’’, realizaram um delineamento experi-
mental com o objetivo de obterem uma linhagem de Z.
mobilis, produtora de etanol, a partir de biomassa de
arvores, contendo glicose, manose ¢ xilose como os
principais componentes de agucares. O resultado deste
trabalho foi obtido por meio da introdugdo genes que
codificam enzimas catabolicas de manose e xilose a par-
tir de Escherichia coli. A integracdo do gene manA de E.
coli no DNA cromossomico de Z. mobilis, conferiu a
abilidade desta bactéria co-fermentar manose e glucose,
produzindo 91% do rendimento tedrico de etanol, em 36
h. Pela introdugao do plasmideo recombinante contendo
os genes codificadores xy/A, xyIB, tal e tktA, de E.coli,
os pesquisadores Yanase et al.*°, aumentaram o espectro
de fermentacdo da Z. mobilis, incluindo os substratos:
manose, xilose e glicose. A linhagem resultante da Tec-
nologia do DNA Recombinante foi capaz de fermentar
uma mistura de 20g/L glucose. 20g/L manose ¢ 20g/L
xilose, como principais componentes de aglcares do
hidrolisado de madeira, em 72h, com a produgdo de
89,8% da producao tedrica.

Z. mobilis com capacidade de converter agucar em
etanol, com alta velocidade e rendimento, além de tole-
rancia ao estresse, tais como alta temperatura e baixo
valor de condigdes nutricionais®, sio caracteristicas ce-
lulares importantes, pois a alta temperatura no verdo e
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baixa concentragdo nutricional no fim de um lote sdo
comuns na industria do etanol. O rendimento na produ-
¢ao de etanol por meio de Z. mobilis é tao alta quanto
97% do rendimento teorico quando a glicose ou frutose é
o substrato. Tem uma elevada produtividade de etanol
que ¢ especifico até 2,5 vezes mais elevada em relacdo a
levedura. Pode tolerar até¢ 400 g /1 de glucose, até 160 g
/1 de etanol, ¢ até 8 g/ 1 4cido acético (pH 6)>!. Sua ca-
pacidade de crescer com menor pH (5,0-5,5) ajuda a
reduzir os requisitos assépticos para a fermentagao, tor-
nando assim o processo de fermentagdo mais econdmi-
co.

Em um trabalho relevante, realizado por Jia et al.5,
trés genes exogenos (yfdZ e metB a partir de E. coli e
Pfu-sHSP a partir de Pyrococcus furiosus) foram inte-
grados no genoma de Z. mobilis CP4 para criar a Z. mo-
bilis HYM, por meio do transposon TnS5. A cepa re-
combinante de HYM, com os trés genes, permitiu a
mesma crescer em meio nutritivo simples, com compo-
sicdo quimica definida sem a adi¢do de aminoacido. Es-
sa linhagem HYM demonstrou ndo somente, a tolerancia
a um estresse desfavoravel associado a um déficit nutri-
cional, como também passou a ter a capacidade de con-
verter glicose em etanol, com alta produgdo, em uma alta
temperatura. Essas caracteristicas de fermentagao de alto
desempenho mantiveram-se estaveis até 100 geragdes>.

4. CONCLUSOES

Trabalhos cientificos e de inovagdo tecnoldgica vol-
tados ao melhoramento genético de novas linhagens mi-
crobianas, produtoras de etanol, a partir de cepas indus-
trialmente relevantes, constitui a fronteira da ciéncia no
que concerne a um incremento na producdo desta im-
portante fonte alternativa ao petréleo. A Tecnologia do
DNA Recombinante, com as modernas técnicas de
transformagdo genética de microrganismos, destacan-
do-se 0 método de transformacgdo por acetato de litio,
eletroporagdo e o uso de transposons, tém alcangado um
expressivo sucesso na otimizagao dos processos de pro-
dugdo de etanol a partir de substratos alternativos, como
a biomassa de madeira, fermentando diferentes agucares,
como a glicose, xilose e manose, empregando-se S. ce-
revisiae e Z. mobilis.
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