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Apresentacao

O Centro Nacional de Pesquisa de Agroenergia (CNPAE) é um dos 42
centros de pesquisa da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa). O CNPAE é conhecido pela assinatura sintese de Embrapa
Agroenergia, e tem a missao de viabilizar solucbes tecnolégicas
inovadoras para o desenvolvimento sustentavel e equitativo do
negdcio da agroenergia do Brasil, em beneficio da sociedade. Criada
a partir do primeiro Plano Nacional de Agroenergia 2006-2011,

de autoria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), a Embrapa Agroenergia tem entre as suas finalidades:
apoiar as acoes inerentes a pesquisa, desenvolvimento e inovacao
em agroenergia do Sistema Nacional de Pesquisa Agropecuéria
(SNPA); gerar e transferir conhecimento e tecnologias que contribuam
para a sustentabilidade, a competitividade e maior equidade entre

os agentes das cadeias de agroenergia, em conformidade com os
anseios da sociedade; e promover o desenvolvimento sustentavel

do negécio da agroenergia do Brasil, para atender as demandas
nacional e internacional de biocombustiveis e de biomateriais.

Buscando coordenar suas acdes cada vez mais sob a légica de
biorrefinaria, a Embrapa Agroenergia concentra seus esforcos em
dois grandes grupos de produtos; sao eles: os biocombustiveis
(sejam liquidos, so6lidos ou gasosos) e os chamados “bio-based
chemicals” (quimicos advindos da biomassa). Independente do
grupo de produtos, esta claro para a equipe da Embrapa Agroenergia
que muito dos conhecimentos e tecnologias necessarias para
fortalecer e ampliar o papel do Brasil como protagonista no setor



de biorrefinarias virdao deste vasto universo de microrganismos da
biodiversidade brasileira. E nesse universo que encontraremos as
respostas para muitos dos grandes desafios técnicos de hoje e do
futuro, onde a alta eficiéncia e a sustentabilidade dos bioprocessos
serao fundamentais para garantir a competitividade no setor, tanto
para o processamento das matérias-primas energéticas como
também dos seus coprodutos e residuos. Os microrganismos sao
empregados em diversos processos, seja diretamente (como é

o caso da fermentacao) ou como fornecedores de insumos, tais
como enzimas para degradacado da biomassa lignocelulésica.

Como instituicao publica brasileira, a Embrapa Agroenergia tem uma
funcao relevante e fundamental na coleta, caracterizacado, valoracao

e uso de microrganismos da biodiversidade brasileira, apoiando os
setores de biocombustiveis e da quimica de biomassa. Foi neste
contexto que a Embrapa Agroenergia organizou e coordenou o “I
Simpdsio Nacional de Microrganismos em Agroenergia: da prospeccao
aos bioprocessos” (SIMA), em 2012, com o objetivo de discutir esse
tema e promover a interacao de especialistas de diferentes areas

e diferentes instituicoes brasileiras e estrangeiras, tanto do setor
publico quanto privado, como também da academia e da industria.

Os bioprocessos e, consequentemente, 0s microrganismos, serdo
uma das principais bandeiras de atuacao da Embrapa Agroenergia
nos préximos anos, e, por isso, continuaremos promovendo
discussoOes, tanto com a academia quanto com o setor privado,
visando a identificacdo e priorizacado de desafios, a proposicao e
execucao de acdes de pesquisa, desenvolvimento e inovacao para
a solucao dos principais gargalos do setor e também realizando

a disseminacdo do conhecimento e tecnologias gerados.

Agradeco a todos que contribuiram para a organizacdo do SIMA,
e a todos os autores deste Documento, que agora apresento,
pois eles entenderam a relevancia do tema e ndao economizaram
esforcos para oferecer a vocé a oportunidade de uma boa leitura.

Manoel Teixeira Souza Junior
Chefe-Geral
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Colecdes microbianas na
Embrapa: conservacao

Y

e agregacao de valor a
biodiversidade

Rogério Biaggioni Lopes

Maria Aparecida Vasconcelos Paiva e Brito
Sueli Correa Marques de Mello

Orivaldo José Saggin

Adriane Wendland

As Colecoes de Culturas de Microrganismos surgiram inicialmente
como suporte basico para o avanco dos estudos em microbiologia,

nas areas de taxonomia e epidemiologia. Nas ultimas décadas, com os
avancos do conhecimento nas areas de bioquimica, fisiologia celular

e, principalmente, de genética molecular notou-se uma especializacao
das colecdes, direcionadas aos microrganismos com potencial
tecnolégico e ambiental. O interesse na manutencao desses organismos
ganhou mais forca quando as colecdes passaram a ser vistas

também como uma base de oferta de genes, proporcionando infinitas
possibilidades de aplicacao em diferentes areas do conhecimento.

As Colecoes de Culturas de Microrganismos na Embrapa, depésitos
importantes do recurso genético microbiano nacional, receberam maior
atencao nas Ultimas décadas, devido principalmente ao aumento da
importancia desses organismos para a agricultura e o meio ambiente,
seja na forma de produtos de uso direto pelo agricultor, seja na de
processos na agroindustria e de biotecnologia. Esforgcos no sentido

de organizar os bancos de germoplasma de forma conjunta ou



16

Colecoes microbianas na Embrapa: conservacéo e agregacao de valor ....

unificada estdo sendo feitos pela Embrapa com a criacdo de projetos
em rede. Atualmente, a Rede de Recursos Genéticos Microbianos
da Embrapa, parte integrante da Plataforma Nacional de Recursos
Genéticos, agrega colecdes institucionais de pesquisa e colecdes

de trabalho, estabelecidas em diferentes unidades da empresa.

Diversas atividades e responsabilidades estdo associadas as
Colecdes de Culturas de Microrganismos e ao curador que nao
somente a manutencao de determinado material em local adequado.
Certamente, o sucesso da preservacao é fundamental em uma
Colecao de Culturas e exige estrutura fisica, conhecimento sobre os
microrganismos e familiaridade com técnicas modernas, que deverao
causar o minimo dano as células, assegurar a maxima viabilidade,
estabilidade genética e manter as caracteristicas morfolégicas e
fisiolégicas do organismo. Porém, as acdes ligadas a gestao de
colecdes iniciam-se bem antes do material estar conservado e vao
muito além desse aspecto. Algumas atividades sdo caracteristicas e
exclusivas de Colecbes de Culturas, como a purificacao, a identificacédo
e a conservacao. Outras sao realizadas dentro dos mais variados
projetos de pesquisa, mas ligados, de alguma forma, as colecodes.

Em muitos casos, os curadores estdao envolvidos ja na etapa de
coleta ou prospeccado do microrganismo em ambientes especificos,
geralmente ligados a projetos de avaliacao e estudo da biodiversidade.
A coleta e o isolamento do microrganismo de interesse é a principal
forma de enriquecimento do acervo. Para isso, tdo importante quanto
0 microrganismo isolado e purificado é a informacao associada, que
alimenta o banco de dados da colecao e auxilia em futuras pesquisas.
A garantia de pureza da cultura, da conservacao e, geralmente,

da identificacao taxondmica do organismo e das informacdes a

ele associadas sado funcoes e obrigacdes do curador. As colecdes
devem seguir requisitos minimos de qualidade, que incluem uma
sistematica de controle da viabilidade e pureza do estoque e do
registro das atividades de rotina, entre outras. Desta forma, as
colecoes podem garantir a qualidade dos materiais por meio da
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adocao de boas praticas advindas da implantacao de um Sistema

da Qualidade (SQ), baseado em diversas Normas de Qualidade. No
ambito mundial, a Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento
Econdmico (OCDE), organismo internacional e intergovernamental
que agrupa os paises mais industrializados da economia do mercado,
produziu um documento (Best Practice Guidelines for BRCs) que
dispOe sobre a aquisicao, conservacao e cultivo de microrganismos.

Assim como é essencial a conservacao da biodiversidade, a agregacao
de valor ao material mantido nas Colecdes de Culturas tem grande
importancia para o desenvolvimento de novos processos e produtos
tecnoldgicos. A caracterizacao dos acessos, feita frequentemente

em parceria com diferentes grupos em projetos de pesquisa, também
vem assumindo espaco na rotina dos bancos de germoplasma
microbiano. Informacdes basicas sobre as caracteristicas das linhagens
conservadas auxiliam na selecao inicial ou divisdo em grupos com
funcoes desejadas. Estudos de atividade biolégica, crescimento e
reproducao, producao de compostos (enzimas, proteinas, toxinas,

volateis etc) e caracterizacOes genéticas estdao entre os mais aplicados.

Além disso, as Colecoes de Culturas oficiais devem também estar
preparadas para o recebimento de amostras de outras colecdes ou

instituicOes e para a remessa formal de seus acessos quando solicitada.

As atividades de intercambio e caracterizacdao dos acessos sao
diretamente reguladas pela legislacdo vigente no pais sobre as
questdes relacionadas ao patrimdnio genético. O marco regulatério
aplicavel as atividades de coleta, acesso e/ou intercAmbio (remessa,
transporte, importacao e exportacao) de amostra de patrimdnio
genético, bem como de acesso ao conhecimento tradicional
associado é constituido pela Medida Proviséria 2.186-16, de 23

de agosto de 2001, seus Decretos regulamentadores e normas
infralegais, expedidos pelo Conselho de Gestao do Patrimoénio
Genético (CGEN), pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e

dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Com a internalizacao
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da Convencao sobre Diversidade Bioldégica pelo Brasil por meio dessa
MP, as pesquisas que prevéem acesso e remessa de amostras de
microrganismos para finalidades de pesquisa cientifica, bioprospeccao
e desenvolvimento tecnolégico requerem autorizacao prévia, sob
pena da instituicdo a que pertence o pesquisador responséavel e o
préprio pesquisador sofrerem as sancdes previstas na legislacao.

A Rede de Recursos Genéticos Microbianos da Embrapa
esta atualmente organizada em diferentes agrupamentos de
microrganismos, divididos pela funcao que eles exercem.
Cada agrupamento contém em geral, mais de uma colecao
institucional de pesquisa e diversas colecoes de trabalho
associadas. Os agrupamentos sao apresentados a seguir.

Microrganismos Multifuncionais - Existe demanda crescente por
produtos agricolas, florestais e pecudrios resultante do aumento

na populacdo mundial e da elevacido do indice de Desenvolvimento
Humano dos paises. Entretanto, as terras disponiveis para o cultivo
sdo limitadas e o quadro é agravado pela degradacao dos solos pelo
manejo inadequado, acompanhado de eroséo, lixiviacao, salinidade

e reducédo da fertilidade. H4 um alto custo em tornar um solo
agricultavel e manté-lo produtivo sem degradacao e poluicdo ambiental.
Ha um custo maior ainda para recuperar solos degradados pelas
atividades humanas. Além do fator econémico, a preocupagao com

as mudancas climaticas e a necessidade de aumentar e perenizar a
produtividade agricola enfatizam a importancia do uso biotecnolégico
de microrganismos benéficos ao crescimento de plantas e recuperacao
ambiental. Estes microrganismos vivem nos solos ou como endéfitos e,
devido as inimeras funcdes que desempenham nos ecossistemas, sao
designados de “multifuncionais”. Destacam-se nesse grupo as bactérias
diazotréficas (BDs), os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), os
microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCPs) e os
microrganismos biodegradadores e biorremediadores (MBBs). As BDs
fixam N2 atmosférico e o disponibilizam para as plantas; os FMAs
auxiliam na absorcao de nutrientes e protegem as plantas de estresses
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quimicos, fisicos e biolégicos; os MPCPs inibem patégenos radiculares,
solubilizam nutrientes, produzem hormonios, entre outras agoes,
garantindo plantas mais vigorosas e resistentes a pragas e doencas e
os MBBs sao capazes de transformacoes bioquimicas de poluentes,
principalmente de pesticidas, promovendo principalmente a ciclagem
de nutrientes e a biorremediacdo dos solos. Os Microrganismos
Multifuncionais sao essenciais ao funcionamento dos ecossistemas,
sendo que Colecdes que preservem a diversidade genética e funcional
dos mesmos aumentam a perspectiva de prospeccao e aplicacao em
biotecnologias para conservacao ambiental e sustentabilidade agricola.

Microrganismos Agentes de Biocontrole - As estratégias de controle
biolégico de pragas e doencas agricolas ganharam maior destaque
com as exigéncias do mercado e da sociedade referentes a seguranca
alimentar e a necessidade de preservacao do meio ambiente. Um
aspecto fundamental no desenvolvimento de novos biopesticidas é

a descoberta de linhagens com maior atividade ou mais adaptadas

as condicOes ambientais onde esses produtos serao utilizados. Dai a
necessidade de um fluxo continuo de coleta, isolamento, caracterizacao
e avaliacao de agentes de biocontrole. Caracteristicas desejaveis nos
organismos de interesse podem ser introduzidas ou potencializadas,
por meio de técnicas da biologia molecular, associadas a engenharia
genética. Produtos a base de bactérias, virus e fungos para o controle
de insetos-pragas sdao comercializados ha mais de trinta anos no Brasil.
De modo semelhante, o biocontrole de plantas daninhas e de doencas
de plantas pelo uso de microrganismos ja faz parte de programas

de pesquisa com resultados promissores no pais. Prevé-se que a
utilizacdo dos biopesticidas v4 aumentar na medida em que legislacdes
de protecdo ambiental mais rigorosas forem adotadas e produtos

mais eficientes e baratos forem lancados no mercado nacional.

Microrganismos Fitopatogénicos - No caso dos microrganismos
fitopatogénicos, a constante coleta, caracterizagdao e conservagao sao
importantes para atender as necessidades e demandas de diversas
pesquisas agricolas e florestais. O elevado nimero de patégenos
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de importancia econdmica e a baixa produtividade das diferentes
culturas no Brasil estao diretamente relacionados. As linhagens de
fitopatdgenos sao importantes como referéncias para quarentena, para
serem utilizadas no desenvolvimento de “kits” diagnésticos de doencas
de plantas, nos estudos de variabilidade morfolégica, patogénica

e molecular com o objetivo de averiguar a co-evolucao dos atuais
patétipos ou racas presentes no campo e as novas introducdes de
fontes de resisténcia e posterior uso na selecao de plantas resistentes
as doencas e no desenvolvimento de principios ativos para seu controle
quimico. Adicionalmente, indutores de resisténcia e antagonistas a
patégenos sao selecionados para atuacdo no controle biolégico de
doencas. Sao mais de 25 espécies de fungos e bactérias identificadas
e preservadas por criopreservacao, método castellani ou em silicia

gel. As trocas de culturas puras entre profissionais e instituicoes
nacionais e internacionais sao possiveis e facilitadas quando os
materiais sdo catalogados, caracterizados e preservados em Colecdes.

Microrganismos de Interesse para a Agroindustria e Producdo Animal -
O fornecimento de alimentos seguros e de qualidade, e em quantidade
adequada para garantir o bem estar e a saude dos consumidores,

e a producao e a conservacao de alimentos estao intimamente
relacionados com a presenca, atividade, e acao benéfica ou deletéria
dos microrganismos. Sdo exemplos de acado benéfica a atividade

das bactérias fermentadoras lacticas, amplamente empregadas na
producao de alimentos como leites fermentados, iogurtes e queijos,
bem como no processamento de carnes, bebidas alcodlicas e vegetais;
e as leveduras empregadas na elaboracao de vinhos, cerveja e na
panificacdo. As acoes deletérias sdo causadas por microrganismos
patogénicos para os animais de producdo, ou aqueles que deterioram
alimentos resultando em perdas econ6micas significativas e prejuizos
na qualidade dos alimentos e reducao do valor nutritivo. Incluem-se
ainda nesse grupo os microrganismos patogénicos para o homem

que podem ser veiculados em alimentos de origem animal e causam
infeccoes alimentares. As colecdes de microrganismos de interesse

da agroindustria e producao animal compreendem bactérias, virus,
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leveduras e fungos filamentosos com potencial de aplicacdo na
indUstria de alimentos e na producao de energia, agentes de doencas
dos animais de producao, patdgenos humanos transmissiveis pelos
alimentos, microrganismos deterioradores de alimentos e comensais
do rimen. Os microrganismos preservados apresentam o potencial
de uso para o desenvolvimento de métodos de diagndstico de
doencas de animais, rastreabilidade de surtos de doencas, estudo

de fatores de viruléncia de agentes de doencas que podem ser
empregados para o controle de doencas de animais, producao de
imunobiolégicos ou vacinas. Para a agroindUstria e agroenergia,

0s microrganismos exercem acao fundamental, pois as leveduras,
bactérias ou fungos filamentosos produzem diversas substancias

ou enzimas com potencial de aplicacao industrial. Os préprios
microrganismos sao empregados na producao e conservacao de
bebidas e alimentos em geral e também na producao de combustiveis.

Em Ultima anélise, as Colecdes de Culturas de Microrganismos da
Embrapa representam um dos mais importantes patrimoénios da
empresa, cujo valor e importancia somente agora com a legislacao
sobre patrimbnio genético comecam a ser percebidos e valorados.

A evolucao da compreensao do papel dos microrganismos no meio
ambiente tem fornecido subsidios para o desenvolvimento de aplicacoes
biotecnolégicas, além de ser fundamental no estabelecimento de
politicas de biosseguranca, de projetos em agricultura sustentavel

e de programas de desenvolvimento industrial. O recurso genético
microbiano bem conservado e caracterizado representa importante
fonte de variabilidade genética, e proporciona estoques de material para
uso em diversos programas de interesse da sociedade, como insumos
baseados em microrganismos ou seus subprodutos, material biolégico
certificado, informagcdes associadas e outros servicos que uma colecao
pode prestar, como por exemplo, de taxonomia e identificacao. Isso
cria oportunidades para desenvolvimento de processos tecnoldgicos, de
comercializacao de servicos e de agregacao de valor a biodiversidade
brasileira. A Embrapa que sempre investiu no conhecimento cientifico
como elemento propulsor da competitividade e geracao de riqueza para
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sociedade brasileira investe cada vez mais na ampliacao e melhoria
de suas colecdes microbiolégicas para garantir uma agricultura
nacional soberana, autossustentavel e sem degradacao ambiental.

InformacdGes adicionais: acesse o Portal da Plataforma Nacional de Recur-
sos Genéticos http://plataformarg.cenargen.embrapa.br
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O Brasil tem sua industria de bioetanol de primeira geracao
consolidada, sendo o segundo maior produtor mundial desse produto.
Na primeira geracao no Brasil, o bioetanol é obtido a partir da
fermentacado da sacarose do caldo de cana-de-acucar. Os Estados
Unidos sao atualmente o primeiro produtor mundial de bioetanol com
sua plataforma baseada na hidrélise do amido de milho e posterior
fermentacao. Entretanto, o bioetanol brasileiro é mais competitivo que
o americano. Apesar de algumas crises momentaneas na producao,
pode-se afirmar que o bioetanol brasileiro € um fator determinante
para a seguranca energética do Pais. Além disso, o bioetanol tem
grande expressao na matriz energética brasileira. Essa matriz é
tradicionalmente limpa devido as hidrelétricas, mas recentemente o
Pais tem se destacado mundialmente pela alta proporcado de energia
renovavel derivada diretamente da cana-de-aclcar. Assim, o Brasil é
hoje considerado como um dos lideres mundiais em energias limpas e
renovaveis pelo seu esforco tecnolégico e investimentos em pesquisa
desde décadas passadas (revisado em SOCCOL et al., 2010).
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O crescimento populacional e 0 aumento da demanda energética,
aliados a preocupacdes com a sustentabilidade da vida no planeta
tém sido topicos constantes na agenda global de discussodes.

Assim, vérios paises, incluindo o Brasil, tém iniciado programas de
pesquisa visando a desenvolver novas tecnologias para conversao
de biomassa lignocelulésica em bioetanol, também chamado
bioetanol de segunda geracao. Para o Brasil essa possibilidade
tecnoldgica é extremamente atraente em seu potencial comercial
devido a sua tradicao no negodcio agricola, grande extensao territorial
e clima favoravel a producao de biomassa lignocelulésica.

Neste contexto, a Embrapa é uma empresa que tem como

missao gerar solucdes para o negdcio agricola. Historicamente
isto significou trazer solucdes tecnoldgicas para a producao de
alimentos. No novo contexto mundial, conforme mencionado
anteriormente, a Embrapa vem se adaptando e agora assume mais
um importante papel, o de gerar solucdes tecnoldgicas para a
producao de biomassa voltada a producao de biocombustiveis.

As rotas bioquimicas para producao de bioetanol de segunda
geracao que estao sendo desenvolvidas na Embrapa e em outras
instituicOes resumidamente possuem as seguintes etapas: a) pré-
tratamento, b) hidrélise enzimética, c) fermentacao alcodlica e

e) destilacdo do bioetanol. A etapa do pré-tratamento visa expor
as fibras de celulose deixando-as mais acessiveis a hidrélise
enzimatica. Isto pode ser realizado de diversas maneiras como pelo
pré-tratamento acido, basico ou explosao a vapor, somente para
citar os métodos mais comuns. Na etapa de hidrélise enzimatica,
coqueteis contendo as enzimas necessarias a desconstrucao da
celulose e outros componentes da parede celular atuam sobre a
biomassa vegetal liberando os monossacarideos que serdo usados
na etapa seguinte de fermentacdo. Desta maneira, na etapa de
fermentacao, o microrganismo escolhido, sendo este em muitos
casos a levedura Saccharomyces cerevisiae, converte esses aculcares
em condicOes anaerdbicas em etanol pela via de fermentacao
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alcodlica. O processo é finalizado pela destilacao do bioetanol pela
qual este produto é separado de outros componentes da mistura.

Esta claro que um dos gargalos tecnolégicos da rota para producao

de bioetanol de segunda geracao é a producado de enzimas eficientes

e a preco baixo, compativel com a obtencdao de uma commodity
(bioetanol) como produto final. Empresas privadas tém disponibilizado
comercialmente coqueteis enzimaticos. Entretanto, estes ndo sao
otimizados para biomassas brasileiras, nem tampouco para o processo
de producao de etanol de segunda geracao sendo desenvolvido pela
Embrapa. A Embrapa tem bancos de germoplasma de diversas espécies
vegetais e possui em andamento projeto de avaliacdao de biomassas
como a cana-de-acuUcar, sorgo sacarino e sorgo energia, espécies
gramineas como do género Pannicum, Brachiaria e o capim-elefante,
bem como espécies florestais para a producao de bioetanol de segunda
geracao. Sabe-se que a composicao da parede celular apresenta
variacoes espécie-especificas e que cada tipo de pré-tratamento

altera a biomassa de maneira diferente. Assim, ha necessidade nao
somente de obtencao de enzimas mais eficientes e baratas, como
também customizadas a biomassa e pré-tratamento escolhidos.

Neste contexto, em alguns de nossos projetos temos focado na
exploracao da biodiversidade microbiana brasileira para gerar insumos
na forma de coqueteis enzimaticos para o processo de producao

de bioetanol de segunda geracao. As técnicas de microbiologia e
biologia molecular permitem a obtencédo de produtos de alto valor
agregado a partir da biodiversidade microbiana de maneira sustentavel.
A viabilizacdo comercial destes produtos pode vir a ser forte
argumento para a preservacao de ambientes naturais brasileiros.

Em nosso trabalho, contemplamos tanto a diversidade microbiana
cultivada quanto a nao cultivada. Entretanto, aqui serdo mencionados
apenas os principais avancos relacionados ao componente nao
cultivado, explorado por técnicas metagendmicas. A metagenémica
comecou com a proposta pioneira do Dr. Norman Pace, da Universidade
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de Indiana (E.U.A.), de acessar diretamente os genomas coletivos de
um ambiente. O termo metagenoma foi, entretanto, cunhado pela Dra.
Jo Handelsman, na época professora da Universidade de Wisconsin
em Madison (E.U.A.). Na abordagem metagen6mica, as técnicas de
biologia molecular sao utilizadas para extrair o DNA da comunidade
microbiana presente no ambiente, sem haver uma etapa de cultivo

de microrganismos, o que poderia seriamente restringir o nUmero de
microrganismos acessados. Calcula-se, dependendo do ambiente, que
apenas cerca de 1% dos microrganismos presentes sao facilmente
cultivados em laboratério pelas técnicas tradicionais da microbiologia.
Assim, a metagen6mica tem revolucionado a microbiologia trazendo
ao conhecimento do homem e inclusive permitido a exploracao
biotecnolégica destes outros 99% dos microrganismos do ambiente.

Desta maneira, a abordagem metagen6mica pode contribuir com
novas enzimas para coqueteis gerados a partir de microrganismos
cultivados, melhorando desta forma o desempenho na hidrélise
de biomassa vegetal. Os ambientes escolhidos para serem
focados neste trabalho sdo o rimen caprino e o solo de dois
importantes biomas brasileiros: o Cerrado e a Amazonia.

O rimen caprino é um érgao adaptado para degradacao da biomassa
vegetal e estudos de microbiota mostraram uma alta porcentagem de
bactérias nao classificadas (34.3%), bem como apresenta grupos de
microrganismos previamente apenas conhecidos como presentes na
agua do mar (CUNHA et al., 2011). Por outro lado, a heterogeneidade
do solo com seus varios microambientes é responsavel por uma alta
diversidade das comunidades microbianas existentes. Estudos pioneiros
sobre a diversidade das comunidades bacterianas e fungicas dos

solos do Cerrado (QUIRINO et al., 2009; CASTRO et al., 2008) foram
realizados utilizando técnicas tradicionais de sequenciamento. Estudos
mais recentes sobre a comunidade bacteriana usando técnica de
sequenciamento paralelo em massa (pirosequeciamento) confirmaram
os resultados anteriores de haver predominancia de espécies do género
Acidobacteria (ARAUJO et al., 2012). Acidobactérias sdo um grupo
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comum em solos de todo mundo, mas pouco conhecido do ponto de
vista de suas funcoes ecoldgicas e com poucos membros cultivados.
A Amazénia é um hot spot de biodiversidade e espera-se que as
comunidades microbianas de solo também contenham enzimas com
alto potencial biotecnolégico para a producao de biocombustiveis.

Para explorar o potencial biotecnolégico de comunidades microbianas
brasileiras para a producao de bioetanol de segunda geracao, foram
otimizados protocolos para extracdao de DNA e posteriormente
foram construidas bibliotecas metagenémicas do rimen caprino
(CUNHA et al., 2009), do solo da Amazoénia (Paluan e Quirino,
artigo em preparo) e do solo do Cerrado (CASTRO et al., 2011). A
otimizacao da extracao de DNA é uma etapa de grande importancia
uma vez que cada amostra ambiental vem com contaminantes
especificos que podem ser incompativeis com o uso do DNA em
aplicacdes de biologia molecular. Como exemplo, pode-se citar

que o solo de Cerrado possui alto contetido de argila (>55% p/p),
baixo pH (4,7) e alto nivel de ferro (146 ppm), condicdes que
dificultam a extracao e purificacdo do DNA da microbiota associada
a esse solo para aplicacdes moleculares (CASTRO et al., 2011)

Apo6s a extracao de DNA metagen6mico em quantidade e qualidade
suficientes para aplicacdes de biologia molecular, uma biblioteca de
pequenos insertos (3-8 kb) com cerca de 50.000 clones (CUNHA
et al., 2009) foi construida a partir do rimen caprino. Em relacao
aos solos dos biomas Cerrado e Amazonia, foram construidas duas
bibliotecas para cada um dos ambientes: uma de pequenos insertos
(3-8 kb) e outra de grandes insertos (30-50 kb). A biblioteca de
pequenos insertos do solo da Amazo6nia contém cerca de 70.000
clones (Paluan e Quirino, em preparo), enquanto que a de grandes
insertos possui cerca de 200.000 clones (Bergmann e Quirino,

em preparo). A biblioteca de solo de cerrado de pequenos insertos
(~8 kb) possui 150.000 clones, enquanto que a de grandes
insertos (~ 35 kb) possui 65.000 clones (CASTRO et al., 2011).
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Tendo em vista a complexidade de composicao e de estrutura da
parede celular vegetal, os coqueteis utilizados para a desconstrucao da
mesma devem conter em sua formulacao varias enzimas hidroliticas,
bem como enzimas acessérias, . Algumas enzimas imprescindiveis
para a hidrélise da celulose sao endoglicanases, exoglicanases
(celobiohidrolases) e B-glicosidases. Também é comum em coqueteis

a presenca de xilanases que atuam sobre a hemicelulose.

Assim, visando a identificacdo de enzimas Uteis para a desconstrucao
da parede celular por abordagem metagenémica, foram otimizados
protocolos para ensaios funcionais para diversas atividades enzimaticas
(Ramos e Quirino, em preparo). Até agora foram obtidos por meio
desses bioensaios funcionais 368 clones positivos para endoglicanase,
2 para celobiohidrolase, 39 para B-glicosidase, 72 para xilanase, além
de varios clones positivos para outras atividades nao relacionadas

a desconstrucao da parede celular vegetal como lipases, amilases

e quitinases. Os vetores desses clones estdo sendo extraidos e re-
transformados em novas células para confirmacao do fendtipo,

bem como determinacao de estabilidade do mesmo. Além disto, o
perfil em gel de agarose dos vetores apds digestdo com enzimas

de restricao esta sendo determinado para identificar quais clones

sdo repetidos. Aqueles clones que possuem fendétipo estavel e sao
diferentes dos demais estao sendo sequenciados por primer walking.
Até agora foram determinadas as sequéncias completas de 18 clones,
sendo a maioria destes provenientes da biblioteca metagen6mica

de rimen de caprinos. Apenas cerca de metade dos clones possue
ORFs identificadas como enzimas da classe das glicosil hidrolases

ou modificadoras de carboidratos. Este resultado confirma o alto
potencial da abordagem metagendmica para a descoberta de novas
enzimas. Mais clones estao sendo sequenciados, e algumas proteinas
ja foram escolhidas para superexpressao, purificacdo e caracterizacao
das propriedades cinéticas. Apds superexpressas, essas enzimas
serdao adicionadas a coqueteis provenientes de microrganismos
cultivados e o desempenho contra biomassas naturais pré-tratadas
como bagaco de cana-de-aclcar e capim-elefante sera testado.
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Biocatalysts for production
of lignocellulosic ethanol; an
engineering perspective

Bruce S. Dien
Ronald E. Hector
Michael A. Cotta

Much research has and continues to be pursued with the goal of
commercializing processes for exploiting lignocelluloses as a feedstock
for fuel ethanol production. This review attempts to discuss current
research trends from the perspective of a process engineer. The most
important criterion for determining commercialization potential is the
return on investment (ROI), which is usually presented as the rate of
return in the form of an interest rate. The ROl is calculated from the
variable and fixed operating costs, capital depreciation, taxes, and
selling price of the biofuels. An acceptable ROl depends upon many
factors, one of which is technical risk. The technical risk describes the
expected time for start up before achieving the designed production
capacity. echnical risk can be minimized by employing standard unit
operations and streamlining process designs. Some plants never reach
their expected production capacity. nvestors expect a higher ROI for
projects requiring more capital and with higher technical risk. Finally,
there is sensitivity to scaling, which describes the minimum sized plant
required to produce a profit. Cellulosic biofuels plants are sensitive to
scaling because the feedstock is a high bulk material that is not easily
transported long distances. Larger plants also consume more water and
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utilities, which further constrain site selection. Advances in biocatalyst
technologies favorably impact all of these factors. In the words of a
senior microbiologist working for a major corn ethanol engineering
company: “Microbes replace steel.” This chapter will focus on the
interaction between biocatalyst development and process design.

CBP

Biocatalysts Define the Entire

. Process
Blomass

SSF SHCF SSCF

Cellulase
production

Cellulose
hydrolysis
Hexose
Fermentation
Pentose
Fermentation

v
Biofuels

Each box equals one bioreactor

Figure 1. Expanding the properties of biocatalysts for biofuels production can lead to
capital savings. In the ultimate case, where the microorganism produces all of its own
hydrolysis enzymes and co-ferments hexose and pentose sugars, only one reactor would

be needed.

As shown in Figure 1, the biocatalysts define the process. In the most
conservative process design, separate microorganisms are used to
produce cellulases, ferment hexoses, and pentoses and enzymatic
hydrolysis is conducted in a fourth tank. The enzyme hydrolyzer can be
eliminated when cellulase and the glucose fermenting microorganism
are combined for simultaneous saccharification and fermentation

(SSF). And, if hydrolysis, glucose and pentose fermentation are all
combined, which requires a microorganism capable of co-fermenting
these sugars, the process can be conducted in two bioreactors as a
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Simultaneous Saccharification and co-Fermentation (SSCF). Finally,
in the ideal case of consolidated bioprocessing (CBP), a single

or consortium of microorganisms is used that produces its own
enzymes as well as fermenting all the sugars to biofuels (LYND et
al., 2005). In this last case, only a single bioreactor is needed, albeit
size is dependent upon productivity. Therefore, expanding the role
of the biocatalyst(s) is one strategy for streamlining the process.

Process and Pretreatment

The core unit operations for producing cellulosic biofuels are
pretreatment, enzymatic hydrolysis, and fermentation. At the
Agricultural Research Service (ARS), we have developed a dilute
ammonium hydroxide process that is effective for pretreating
herbaceous biomass. Biomass is pretreated at 170-180° for 20 min
with 4-8%w/v ammonium solution. The ammonium is subsequently
removed by evaporation and biomass either converted to sugars

by enzymes or to ethanol by SSF. Typical glucose fermentation
yields are above 80% (Table 1) and 52.9 — 79.6% for glucose

and xylose co-fermentation. Total sugar yields are lower than for
glucose because we are using a 1st generation xylose-fermenting
GMO S. cerevisiae for which xylitol is a significant co-product.

We are also currently developing on a low-moisture ammonium
pretreatment that uses 60% solids, milder temperature, and the
same ammonium hydroxide loading. Early results are very promising
for switchgrass. Increasing solids loading during pretreatment is
advantageous for lowering overall water usage, decreasing steam
requirements because less water is heated, and for achieving
higher fermentation titers, which enhances product recovery.

33
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Table 1. Ethanol conversion yield efficiencies for biomass pretreated with dilute
ammonium

Alfalfa (stems) 86.4-94.7% 66.0 - 79.6%
(8%, 170°C, 20 min)

Reed Canary Grass 90.4% 53.9 - 68.2%
(4%, 170°C, 20 min)

Forage Sorghum 57.3-81.8% Not Available
(4%, 170°C, 20 min)

Switchgrass 67.8-82.9% 42.5-52.9%
(8%, 180°C, 20 min)

Enzymes

While there has been continued improvement in enzyme efficiencies,
their overall cost still remains a concern. Recently the U.S. Department
of Energy (HUMBIRD et al., 2011) estimated that with onsite
production of cellulases, enzymes would account for 16% of the
production costs. The reason for this high cost is shown in Table 2,
which contrasts the amount of granular starch amylase used for a
corn to ethanol fermentation versus four pre-commercial cellulases
used for fermentation of corn stover pretreated with dilute-acid

and washed. The corn fermentation results are from ARS (DIEN et
al., 2012) and the cellulase results from McMillan et al. (2011).

The yield efficiencies using the cellulases were higher than those
observed for starch fermentation. However, the enzyme loading
was 22x higher and the productivities 10x lower. Slower conversion
rates add to capital costs because it necessitates longer holding
times and larger tanks. But the dominant reason that enzyme costs
are so high is because of the higher loadings. However the reader

is cautioned that a more thorough review would compare loadings
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on a protein basis and that enzyme companies have and continue
to make significant progress in reducing the costs of enzymes.

The choice of pretreatment also influences the selection and amount
of needed enzymes. Strong acid pretreatments hydrolyze cellulose

and hemicellulose to sugars and therefore dispense with the need

for enzymes entirely. Pretreatments that eliminate cellulose’s crystal
structure dramatically lower amount of required cellulases. These
pretreatments include organosolv, concentrated phosphoric acid,

and room temperature liquid ionic solutions. However, all of above

use non-aqueous solvents as their reaction media and are, therefore,
critically dependent upon efficient recycling loops. Dilute-acid

will hydrolyze hemicellulose and therefore cellulases are primarily
required for hydrolysis of cellulose. However in the advent of low-
cost hemicellulases, lower severity pretreatment conditions would be
favored that incur limited xylan hydrolysis. Complete acid hydrolysis of
xylan leads to greater production of sugar degradation products that
are inhibitors of fermentation. Hydrothermal and alkaline pretreatments
do not saccharify hemicellulose and therefore depend upon a full suite
of cellulases and hemicellulases for producing fermentable sugars.

Table 2. Comparison of amylase and cellulase

Biomass Ground corn Dilute-acid pretreated &
washed corn stover

Enzyme Granular Starch Pre-commercial Cellulases
Amyl
mylase A B c D
Enzyme
Loading (mg 4.0 318 89 209 519
total wt/g
glucan)

Continua...
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Table 2. Continuation.

Ethanol Yield 83% 85% 85% 88% 92%
Eff.

Productivity 2.3 0.22 0.42 0.43 0.44
(g/1/h)

Cost (per gal 1-5 cents $0.34 - $1.47

ethanol)

Numerous avenues are being pursued to lower the cost of
enzymes (Table 3). Within the ARS, we are pursuing development
of higher quality feedstocks. We have observed that lowering
lignin contents within forage sorghum increases ethanol yields

by 157% at similar enzyme loadings (sorghum paper). We

have also been able to increase ethanol yields using alfalfa
cultivars with altered lignin composition (DIEN et al., 2011).

Table 3. Strategies for Lowering Cost of Enzyme Production

Use Less Enzymes
Better biomass & pretreatments
More active enzymes & mixtures (per mg protein)
Produce Cheaper Enzymes
On-site Enzyme Production (e.g. Gulf Process)
Produce /n situ within green plants
Consolidated Bioprocessing
Secreted enzymes (e.g. fungal enzymes expressed in yeast)
Cellulosomes (e.g. anaerobic bacteria)

Recycle Enzymes

Fermentation and Microorganisms

A list of traits important for commercial application of microorganism
is shown in Table 4. The most important traits are yield and product
selectivity, tolerance, and productivity as each of these directly
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impacts production costs. The microorganisms should also be capable
of fermenting sugar mixtures for co-fermentation of hexoses and
pentoses, and if a SSF scheme is envisioned the fermentation and
enzyme operative pHs need to coincide. For example, 7. reesei and

S. cerevisiae both operate well at pH 5. The final list of conditions

is associated with minimizing technical risk. The strain needs to be
hardy, stable for selected or molecular engineered traits, and resistant
to various inhibitors commonly present in hydrolysates. Strains that
grow at a low pH or high temperature are also preferred because
these culture conditions tend to impede microbial contamination.

Table 4. Important traits for ethanol producers

High Ethanol Yield and Product Selectivity
High Ethanol Tolerance (>50 g/l)
High Ethanol Productivity

Broad range of sugars fermented in sugar mixtures
Compatibility with 7. reesei cellulases for SSF

Hardiness (in both glucose and xylose cultures)
Phenotypic stability

Inhibitor Tolerance (e.g. furfural, HMF, acetic acid, etc.)
Growth of low pH (< 5.0) or high temperature (>50°C)

The largest cost for producing cellulosic ethanol is the feedstock,
which emphasizes the importance of obtaining a good yield. Product
yield also affects biomass collection and capital costs. As yield
declines more biomass is needed to maintain production, which
means biomass needs to be transported from further way and greater
quantities stored on location. Also, plant equipment needs to be larger
because more biomass will need to be processed and equipment is
sized based upon volume. However, the goal of achieving the highest
possible yield is tempered by productivity (Figure 2). As ethanol yield
increases, so does ethanol concentration and soon ethanol begins to
slow the specific fermentation productivity. As productivity falls, so
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does annual ethanol production, which is shown for 90% + yield. At
some point, loss in potential production from the slowing fermentation
rate exceeds losses from the lower yield and the fermentation is
halted. In mixed sugars fermentations, this relationship can be more
complex as often xylose is repressed while glucose is still present
and only slowly fermented thereafter. The third most important

fermentation parameter is ethanol concentration. The target value for

ethanol titer is usually 5% w/v or greater because energy demands
dramatically increases at lower concentrations (MADSON; LOCOCO,
2000). Increasing the final ethanol concentration beyond 5% will
further lower distillation costs further and reduce water usage.
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Figure 2. Ethanol yield and productivity are interdependent because as yield increases,
the higher ethanol titer begins to inhibit ethanol production and productivity declines. The

slower productivity leads to a decrease in production for a fixed plant size.

A trait closely linked with product yield, is the range of sugars
fermented by the microbe. Depending upon the source of herbaceous
biomass, pentosans represent from 20-40% of the available
carbohydrates. Therefore, only fermenting hexoses, represents a
corresponding decrease in yield. It is hard to imagine a commercially
successful cellulosic biofuels plant that does not use pentoses. Some
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have suggested channeling pentoses to co-products. While co-products
can increase profitability and insure against market fluctuations,
they can also add capital expenses and (if novel) technical risks.

The final tier of microbial traits insures smooth operation of the
process and minimizes technical risk. Large fermentations are
operated as open processes in which slow mixing times ensures only
approximate control of culture conditions relative to those achieved
at laboratory scale. These processes demand microorganisms that
are robust and that recover speedily from any disruptions. Open
systems, equipped with clean in place systems, are also prone to
contamination. Therefore it is helpful if the microorganism grows
at either a low pH or high temperature, which precludes the
growth of most other microorganisms. As primary fermentation
reactors are very large, the inoculum needs to go through many
doublings. This microbial process traits need to be very stable

or else population shifts may occur. For example, genetic traits
need to be integrated into the genome or under /in situ selection
and if the microbe was adapted for enhanced growth (as strains
often are for xylose growth) acquired traits need to be resilient.

The final trait of importance is inhibitor tolerance. Hydrolysates
contain a mixture of aldehydes, phenolics, and organic acids that are
released or synthesized during pretreatment. Conditioning hydrolysates
with chemical methods is expensive and generate excess waste.

It is much more desirable to the extent possible to adapt strains to
withstand these inhibitors. Biological strategies include using large
inoculum, directed evolution, and genetic engineering. An example
of the later is overexpression of alcohol dehydrogenases involved

in reducing furans into their less toxic alcohol counterparts. Acetic
acid can be particularly troublesome as it is naturally released

from xylan during hydrolysis and is often generated from bacterial
contaminants. Therefore, particular attention should be paid to acetic
acid tolerance, albeit the affect of acetate can be moderated by
raising the culture pH. An alternate strategy is to use a pretreatment
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that does not generate excess inhibitory compounds. We have found
that treatment with ammonium hyroxide generates biomass that

is readily fermented by yeast without a lag or adaptation phase.
Ammonium hydroxide pretreatment does not generate furans and
converts much of the acetic acid to a lesser inhibitory compound.

Summary

Advances in biotechnology have and continue to promote
commercialization of cellulosic ethanol. Much progress has been
made in developing cellulases and hemicellulases with increasing
specific activities and strains that more readily ferment hexose
and pentose streams faster and to higher yields. Future trends
will likely include enhancing biomass quality without sacrificing
biomass yield by genetically engineering plant cell walls,
continued development of microorganisms that produce their
own hydrolytic enzymes, and the application of synthetic biology
for production of a broader range of fuels and co-products.
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Ciéncia e tecnologia na selecao
de leveduras para producao de
etanol

Henrique V. Amorim
Mario L. Lopes

Introducao

Atualmente, as leveduras selecionadas sao responsaveis pela
producdo de cerca de 70% de todo o alcool produzido no pais, ou
seja, 16 bilhdes de litros por ano. Cinco linhagens de leveduras
industriais tem se destacado até o momento: PE2, CAT1, FT858L,
BG1 e SA1. Essas leveduras foram selecionadas por apresentarem
caracteristicas de dominancia e persisténcia nas fermentacoes
industriais com reciclo de células ao longo da safra de cana-de-
aclcar. Além disso, em experimentos realizados em escala de
laboratério, elas apresentaram uma combinacao favoravel de
caracteristicas importantes para as industrias como, elevado
rendimento fermentativo, manutencao de viabilidade elevada,
baixa formacéao de glicerol, pouca producado de espumas, nao

sdo floculantes “per si” e toleram bem as condicOes estressantes
impostas pelas fermentacdes. Atualmente, 170 destilarias em todo
pais (41% das unidades industriais) fazem uso dessas leveduras.
O foco deste capitulo sera voltado para a ciéncia e tecnologia na
selecao de leveduras, a importancia de conhecer os processos
industriais, os avancos obtidos nos ultimos 30 anos, as leveduras
personalizadas, os contaminantes das fermentacdes industriais e
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suas caracteristicas, superioridade das leveduras selecionadas frente
a contaminacao bacteriana e toxidez por aluminio do mosto, assim
como para o processo de fermentacdao com alto teor alcodlico.

Processos industriais de fermentacao
alcodlica no Brasil

Os processos industriais de fermentacao alcodlica no Brasil

para producao de alcool combustivel se distinguem das demais
fermentacdOes por utilizar um grande volume de células de leveduras
que sao reaproveitadas em sucessivos reciclos durante a safra

da cana-de-agucar. O processo de fermentacao foi originalmente
desenvolvido por Firmino Boinot nas usinas na regiao de Melle,
Franca, durante a década de 30 (AMORIM; LOPES, 2004). A partir
da década de 70, com inicio do Proalcool, diversas melhorias neste
processo foram introduzidas nas usinas. Estes avancos permitiram
as destilarias brasileiras alcancar rendimentos fermentativos de 92-
93% em relacdo ao rendimento tedérico por Gay-Lussac (100% de
rendimento corresponde a 1g de glicose transformada em 0,511g
de etanol e 0,489g de CO?). Dentre estas melhorias destacam-

se a selecao de leveduras industriais, mudancas nas condicoes

do processo de fermentacao como o controle da contaminacao
bacteriana, o teor de levedo no vinho, a geometria das dornas, a
conducao do processo propriamente dito, assim como, 0s avancos
na produtividade e qualidade da cana-de-actcar (Amorim, 2006).
Além disso, as anélises quimicas e microbiolégicas possibilitaram um
melhor controle dos processos de producao de alcool, reduzindo as
perdas e melhorando o desempenho do setor (AMORIM et al., 2008).

No Brasil, a producao de etanol é realizada por destilarias que
possuem dornas com capacidade para 0,5 a 3 milhdes de litros. Os
vinhos contem densidades elevadas de leveduras. Cerca de 10 a
15% do volume de vinho nas dornas é constituido pelo levedo. Isso
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significa que uma destilaria com 7 dornas operando com um milhao
de litros cada, necessita de 700 a 1.050 ton de levedo. Atualmente,
muitas usinas compram fermento seco selecionado e multiplicam
até atingir biomassa celular suficiente para iniciar o processo
industrial. Ao término da fermentacéao é realizada a centrifugacao

do vinho bruto para separacao e reutilizacao do levedo, enquanto

o vinho delevedurado segue para destilacdo. Apds a centrifugacao,
o levedo é tratado com &cido sulfdrico até atingir pH 2,0-2,5 com

a finalidade de reduzir a contaminacao bacteriana. Apés 2 a 3

horas a temperatura ambiente, o levedo retorna para as dornas de
fermentacao e inicia-se a alimentacdo da dorna com mosto constituido
por caldo de cana, caldo misturado ao melagco ou somente melaco
diluido com &agua. A fermentacao é conduzida em temperatura de
33 a 34 oC por 6 a 12 horas, dependendo da concentracao de
aclicares no mosto. Durante o periodo de safra (cerca de 200 dias)
este procedimento é repetido aproximadamente 400 vezes, ou seja,
sdo dois reciclos por dia como descrito por Amorim et al. (2011).

Basicamente existem dois processos: a fermentacao em batelada
alimentada e a fermentacao continua. A primeira é utilizada por cerca
de 85% das destilarias brasileiras, enquanto que, a fermentacéao
continua estd em 15% das unidades industriais (GODOY et al.,
2008). Os dois processos apresentam caracteristicas distintas, dentre
outras, o nimero, disposicao e geometria das dornas, automacao,

o sistema de alimentacao, a periodicidade de limpeza das dornas,

a contaminacao bacteriana, o gasto com insumos, condicdes de
estresse sobre a levedura, entre outras caracteristicas. Porém, as
fermentacdes em batelada tém proporcionado resultados melhores
quanto ao rendimento da fermentacao, controle da contaminacao
bacteriana e economia com insumos (GODOQY et al., 2008).
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A selecao de leveduras: antes e apés a
década de 80

Até o final da década de 80 nao havia metodologias capazes

de identificar com seguranca diferentes linhagens de leveduras.

As metodologias utilizadas permitiam distinguir espécies de
Saccharomyces e outras leveduras pelas caracteristicas morfolégicas
e fisioldgicas. A habilidade de assimilar e fermentar diferentes fontes
de carboidratos e nitrogénio ou mesmo o uso de mutantes petit
(linhagens com deficiéncia respiratéria) eram a base da classificacao
das leveduras. Além disso, havia uma grande confusdo taxonémica
uma vez que muitas dessas caracteristicas eram governadas por
genes de coépia Unica. Mutacdes pontuais, recombinacdes meidticas
e mitéticas, delecdes e duplicacdes cromossdmicas originavam
fenotipos diferentes levando a classificacbes completamente
divergentes, dificultando a identificacdo e o monitoramento de
linhagens de Saccharomyces em fermentacdes industriais.

As tentativas de monitorar leveduras em fermentacdes industriais
estavam sujeitas a véarios desafios como a contaminag¢ao por uma
grande diversidade de leveduras. Isso ficou claro para leveduras

como a linhagem TA (ou M300A) desenvolvida por cruzamentos

em laboratério e para a levedura 1Z1904. Informacdes contraditérias
eram obtidas a partir das usinas onde essas leveduras tinham sido
introduzidas no inicio da safra. Em alguns casos, as fermentacdes
corriam bem, mas em outras unidades, as fermentacdes apresentavam
caracteristicas totalmente diferentes daquelas esperadas para as
estirpes originais. Sem metodologias adequadas para se identificar

as linhagens de leveduras, nao fazia sentido tentar monitorar as
populacdes ao longo das fermentacdes. Esta situacdo comecou a
mudar com o advento das técnicas moleculares baseadas na anélise
do DNA cromossdmico. O desenvolvimento da cariotipagem permitiu a
separacao dos cromossomos da levedura S. cerevisiae de acordo com
o tamanho dos mesmos por eletroforese em campos pulsados. Esta
técnica foi originalmente desenvolvida por Shwartz e Cantor (1984)
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na Universidade de Columbia, USA. Ao longo dos anos a separacao e
anélise de cromossomos intactos foi melhorada com o desenvolvimento
de diferentes sistemas de eletroforese como TAFE (transverse-
alternating field gel electrophoresis) e CHEF (contour-clamped
homogeneous electric fields) entre outros (BASIN; BASIN, 2001).

Com o advento da cariotipagem foi possivel demonstrar a grande
diversidade existente entre leveduras da mesma espécie. No final da
década de 80, a cariotipagem passou a ser utilizada com sucesso para
distinguir cepas de S. cerevisiae em regides produtoras de vinho na
Franca (VEZINHET et al., 1990). Num experimento realizado na Franca
durante seis anos consecutivos, Vezinhet et al. (1992) demonstraram
pela cariotipagem e analise dos perfis de DNA mitocondrial que
algumas linhagens de leveduras, amplamente distribuidas entre os
vinhedos, eram representantes de uma Unica regidao produtora de
vinho. Esta técnica passou a ser utilizada no Brasil gracas a trabalho de
colaboracao entre a Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ-USP), a Fermentec e o “Institut Supérieur des Products de

la Vigne et du Vin” localizado em Montpellier na Franca. Naquela
época o diretor do instituto, Pierre Barre e a pesquisadora, Francoise
Vezinhet receberam o Professor Luiz Carlos Basso (ESALQ-USP) o
qual recebeu as orientacdes a respeito da metodologia e comecou a
aplicar a técnica de cariotipagem para monitoramento das leveduras
em fermentacdes industriais no Brasil (AMORIM et al., 2004).

Os resultados comecaram a surgir logo nas primeiras anélises e
mostraram a grande diversidade de leveduras que contaminavam

os processos fermentativos. Também foi possivel demonstrar

que leveduras tradicionais como 121904 e de panificacao nao
conseguiam sobreviver e se manter no processo industrial por mais
de 30 dias. Estas leveduras eram logo substituidas por outras cepas
de Saccharomyces contaminantes, mais adaptadas as condicdes
estressantes das fermentacdes industriais (BASSO et al., 1994;
BASSO et al., 2008). A cariotipagem também revelou que havia
cepas de leveduras que dominavam e persistiam nas fermentacoes
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industriais ao longo da safra. Gracas a cariotipagem essas cepas
foram isoladas e avaliadas em laboratério sob condicoes que
imitavam as fermentacodes industriais. As melhores cepas foram
entao selecionadas para serem introduzidas nas destilarias no inicio
de cada safra e reavaliadas quanto a persisténcia e dominancia pela
cariotipagem. Isso foi possivel porque as variacbes no nimero e no
tamanho dos cromossomos permitiram estabelecer uma impressao
digital para as linhagens de leveduras que se mostrou estavel e
segura para monitoramento de fermentacdes industriais. No caso
da S. cerevisiae as variacoes de tamanho dos cromossomos de uma
linhagem para outra podiam chegar a 45% (BIDENNE et al., 1992).

Posteriormente, foram realizados trabalhos que demonstraram que
as leveduras tendem a reorganizar seus cromossomos, ganhando ou
perdendo determinadas caracteristicas que podem ser importantes
para os processos industriais de fermentacao alcodlica (LOPES,
2000). Rearranjos cromossémicos podem ocorrer por meiose ou
durante mitoses. As células que carregam modificacdes na sua
bagagem genética disputam a sobrevivéncia pelo meio com outras
leveduras, sejam elas selvagens ou variantes da linhagem original.
Como estao sob constante pressao de selecdo, imposta por
diferentes fatores industriais, as linhagens que carregam combinacdes
desvantajosas sao rapidamente eliminadas ou substituidas pelas
variantes mais resistentes. Esse processo se da de forma continua
sendo muito dindmico durante a safra porque as condicoes de
fermentacao dos processos industriais ndo sdo uniformes.

Leveduras selecionadas e personalizadas

Atualmente, as leveduras selecionadas sao linhagens industriais que
reinem caracteristicas de persisténcia e dominancia nas fermentacoes
com reciclo de células ao longo da safra assim como habilidades

de importancia industrial como elevado rendimento fermentativo,
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pouca formacao de espumas, nao sao floculantes e apresentam boa
velocidade de fermentacao. Estas leveduras, PE2, CAT1 e FT858L,
selecionadas pela Fermentec e as linhagens BG1 e SA1 selecionadas
pela Copersucar (atualmente CTC) tém sido introduzidas em diversas
destilarias brasileiras a cada safra. As leveduras selecionadas quando
avaliadas em laboratério sob condicées que imitavam todas as etapas
dos processos industriais apresentaram ganhos de rendimento de
3% sobre as leveduras de panificacdao (AMORIM et al., 2009). Em
termos relativos pode parecer pouco, mas para uma unidade que
produz um milhao de litros de alcool por dia significa 30.000 litros

a mais. Muitas usinas passaram a iniciar a safra com leveduras
selecionadas. Porém, muitas unidades continuaram a usar leveduras
de panificacao, de laboratério, cervejaria, e de outras origens.

As leveduras selecionadas produzem pouca espuma na fermentacao
e por persistirem e dominarem por mais tempo nas fermentacdes
industriais em comparacao com as leveduras de pao e de laboratério,
os problemas com espuma, causados pelas leveduras contaminantes,
também sao menores. As destilarias com o menor consumo de
dispersantes e antiespumantes (média de 0,224 g/L alcool absoluto)
apresentaram persisténcia e dominancia das leveduras selecionadas
durante toda a safra, enquanto que, as unidades com maior consumo
(média de 0,899 g/L alcool absoluto) haviam iniciado a safra apenas
com levedo de panificacao incapaz de persistir por mais de 30 dias
em fermentacdes industriais com reciclo de células. Isso tinha um
impacto direto no consumo de dispersantes e antiespumantes porque
72% das leveduras contaminantes (de um total de 250 linhagens
avaliadas) produziam espumas em abundancia, comprometendo a
capacidade (til das dornas e em alguns casos levando as perdas de
mosto e de levedo (AMORIM et al., 2004). Como a formacéao de
espumas é uma caracteristica facilmente visivel e afeta diretamente
os custos das usinas, a pouca formacado de espuma tornou-se mais
uma das vantagens associadas ao uso das leveduras selecionadas.
Posteriormente, se demonstrou que o fator responsavel pela espuma
estava na levedura, assim como, diferentes linhagens de leveduras
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apresentam padroes diferenciados na formacao de espuma, volume

e consisténcia ao longo da fermentacao (FIGUEIREDO, 2008). Nos
ultimos anos, com o avanco da colheita mecanizada, a qualidade da
cana utilizada pela inddstria tem mudado consideravelmente. Esta
mudanca na colheita da cana tem sido associada com as mudancas nas
taxas de permanéncia e dominancia de algumas linhagens de leveduras.

As leveduras personalizadas se distinguem das selecionadas

por serem especificas para um determinado processo industrial.
Caracteristicas como floculacao, formacao de espuma e velocidade
de fermentacao também podem mudar. De qualquer forma, sao
leveduras selecionadas, mas direcionadas para processos ou
necessidades especificas porque nao existe uma usina igual a outra.
Cada industria possui particularidades quanto a sua matéria-prima,
instalacOes, caracteristicas do mosto, contaminantes e conducao
do processo de fermentacao e de tratamento do levedo que as
distinguem das demais. E muito dificil uma levedura se adaptar a todas
essas variacoes. As usinas também tém interesses e necessidades
diferentes para atender as demandas de mercado que acabam
exigindo leveduras com atributos diferenciados. Esta variabilidade
nas condicoes de fermentacao tem aberto a oportunidade para a
selecao de leveduras personalizadas. Este procedimento passou a
ser chamado de “Selecao Dirigida Pelo Processo” (Process Driven
Selection), ou seja, possibilitando a obtencdo de linhagens de
leveduras mais adaptadas as condicoes e caracteristicas de cada
processo industrial. As leveduras personalizadas, obtidas por esse
processo de selecdao, tém se mostrado mais competitivas, reduzindo
as chances e os impactos causados por leveduras contaminantes.

Leveduras contaminantes

Uma das questdes que sempre acompanharam o trabalho da Fermentec
foi por que as leveduras de panificacdao eram facilmente substituidas
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durante a safra por leveduras selvagens contaminantes? Na maior
parte dos casos, estas leveduras sao do género Saccharomyces,
mas em outras situacdes ocorreram substituicdes por leveduras dos
géneros Brettanomyces (Dekkera), SchizoSaccharomyces e Candida
(AMORIM et al., 2009). Uma das suspeitas recaia sobre a atividade
killer das leveduras como tem sido descrito para fermentacdes

de vinho e cerveja. Essas leveduras produzem uma toxina capaz

de matar outras leveduras, mas que é in6cua ao ser humano.

A ocorréncia da atividade killer em leveduras foi relatada pela
primeira vez em 1963 por Bevan e Makower, a partir da observacao
de que alguns isolados da levedura Saccharomyces cerevisiae eram
capazes de produzir uma toxina letal para outras células, mas para
a qual eram imunes. Posteriormente, diversas investigacdes foram
realizadas demonstrando que a atividade killer ndo era restrita as
leveduras do género Saccharomyces (MARQUINA et al., 2002).
Restava saber se a atividade killer poderia afetar a sobrevivéncia
das leveduras selecionadas quando introduzidas nas fermentacdes
industriais. Estudos realizados no final da década de 90 com 139
leveduras contaminantes isoladas de 16 processos industriais em
que havia ocorrido a substituicao de leveduras de pao e cepas
selecionadas (PE2, VR1), mostraram que a atividade killer ndo era
o fator responsavel pela substituicao da populacao de leveduras.
Nenhuma das leveduras contaminantes apresentou atividade contra
as linhagens selecionadas e de panificacdo (AMORIM et al., 1998).

Posteriormente, outra investigacao foi realizada com a finalidade

de estabelecer quais os principais parametros relacionados a
qualidade da cana-de-aclcar e fermentacdo que pudessem estar
associados a substituicao das leveduras em escala industrial. Analises
estatisticas baseadas em dados industriais e no acompanhamento

da permanéncia e dominancia das leveduras em 19 usinas durante

8 safras consecutivas mostraram que os principais fatores foram o
tempo de queima da cana-de-acUcar e o tratamento acido do levedo.
Quando o tempo de queima/corte da cana foi superior a 65 horas,
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em 87,5% dos casos houve substituicdo do levedo durante a safra.
Estes resultados mostraram a importéncia da qualidade da matéria-
prima para reducdo da contaminacao por leveduras selvagens. Com
relacdo ao tratamento acido do levedo, em 95% dos casos investigados
ocorreu substituicao quando foram utilizadas concentracoes de &cido
sulfurico acima de 2,0 g/L na cuba durante a safra. Mais tarde,
Stambuk et al. (2009) demonstraram que as leveduras selecionadas
possuem coépias extras de genes para sintese de vitaminas B1 e B6,
enquanto que, leveduras de panificacdo e laboratério (S288c, primeira
levedura a ter seu genoma completamente seqienciado) apresentam
um numero menor de coépias. Estas vitaminas sdo elementos chave
para o metabolismo de acucar, assim como, para a sintese de

varios outros compostos de importancia vital para as células. Em
condicoes de cultivo sem vitaminas B1 e B6 a levedura industrial
CAT1 apresentou uma fase de adaptacao ao meio, muito menor em
comparacao com a linhagem S288c. Esses resultados demonstraram
que as leveduras selecionadas sao capazes de competir melhor pelo
substrato em comparacdo com cepas de laboratério ou de panificacao.

Caracteristicas das leveduras selvagens

Trés caracteristicas principais tém sido relacionadas a contaminagao por
leveduras selvagens: a formacado de espumas em excesso, floculacdo

e sobra de acucares residuais no vinho. Tais caracteristicas prejudicam
as fermentacdes industriais de diferentes formas. A formacao de
espumas acaba elevando o consumo de insumos como dispersantes e
antiespumantes. Usinas que utilizam leveduras selecionadas consomem
entre 0,2 a 0,4g de dispersantes mais antiespumantes por litro de
alcool produzido enquanto que, destilarias com leveduras selvagens
espumantes podem consumir 1 a 2 g/L alcool produzido. Considerando
a producao de 27 bilhdes de litros de alcool por ano, uma reducao

de 0,8 g/L de alcool representa uma economia da ordem de R$ 170
milhdes no consumo de um Unico insumo (antiespumantes). Quanto
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a floculacao, os problemas principais estao relacionados a dificuldade
para centrifugar o levedo, recirculacdo de vinho, aumento do consumo
de acido sulfdrico para tratar o levedo, sobra de acucares residuais no
vinho. Em alguns casos, a destilaria é obrigada a descartar toneladas
de levedo e reiniciar o processo. Devido a floculacdo, o levedo tende
a decantar, principalmente em dornas antigas com serpentinas. Por
essa razao, a floculagcao acaba prejudicando o contato do levedo

com o aclcar do mosto, elevando o tempo de fermentacéo e a

sobra de acucar no vinho. A floculagédo pode ser causada por genes
FLO ou pela formacao de cadeia de células. Apesar da formacao de
cadeia de células ou pseudohifas nao ser considerada uma floculacao
verdadeira, os efeitos no processo fermentativo sdo muito semelhantes
ao de uma floculacdo comum. Porém, a maioria das floculacoes

em fermentacdes industriais esta relacionada com contaminagcoes

por bactérias do género Lactobacillus (AMORIM et al., 2009).

Superioridade das leveduras industriais
frente a contaminacdo bacteriana

A contaminacdo bacteriana causa um grande impacto no rendimento
da fermentacédo e no desempenho geral da destilaria. Em termos
gerais, para cada 1 x 107 bactérias / mL de vinho hd um prejuizo

de 0,6% no rendimento da fermentacao. Isso pode parecer pouco,
mas se considerarmos uma destilaria produzindo um milhao de litros
de élcool por dia durante 200 dias de safra, a perda representa
1.200.000 litros de alcool em uma Unica unidade industrial. Na
pratica € comum encontrar fermentacdes com contaminacoes

que atingem 108 bactérias/mL (AMORIM; LOPES, 2005).

Por serem capazes de manter a viabilidade celular mais elevada
durante os reciclos fermentativos, as leveduras industriai
dificultam o crescimento das bactérias quando comparadas
com leveduras de panificacdo (CHERUBIN, 2003). A medida
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que as células perdem a viabilidade liberam para o meio
nutrientes e fatores de crescimento essenciais para as bactérias.
Desta forma, como as leveduras de panificacao perdem a
viabilidade com maior rapidez, também acabam favorecendo a
contaminacgao bacteriana ao liberar nutrientes para o meio.

Mais tarde, também foi demonstrado o antagonismo entre leveduras

e bactérias, especialmente no que diz respeito a producado de manitol
(GOMES, 2009). As leveduras selecionadas inibem a producao de
manitol pelas bactérias heterofermentativas (AMORIM et al., 2009).
Essas bactérias sdo capazes de reduzir a frutose para manitol. Por essa
razao, leveduras de panificacao com elevada atividade de invertase,
acabam favorecendo a contaminacao bacteriana. Apds a inversao da
sacarose, as leveduras consomem preferencialmente a glicose enquanto
que a frutose acumula no meio sendo consumida em menor velocidade.
Porém, as bactérias heterofermentativas se beneficiam desta condicao
ao utilizar a frutose como fonte de carbono e aceptor de elétrons. Além
do manitol, as bactérias heterofermentativas também produzem &cidos
acético e lactico e etanol, sendo contaminantes comuns de processos
industriais (COSTA et al. 2008). Por essa razao, além do &cido lactico
e da dextrana, o manitol também tem sido considerado um 6timo
indicador da contaminacao bacteriana (EGGLESTON et al., 2007).

Tolerancia ao aluminio

O aluminio é um inibidor da fermentacao capaz de causar a reducao da
viabilidade celular das leveduras aumentando o tempo de fermentacao
e a sobra de acucares no vinho. Concentracdes acima de 30 mg/L

em mostos a base de caldo de cana-de-aclcar sao capazes de
prejudicar a fermentacédo. De acordo com Aranha (2002) a levedura
PE2 se mostrou mais resistente ao aluminio em comparacdo com

a levedura de panificacdo em experimentos com reciclo de células.
Outras linhagens de leveduras selecionadas, como a CAT1, sao
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ainda mais tolerantes a toxidez do aluminio que a PE2, seja em
fermentacdes conduzidas em bancada ou em escala industrial.

Selecéao dirigida pelo processo:
estudo de caso

A selecao dirigida pelo processo baseia-se na selecao das leveduras
mais adaptadas as condicdes de fermentacdo de cada unidade industrial
e as oscilacdes de processo ao longo da safra. Estas caracteristicas

e variacdes sdao muito particulares de uma usina para outra e estao
sujeitas as acdes do ser humano. Um caso que ilustra este conceito

é o de uma usina no interior do Estado de Sao Paulo com moenda
superdimensionada para sua capacidade de fermentacao. Para atender
a demanda de mercado por alcool e ajustar a sua fermentacéao a
capacidade de moagem, a usina passou a trabalhar sob condicdes
extremas de processo, elevando o teor alcodlico e impondo uma
pressao de selecao durante as fermentacoes. As leveduras mais
resistentes acabaram dominando a populacao e se estabelecendo

no processo. Durante a safra, essas leveduras foram identificadas e
sua populacdo acompanhada pela técnica de cariotipagem. Houve a
intervencao do ser humano ao monitorar as mudancas populacionais,
identificando as leveduras persistentes e dominantes assim como,
direcionando a selecdo para aquelas linhagens que reuniam os atributos
mais apropriados para atender as caracteristicas da usina. Utilizando

a levedura personalizada, esta usina elevou o teor alcodlico no

vinho além de reduzir o tempo de fermentacdo adequando-se a sua
capacidade de moagem. A usina conseguiu elevar em 3,4 milhdes de
litros de alcool, o que representou um ganho de aproximadamente
8% na producao em relacdo ao mesmo periodo de safra. Este

é um exemplo real e demonstra como é promissor o campo da
selecdo de leveduras personalizadas. Sdo 420 destilarias no pais,
cada uma com suas particularidades. Aqueles que compreenderem

e dominarem a ciéncia e a tecnologia dos diferentes processos
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fermentativos também serdo capazes de selecionar novas leveduras
personalizadas, verdadeiras pérolas num oceano de diversidade. Entre
os diversos desafios da selecao de leveduras estao os processos de
fermentacdo com alto teor alcodlico (acima de 16% etanol v/v).

Fermentando com Alto Teor Alcodlico

Atualmente, as fermentacoes industriais no pais trabalham com teores
alcodlicos de aproximadamente 8 a 8,5%. Em média, para cada litro
de éalcool produzido sao gerados outros 12 litros de vinhaca o que
representa cerca de 290 bilhdes de litros de vinhaca por ano. Dobrar o
teor alcodlico nas fermentacgdes significa reduzir pela metade o volume
de vinhaca (AMORIM et al., 2011). Apesar dos diversos avancos

na fermentacao industrial nos ultimos 30 anos, o teor alcodlico das
fermentacoes tem sofrido poucas mudancas. Diferentemente de
outros processos fermentativos ao redor do mundo, como ocorre com
a producao de alcool a partir do milho nos Estados Unidos e Canada,
as destilarias brasileiras reciclam centenas de toneladas de levedo a
cada fermentacao. Isso aumenta o rendimento industrial e diminui

o tempo de fermentacao por se iniciar cada ciclo fermentativo com
concentracoes elevadas de levedo nas dornas. Por outro lado, o levedo
deve estar com viabilidade elevada para poder ser reciclado. Um dos
fatores responséaveis pela perda da viabilidade da levedura é a elevacéao
do teor alcodlico. Por essa razdo, o desafio tem sido subir o teor
alcodlico sem comprometer a viabilidade do levedo (AMORIM et al.,
2011). Tal processo passou a ser denominado “Ecoferm” (AMORIM et
al., 2010). Entre os principais beneficios dessa fermentacao alcodlica
estdo: a reducao do volume de vinhaca pela metade, economia com
transporte da mesma até as areas de ferti-irrigacdo, economia de
energia (vapor) que pode ser empregada para co-geracao de energia
elétrica, economia de insumos (acido sulfurico e antibacterianos),
economia de agua circulando no processo e reducdo do nimero de
centrifugas pela metade. Atualmente, os programas de selecao de
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leveduras tém permitido obter cepas mais tolerantes e apropriadas para
fermentacdes com alto teor alcodlico. Tal processo abre uma nova
perspectiva de trabalho para as usinas brasileiras no sentido de reduzir
custos, melhorar a eficiéncia energética e diminuir o impacto ambiental.
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Introduction

Lignocellulosic biomass conversion to simple sugars is widely studied
for subsequent fermentation to bioethanol or industrial chemicals but
biotechnological processes are both complex and costly. The three
types of polymers, cellulose, hemicellulose and lignin are strongly
intermeshed and chemically bonded by non-covalent forces and by
covalent crosslinkages and their proportions are variable depending
on plant species. Among lignocellulosic biomasses, wheat straw

is a feedstock of particular interest in France and Europe since

it represents a potentially large and readily available agricultural
residue resource of low-value. In the biorefinery process, enzymatic
hydrolysis (i.e. saccharification) is one of the major bottlenecks due
to the recalcitrance of plant cell wall. Pretreatments using mechanical
disruption, high temperature, acids, peroxides or ammonia are
currently employed to make biomass more accessible to enzymes.
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Indeed, pretreatment increases the accessible surface area, cellulose
decrystallinization, partial cellulose depolymerization, hemicellulose
and/or lignin solubilization, and the modification of the lignin structure
(SILVA et al., 2012). Current costs for enzymatic saccharification still
remain the largest contributors to the overall cost of lignocellulosic
ethanol production. A major challenge is the development of a
suitable efficient and economically viable hydrolysis process step.

Filamentous fungi are potent biomass degraders due to their ability

to thrive in ligno(hemi)cellulose-rich environments. The magnitude of
fungal diversity is estimated at 1.5 million species, although only 5 %
of fungi are described species. This fungal biodiversity is an invaluable
source of enzymes, i.e. hydrolytic (Carbohydrate Active enZymes,
CAZymes) and non-hydrolytic (oxido-reductases) that needs to be
explored. The International Centre of Microbial Resources (CIRM)
managed by the French National Institute for Agricultural Research
(INRA) is dedicated to the preservation and exploration of microbial
biodiversity (fungi, yeast and bacteria). CIRM-CF (filamentous fungi,
http://cirm.esil.univ-mrs.fr/) is a collection of filamentous fungi
maintained at INRA (Marseilles, France) that contains around 1,500
fungal strains taxonomically characterized with ITS molecular markers.
Among them, 1,200 Polyporales strains have been collected from

tree stumps in temperate (Europe, North America) and tropical regions
(South America, Central America, Asia, Oceania, Africa). This collection
is a unique resource for exploring fungal biodiversity and identifying
enzymes with original properties for biomass conversion processes.

The degradation of lignocellulose by filamentous fungi has been studied
in a range of basidiomycetes and ascomycetes. Many ascomycetes
species have been identified as good candidates for the release of
monosaccharides such as Trichoderma reesei, which is used extensively
in industry due to its capacity to secrete high level of cellulases. T.
reesei has undergone several rounds of mutation/selection starting from
the QM6a strain. As a result, the engineered 7. reesei industrial CL847
strain is able to secrete more than 100 g of proteins per litre of culture
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and has been proposed as the most promising organism for production
of enzymes for lignocellulose conversion to fermentable sugars.
However, conversion is still not optimal due to the heterogeneous
composition of plant biomass. More recently, the release of the 7.
reesei genome (QM®6a strain) has shown that compared to other
filamentous fungi, the 7. reesei genome is poor in terms of number
and diversity of enzymes that are likely to be involved in biomass
degradation. With only 16 genes encoding putative hemicellulases,

T. reesei has the smallest set of hemicellulases among all saprophytic
fungi. The lack of key lignocellulosic enzymes in T. reesei opens
opportunities to generate more competitive enzyme cocktails.

Results

Development of a high-throughput saccharification
method

To improve the enzymatic degradation of lignocellulosic biomass, it is
necessary to screen for new enzymes endowed with more efficient
biomass degrading properties. Therefore, we worked to devise a
screening automated method to quantify the release of sugars from
biomass. We selected several critical parameters (amount of substrate,
amount of enzyme, duration of incubation and temperature) to fit with
our specific use. The ability of this automated small-scale assay to
discriminate among different enzymatic activities was validated using
a set of commercial enzyme cocktails. Using an automatic microplate
sealer, we solved three main problems generally encountered during the
set-up of methods for measuring the sugar-releasing activity of plant
cell wall-degrading enzymes: throughput, automation, and evaporation
losses. Our platform can autonomously process 120 triplicate wheat-
straw samples per day. This method can potentially be used with

any other insoluble substrates. A video illustrating the method can

be seen at http://www.youtube.com/watch?v =NFg6TxjuMWU
(NAVARRO et al., 2010). This automated method allowed us to
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screen the fungal biodiversity (fungal secretomes and fungal purified
enzymes) in order to supplement the 7. reesei commercial cocktails.

Supplementation of 7. reesei enzymatic cocktail with
fungal secretomes

During the last decade, fungal genome sequencing initiatives have
yielded abundant information on the genes that are putatively involved
in lignocellulose degradation. At present, additional experimental
studies are essential to provide insights into the fungal secreted
enzymatic pools involved in lignocellulose degradation. Hydrolysis of
plant biomass requires the production of many different enzymes,
which is regulated by the type and complexity of the plant material
used as an inducer for the fungal cultures. For instance, it is well
known that Aspergillus secretomes are strongly tied to the culture
conditions and the nutrient sources available. We have thus performed
a wide analysis of 20 filamentous fungi for which genomic data are
available to investigate their biomass-hydrolysis potential (COUTURIER
et al., 2012). To assess the sugar-cleaving capabilities of all of the
fungal secretomes, their main glycoside-hydrolase activities were
quantified using a microplate assay that contained para-nitrophenyl
(pNP)-sugars and complex polysaccharides as substrates. Each
secretome, diafiltered and concentrated was also tested for its ability to
release sugars from micronized wheat straw, taking advantage of the
recently developed automated saccharification method (NAVARRO et
al., 2010). At the saccharification plateau, each secretome was tested
alone and in combination with 7. reesei CL847 enzyme cocktail. Most
of the fungal secretomes tested individually supplemented the industrial
T. reesei enzymatic cocktail. Unexpectedly, the most striking effect
was obtained with the phytopathogen Ustilago maydis that improved
the release of total sugars by 57% and of glucose by 22%. Proteomic
analyses of the best-performing secretomes indicated a specific
enzymatic mechanism of U. maydis that is likely to involve oxido-
reductases and hemicellulases (COUTURIER et al., 2012). Additional
investigation of the phytopathogenic fungus Fusarium verticillioides also
revealed a high number of hemicellulases and pectinases of interest in
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its secretome (Ravalason et al., 2012). Using these approaches, we
provided insights into the lignocellulose-degradation mechanisms of
filamentous fungi and we identified a number of enzymes of interest
to further improve the industrial lignocellulose bioconversion process.

Supplementation of 7. reesei enzymatic cocktail with
fungal enzymes identified using comparative genomics
To improve the enzymatic hydrolysis (saccharification) of
lignocellulosic biomass by 7. reesei, a set of genes encoding putative
polysaccharide-degrading enzymes were selected from the coprophilic
fungus Podospora anserina using comparative genomics. Among
ascomycetes, the genome of P. anserina has revealed the potential
of this coprophilic fungus to hydrolyze recalcitrant lignocellulosic
residues. It contains a significantly higher number of putative
cellulases and xylanases compared to A. niger, A. nidulans and A.
oryzae, reflected by its growth profile that is better than Aspergilli
species on cellulose and xylan. These observations fit well with the
natural biotope of P. anserina, which is a late colonizer of herbivore
dung where lignocellulose is the major organic component left. To
our knowledge, none of the numerous putative glycoside hydrolases
from different CAZy families encoded by the P. anserina genome
have been characterized to date. Five hemicellulase-encoding genes,
i.e., PaMan5A and PaMan26A mannanases, PaXyn11A xylanase,
PaAbf51A and PaAbf62A arabinofuranosidases, were expressed as
secreted functional proteins in the yeast Pichia pastoris. Although
PaMan5A and PaMan26A displayed similar specificities towards a
range of mannan substrates, they differed in terms of end products
suggesting differences in substrate binding. PaXyn11A harbouring

a C-terminal CBM1 module efficiently degraded wheat arabinoxylan
releasing mainly xylobiose as end product. PaAbf51A and PaAbf62A
arabinose-debranching enzymes exhibited wide diversity in terms

of substrate specificities. Further investigation of each P. anserina
auxiliary enzyme contribution to the saccharification of wheat

straw and spruce demonstrated that the endo-acting hemicellulases
(PaXyn11A, PaMan5A and PaMan26A) efficiently individually
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complemented the secretome of the industrial 7. reesei CL847
strain and improved significantly the release of reducing sugars and
glucose upon hydrolysis of micronized wheat straw and spruce.

Conclusion

The discovery of fungal enzymes through the exploration of microbial
biodiversity is essential to efficiently breakdown lignocellulosic
biomass for the production of biofuels and other high-value products.
Tailor-made enzymatic cocktails need to be developed according

to the lignocellulosic structure of each type of biomass for optimal
hydrolysis. Future studies of the synergies between hydrolytic
enzymes and oxido-reductases are necessary to give additional
insights into the filamentous fungi enzymatic machineries.
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A biomassa lignocelulésica, a maior fonte de energia renovavel
disponivel no planeta, é o principal constituinte da parede vegetal
das células vegetais. Os principais componentes desse material sdo
as macromoléculas celulose (38-50%), que é um polissacarideo
linear, a hemicelulose (23-32%), um polissacarideo ramificado, e

a lignina (15-30%), uma macromolécula aromética com estrutura
tridimensional. Estes trés componentes, organizados em estruturas
supramoleculares bem definidas conferem a parede celular as
caracteristicas de alta resisténcia a biodegradacao (SIERRA et al.,
2008). A complexidade e recalcitrancia da estrutura da biomassa sao
aumentadas pela presenca de derivados do acido cinamico, como

os acidos ferulico e cumarico, que sao covalentemente ligados aos
polissacarideos (THIBAULT et al.,1998). O acido ferulico também

é responséavel pelas ligagcdes covalentes entre a hemicelulose e a
lignina influenciando as propriedades de extensibilidade, plasticidade
e digestibilidade da biomassa (LYND et al., 2002). A completa
degradacao da biomassa requer um conjunto de enzimas com
diferentes atividades, tais como celulases, hemicelulases, ligninases,
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esterases e outras (BEG et al., 2001). Portanto, a producao de etanol
a partir da biomassa lignocelulésica, que requer a desestruturacao
da mesma, depende de microrganismos capazes de produzir enzimas
celuloliticas, hemiceluloliticas e acessérias com altos rendimentos.

As celulases, conjunto de enzimas que degradam a celulose,

sao classificadas em trés grupos: as endoglucanases (EG) (EC
3.2.1.4) que clivam internamente ligacdes glicosidicas 3, 1-4 na
fibra celulésica; as exoglucanases (CBH) (EC 3.2.1.91) que atuam
progressivamente nas extremidades redutoras e nao-redutoras

da celulose liberando pequenos oligossacarideos de celulose e
principlamente celobiose; e as pB-glucosidases (EC 3.2.1.21) que
degradam a celobiose (dimero de glicose) até a glicose (LYND et al,
2002). Individualmente, uma Unica enzima do complexo celulolitico
nao é capaz de hidrolisar completamente a celulose a glicose, sendo
necessaria a acdo sinérgica do complexo celulolitico (BEGUIN &
AUBERT, 1994). Na natureza os fungos desempenham papel central
na degradacao da biomassa vegetal (BRINK; DE VRIES, 2012).

Os fungos e a degradacdo da biomassa
lignocelulésica

Os fungos filamentosos sdo considerados grandes degradadores de
biomassa. Entre esses microganismos destacam-se os fungos do
género Trichoderma (MANDELS; STERNBERG, 1976; MARGEOT et
al., 2009) que sao os principais produtores comerciais das celulases.
O fungo 7. viride (renomeado de 7. reesej) foi isolado durante a
Segunda Guerra Mundial (EVELEIGH et al., 1998), e a partir de entao
varios estudos de melhoramento genético resultaram na selecao de
mutantes hiperceluloliticos. O mutante Trichoderma reesei RUT C30
é considerado um dos mais poderosos e melhor caracterizado, sendo
referéncia entre os grandes produtores de celulase (LE CROM et al.,
2009). J& foram identificadas dez celulases no genoma do 7. reesei,
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sendo oito endoglucanases e duas celobiohidrolases (KUBICEK et al.,
2009; FOREMAN et al., 2003), das quais as principais, CBHI, CBHlII,
EGI e EG I, sdo normalmente secretadas em quantidades notaveis

por este fungo (FOREMAN et al., 2003; MARKOV et al., 2005).
Quase todas as celulases tém uma estrutura de dois mdédulos, ou

seja, consistem de um modulo catalitico e um mdédulo de ligacéao a
celulose (CBM). As celulases que possuem CBM apresentam atividade
muito maior em celulose cristalina do que aquelas que ndo possuem
este médulo (GUSAKOV et al., 2007). Também ja foram identificadas
12 B-glucosidases no genoma 7. reesei, sendo a maioria intracelular
(FOREMAN et al., 2003). As estirpes mutantes deste fungo tém

sido geralmente caracterizadas por baixa secrecado de B-glicosidase
(NIEVES et al., 1998). Assim, as preparacoes enzimaticas de 7.

reesei devem ser complementadas com a adicao de B-glucosidase

para sacarificacdo mais eficiente dos substratos celuldsicos (MERINO;
CHERRY, 2007; NIEVES et al., 1998). Atualmente, preparacdes
comerciais de celulase das principais empresas produtoras de enzimas,
com estirpes geneticamente modificadas de 7. reesei, tém apresentado
elevada atividade de B-glicosidase, além de maior atividade especifica
e termoestabilidade (WILSON, 2009; NAKAMURA et al., 2008)

Além do Trichoderma, outros fungos tém demonstrado a capacidade
de produzir complexos celuloliticos completos e em grandes
quantidades sendo considerados promissores para producao de
biocombustiveis de segunda geracdao (GUSAKOV, 2011).

Outro fungo muito estudado para a producdo industrial de enzimas
pertence ao género Aspergillus. Apesar deste fungo apresentar

no genoma uma grande variedade de genes que codificam para
endoglucanases e celobiohidrolases, o mesmo nao foi considerado
um substituto para o 7. reesei. A maioria das pesquisas com
Aspergillus tem avaliado o potencial para a producao de enzimas
hemiceluloliticas, pectinoliticas e também de B-glucosidase e outras
enzimas acessorias, tais como xilanases, xiloglucanases, feruloil
esterases e a-L-arabinofuranosidases importantes para a completa
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degradacao da biomassa (GODFREY; WEST, 1996; BERLIN et al.,
2005; DE VRIES; VISSER, 2001; GOTTSCHALK et al., 2010).

Viérias espécies de fungos do género Penicillium tem também
merecido atencao, pelo bom desempenho de preparacées de celulases
por éle produzidas (SKOMAROVSKY et al., 2005; MARTINS et

al., 2007; SINGH et al., 2009; DE CASTRO et al., 2010), sendo

a alta atividade de B-glicosidase uma das principais vantagens

das espécies Penicillium em relacao ao 7. reesei. Além disso,

outra razao para o desempenho superior desses fungos parece

ser a elevada atividade especifica das celobiohidrolases (CBHI).
Adicionalmente, a CBHI de Penicillium é menos inibida pela celobiose
quando comparada com a CBHI de Trichoderma. A razao para a
insensibilidade relativa de CBHI ao produto de inibicao parece dever-
se a configuracdao mais aberta do seu sitio ativo (BHIRI et al., 2010).

A lignina é um dos constituintes majoritarios da biomassa
vegetal e desempenha papel negativo na hidrélise enziméatica

da madeira e residuos agricolas pela barreira natural que ela
representa, encobrindo as fibras de celulose, e também a ligacao
das enzimas celuloliticas a essa macromolécula (BERLIN et al.,
2005). Na hidrélise de materiais lignocelulésicos, as celulases de
Penicillium tém a vantagem adicional de apresentarem afinidade
reduzida pela lignina, sendo também menos suscetiveis a inibicao
por compostos derivados de lignina (BERLIN et al., 2006).

O fungo Acremonium cellulolyticus pode tornar-se uma alternativa
potencial para o 7. reesei. Estudos sugerem que o primeiro
produz celulases com altos rendimentos e que as enzimas do

A. cellulolyticus sao também menos sensiveis a inibidores, tais
como a lignina (IKEDA et al., 2007; FUJII et al., 2009).

Outro fungo, o Chrysosporium lucknowense, também vem
demonstrado desempenho hidrolitico da celulose comparavel com
preparagoes de linhagens geneticamente modificadas de 7. reesei.
Aparentemente o genoma de C. /lucknowense é mais rico em um



O papel dos fungos e dos actinomicetos na producdo de etanol de biomassa ...

numero total de celulases e hemicelulases do que é o genoma
de 7. reesei (GUSAKOV et al., 2007; HINZ et al., 2009).

O fungo Humicola insolens é também um produtor industrial de
celulases porém as suas enzimas celuloliticas tém sido utilizadas para
outras aplicagdes, tais como na indUstria téxtil, de detergentes e na
fabricacao de papel, com um rendimento de 50% na degradacéao da
celulose cristalina (SCHULEIN, 1997; CAPARROS et al., 2012).

Os esforcos para encontrar novos microrganismos produtores

de celulases e também de novas enzimas vém resultando em
misturas enzimaticas cada vez mais completas, mais ativas e
com maior estabilidade para a producao de bioetanol. Muitos
estudos tem foco na enzima chave para a degradacao da celulose
cristalina. Ao estimar o potencial do fungo produtor é necessario
levar em conta nao sé a eficiéncia dos sistemas multienziméaticos
secretados na sacarificacao de substratos lignocelulésicos (por
unidade de atividade de celulase ou por mg de proteina), mas
também outros parametros importantes, tais como produtividade
da cepa, concentracado de proteina no final da fermentacéo e o
custo de producdo (GUSAKOV, 2011; BRINK; De VRIES, 2012).

Os actinomicetos e a degradacao da
biomassa lignocelulésica

Os actinomicetos, que sao bactérias filamentosas Gram positivas,
também sao produtores de enzimas degradadoras de lignocelulose.
Apesar de nao serem tao eficientes quanto os fungos, podem ser
promissores quando se pensa nas caracteristicas das enzimas

por eles produzidas, incluindo valores de pH e temperatura,

na possibilidade de otimizacdo de producao, na facilidade de
producao em substratos de baixo custo, bem como, também,

na possibilidade de clonagem dos genes de interesse.
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Existem poucos trabalhos na literatura relatando a producéao de
celulases e xilanases por actinomicetos, principalmente quando se
trata do aproveitamento de residuos agro-industriais. Assim sendo,
surgiu o interesse de nosso grupo de pesquisa no isolamento de
actinomicetos de solos e ambientes brasileiros, capazes de produzir
enzimas lignoceluloliticas a partir de residuos de baixo custo,
visando a producao de etanol de segunda geracao. A utilizacao

de solos tropicais brasileiros apresenta uma vantagem adicional,
visto serem solos pouco explorados, com chances de descoberta
de novas espécies, e com possibilidade de novas caracteristicas.

As primeiras estirpes promissoras foram isoladas de um solo da mata
atlantica, o Streptomyces sp M7A e o M23 (SEMEDO et al., 2001).
As atividades de endocelulase e exocelulase foram determinadas
utilizando-se um meio de cultura contendo celulose microcristalina
juntamente com outros nutrientes ricos tais como extrato de levedura
e proteose-peptona (SEMEDO et al., 2000). A estirpe M7A foi
identificada como uma espécie nova, Streptomyces drozdowiczii,
(SEMEDO et al., 2004), e posteriormente a producio de celulase
também foi testada utilizando-se diversas fontes de carbono (C) e
nitrogénio (N). Carboximetilcelulose (CMC), um produto comercial
barato, obtido de cana de acucar, e outros residuos de baixo custo tais
como farelo de trigo e DDG, foram testados como fonte de C, enquanto
o extrato de levedura e a milhocina foram testados como fonte de N
(LIMA et al., 2005). A milhocina é um subproduto do processamento
do milho, e corresponde a agua de embebimento e lavagem dos

graos durante o fracionamento para a obtencdo de amido e 6leo. O
sobrenadante obtido com o meio contendo extrato de levedura e CMC
resultou nas maiores atividades de CMCase, porém, os outros meios
testados usando os residuos mais baratos, especialmente aqueles com
milhocina como principal fonte de N foram promissores. Esse resultado
foi bastante interessante sob o ponto de vista econ6mico, ja que a
milhocina foi capaz de substituir o extrato de levedura eficientemente.
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Em outro procedimento, foi isolada de um solo sob vegetacao

de cerrado a estirpe AMT-3, identificada como Streptomyces
malaysiensis. Essa estirpe se mostrou promissora inicialmente para
a producao de endoxilanase em meio contendo xilana larchwood,
extrato de levedura e triptona (NASCIMENTO et al., 2003). Mais
tarde essa mesma estirpe foi testada em meio mineral contendo
farelo de trigo, germe de trigo, dreche cervejeiro e sabugo de
milho. Neste caso a atividade de endoxilanase foi bem mais baixa,
porém ainda assim expressiva, considerando-se a natureza dos
substratos utilizados (NASCIMENTO et al., 2002). A mesma
estirpe também se mostrou excelente produtora de celulase quando
crescida em solucao mineral contendo o dreche e a milhocina
como Unicos nutrientes organicos (NASCIMENTO et al., 2009).

Ainda visando a producéao de celulases utilizando substratos de baixo
custo, foi feito um isolamento em solo de canavial, no nordeste
brasileiro, com a selecado da estirpe Streptomyces viridobrunneus
SCPE-O (DA VINHA et al., 2011). Por meio de um planejamento
fatorial foi verificado que o meio contendo farelo de trigo 2% e
milhocina 0,19% conduziu a melhor producao de CMCase, porém

0 uso de bagaco de cana como substrato também foi vantajoso.
Quando se pensa em aplicacdes biotecnolégicas para as celulases,

a caracterizacdo das mesmas deve ser considerada, especialmente

o perfil de pH e temperatura, a termoestabilidade e a influéncia de
ions metdlicos. Em geral, as celulases e xilanases produzidas pelas
actinobactérias isoladas de solos brasileiros aqui descritas apresentam
atividade maxima entre 40 e 60°C, porém ainda sao parcialmente
ativas mesmo a 70°C (NASCIMENTO et al., 2002; LIMA et al.,
2005; NASCIMENTO et al., 2009; DA VINHA et al., 2011), podendo
suportar estas temperaturas por um certo periodo de tempo. As
endoglucanases de S. drozdowiczii, por exemplo, sdo 100% ativas
por 1 hora a 50°C, mantendo 40% de atividade mesmo apds 2 horas
nessa temperatura (LIMA et al., 2005). Estas enzimas também sao
relativamente ativas numa ampla faixa de pH, que varia de 2 a 10,
com 6timos na faixa acida (pH de 4, 5 ou 6). Elas também toleram
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varios ions metalicos, porém o Fe, o Mn e o Cu sao geralmente
inibitérios para a atividade celulolitica, assim como o sao para vérias
outras enzimas produzidas por diferentes microrganismos. Porém
alguns outros ions podem ser muito Uteis, aumentando a atividade
enzimatica em até duas ou mais vezes, como é o caso do Ba*? e
Na*' para a endoglucanases de S. drozdowiczii (LIMA et al., 2005).

Em conclusédo, os solos tropicais brasileiros sdo um ambiente rico para
a procura de novas estirpes de actinomicetos com atividade enzimatica
de importancia biotecnolégica. Em especial a producao de enzimas
degradadoras de lignocelulose, que podem ser Gteis na producao de
bioetanol. Apesar dos fungos serem considerados melhores produtores
de celulases do que as bactérias, os resultados aqui obtidos com

essas bactérias tropicais mostraram a importancia das mesmas.

As estirpes foram capazes de produzir enzimas degradadoras de
lignocelullose quando crescidas em substratos de baixo custo, com
caracteristicas que atingem os requisitos necesséarios para aplicacoes
biotecnoldgicas, incluindo a producao de bioetanol de segunda geracao.
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Engineering Enzymes for
Lignocellulose Depolymerization

Richard J. Ward

Abstract

Specificity and stability are important properties for enzymes of
biotechnological interest, and multiple structural factors contributed
to determine their catalytic functions. A current focus is the study
of the relationship between protein three-dimensional structure and
function, and several strategies have been used successfully for
the engineering of the catalytic properties of enzymes. 1) Rational
design that combines analysis of three-dimensional structures of
xylanases and molecular dynamics simulation methods with site-
directed mutagenesis to modify the surface of the enzyme, 2)
directed evolution in which thermostable enzymes are selected from
libraries of random mutants, and 3) engineering enzymes to create
polypeptide chimerae with multiple catalytic activities. Here we
present these strategies, and briefly present results that demonstrate
how they may be applied to improve enzymes of industrial interest.
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Introduction

Biorefinary aims to substitute compounds currently obtained

from the petrochemical industry by those derived from renewable
resources. Lignocellulosic biomass derived from plants is a highly
abundant, inexpensive and environmentally friendly resource that
has significant potential for the sustainable production of biofuels
such as ethanol. However, the plant cell wall is a stable composite
material and the manufacture of ethanol and other products from
this material is currently economically impractical A promising option
involves the enzymatic depolymerization of plant lignocellulose,
which requires enzymes with novel catalytic properties.

The plant cell wall is a complex composite matrix constituted by
cellulose, hemicellulose and lignin that is highly recalcitrant to
depolymerization. The degradation of plant cell wall polymers is an
essential prerequisite for the use of vegetal biomass in production of
second generation ethanol and biorefinery, and enzyme mixtures that
include hydrolases and ligninases show promise for applications in
biomass decomposition. The increasing use of enzymes in industrial
processes requires technological innovation to improve catalytic
performance and thereby reduce costs, and here several strategies
are presented that have proven useful to meet the challenge

of enzyme engineering for improved catalytic performance.

Rational enzyme design

A cornerstone of modern structural biology is the appreciation that the

biochemical function of a protein is determined by its three-dimensional

structure. The position and orientation of amino acids side-chains in a
protein can be experimentally determined by x-ray crystallography or
nuclear magnetic resonance, and detailed analysis of these data can
give fundamental insights such as the molecular bases for substrate
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recognition, catalytic mechanism and molecular flexibility that are
essential for enzyme function. More recently, in silico molecular
dynamics simulations have provided further information, not only with
respect to polypeptide motions but also to intra- and intermolelcular
binding energies and protein/solvent interactions (VIEIRA et al., 2012.

A combination of molecular dynamics simulations and site-directed
mutagenesis can be used to design mutants with improved
catalytic characteristics. For example, a comparative molecular
dynamics study of mesostable and thermostable GH11 endo-$3-1,4-
xylanases from Bacillus circulans (mesostable) and Thermomyces
lanuginosus (thermostable) revealed a consistently lower energy
around charged surface residues in the thermostable enzyme
(Vieira & Degreve (2009)). Substitutions of polar uncharged

amino acid residues in a mesostable endo-[-1,4-xylanase by
charged side-chains in a subset of these positions improved the
thermostability of the mesostable enzyme (ALPONTI; WARD,
2010), confirming the molecular dynamics prediction.

Directed evolution for improved enzyme
thermostability

A powerful addition to the techniques available for enzyme
engineering is based on “in vitro” directed evolution, a technology
which mimics the process of random mutation and natural selection
that drives Darwinian evolution in nature. As shown in Figure 1A,
the technique is based on the production of a variable population by
the introduction of random mutations in the amino acids sequence
of the enzymes using error prone PCR (epPCR). Subsequently,
those variants in the population of mutants that display properties
that are of interest are selected and submitted to repeated cycles
of random mutagenesis and selection in order to accumulate
mutations that enhance the function of the enzyme. After one or
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more rounds of epPCR/selection, the accumulated mutations from
individual variants can be recombined (so-called “DNA-shuffling”),
and a further round of selection can be used to identify the most
favourable combination of mutants. The directed evolution strategy
has been successfully applied to a wide range of protein engineering
projects, and several reviews provide excellent overviews of the area
(ARNOLD, 1996; ARNOLD et al., 2001, BLOOM; ARNOLD, 2009).
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Figure 1. (A) Schematic diagram showing the key steps of a typical directed evolution
experiment for protein engineering. See text for details. (B) Optimum temperature of
catalysis of a series of mutants of the xylanase A from Bacillus subtilis created by two
rounds of epPCR (G1 and G2) followed by DNA shuffling (G3). Figure 1B adapted from
RULLER et al. (2008).

Directed evolution has been successfully applied to increase the
catalytic temperature optimum. A high efficiency expression system
for protein secretion in E. coli (RULLER et al., 2006) together with
the techniques of error prone PCR (epPCR) and DNA shuffling

have been used to generate and screen random mutant libraries

of the xylanase A, a GH11 endo-a-1,4-xylanases from Bacillus
subtilis. After two generations of epPCR and one generation of
DNA shuffling, 23 mutants of the xylanase A were identified

which present thermostable characteristics. Figure 1B presents the
temperature-activity curves for the best mutant from each round
during the directed evolution, and shows that successive generations
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progressively increase the optimum catalytic temperature of the
enzyme. The most thermostable xylanase from the third, or G3,
generation accumulated four mutations and presented a catalytic
temperature optimum of 75°C, an increase of 20°C in relation to the
native enzyme (RULLER et al, 2008). These techniques of directed
evolution should be widely applicable to selected hydrolytic enzymes
to improve their catalytic properties in the production of bioethanol.

Multifunctional enzyme chimeras

The degradation of lignocellulosic material derived from plant biomass
to fermentable sugars and other industrially important protomers is a
crucial step in biorefinary, and achieving this requires the development
of enzymes with novel catalytic properties. Bifunctional enzymes
combining two separate parental enzymes to create a single polypeptide
with both catalytic activities may be constructed either by simple “end-
to-end” fusion of parental enzymes, or by “insertion” fusion where

one enzyme is inserted within the surface loop of the other (NIXON

et al., 1998). Analysis of structural models indicates that “insertion”
constructs have advantages over “end-to-end” fusions in that that
they avoid potential interference between the active sites of the fused
enzymes, create separate and functional domains that mimic natural
protein structures, and maintain the stability of the final chimera.

In order to test these ideas, a bifunctional enzyme combining

a xylanase (EC 3.2.1.8) with a laccase (EC 1.10.3.2) has been
created. A chimeric protein that fused the Bacillus subtilis
laccase (CotA) with the B. subtilis a-1,4-xylanohydrolase
obtained from directed evolution (XylA), were designed in such
a manner that the XylA enzyme was inserted within the surface
loop region of the laccase molecule (RIBEIRO et al., 2012).
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Figure 2. (A) Line and ribbon representations of a model of the three-dimensional
structures of the XylA-CotA chimeric enzyme after molecular dynamics simulations. The
grey line representation highlights the formation of inter-domain interface, and the ribbon
diagram shows the catalytic domains where the CotA is coloured green, the XylA
magenta. (B) Total reducing sugar released from sugar cane bagasse after 30 min
incubation at 50°C with 20 mM of parental enzyme (XylA or CotA), an equimolar mix (10
mM total) Beg1 + CotA and 10 mM of the Beg1-CotA chimera. (Figure taken from
RIBEIRO et al, 2011).

The DNA coding sequences of the parental enzymes (XylA and CotA)
was fused to create the chimeric construct XylA-CotA (Figure 2A),
and cloned into the pET28 vector to produce N-terminal polyhistidine
fusions. All were expressed in E. coli BL21 and purified from cell
lysates using Ni-affinity chromatography. Molecular dynamics
simulations (MDS) of the chimeras indicated that at equilibrium, the
catalytic domains of both fusion proteins show reduced flexibility.
Furthermore, the secondary structures of the chimeric proteins
present conformations similar to the individual parental enzymes.
However, in the chimeric enzyme the two catalytic domains are in
contact, forming an inter-domain interface (RIBEIRO et al., 2012).

Specific enzymatic assays demonstrated that the bifunctional
enzyme demonstrate laccase/xylanase catalytic activities, in which
the laccase activity of the chimera is significantly higher than in
the parental enzyme. The increased laccase activity is likely to be a
result of active site conformation changes due to the formation of
the inter-domain interface. Using lignocellulosic substrates derived
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from plant biomass, synergism was observed in the catalytic activities
of the XylA-CotA chimera (Figure 2B), suggesting that rational

design of chimeric enzymes is a promising strategy for the creation

of enzymes for biorefinary applications (RIBEIRO et al., 2012).

Conclusions

The economically viable application of enzymes for the biorefinary of
biomass requires suitable enzymes with high hydrolytic efficiency.
Improvement in the catalytic performance of glycosyl hydrolases

will greatly facilitate the industrial use of renewable lignocellulosic
materials. The protein engineering strategies presented here

will contribute to the development of high efficiency/ low-cost
enzymes, which are suitable for inclusion in biocatalytic cocktails for
application in a sustainable bioenergy and biorefinary economy.
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Strategies to improve (hemi)
cellulolytic enzyme production
in Trichoderma reesei

Bernhard Seiboth

Summary

The ascomycete Trichoderma reesei is a paradigm for the commercial
scale production of different cellulolytic and hemicellulolytic enzyme
cocktails. Today, these enzyme mixtures are applied in the conversion
of lignocellulosic plant biomass to simple sugars which can then

be fermented to second generation biofuels or other biorefinery
products. To make the saccharification process commercial

viable various strategies are followed including the reduction of
enzyme costs by increasing the catalytic activity, making enzymes
thermotolerant or by eliminating enzyme deficiencies in the existing
cocktails. A prerequisite is to design appropriate production hosts
which are improved in enzyme expression and yield. In the following
different genetic engineering strategies to modify regulatory and
biochemical pathways controlling enzyme production are outlined.
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Introduction

T. reesei and its different cellulolytic and hemicellulolytic enzymes are
for a long time used in pulp, paper, food, feed or textile processing
industries. Today, its improved enzyme cocktails are also applied

to degrade different cellulosic and hemicellulosic plant materials to
their monomers (mainly D-glucose, D-xylose and L-arabinose) which
can then be fermented to different biofuels and other biorefinery
products. Besides being an attractive source and producer for such
enzymes, 7. reesei is also used routinely as a host for recombinant
protein production. The different strains are well adapted to fermenter
cultivations and secrete vast amounts of enzymes not reached

by other microorganisms. Although T. reesei is already the main
industrial source for such enzymes and despite the fact that industrial
strains produce more than 100 g/l of cellulases, additional efforts

are needed to reduce costs and maximize yield and efficiency of

the produced enzyme mixtures. Improvements in different fields will
be necessary to make the process cost-effective. From a molecular
biotechnologist view identification of novel enzymes, improvement

of the physicochemical properties of the enzymes and the efficient
production of these enzymes in appropriate host organisms are

some of the main strategies. A key to the latter is to identify
regulatory and metabolic networks which control the expression

of the extracellular enzymes to design yield improved strains.

The availability of its genome sequence has boosted research on 7.
reesei (MARTINEZ et al., 2008). Surprisingly, the genome sequence
of T. reesei QM6a revealed that the fungus possess only a rather
small set of cellulases and hemicellulases in comparison to other

plant biomass degrading fungi. This underscores our still poor
understanding of the process of cellulose degradation. Today, high
throughput tools are now available for systematic manipulation of

T. reesei to produce a large set of regulatory or pathway mutants
within a short time and systems biotechnological approaches including
whole genome comparisons, transcriptomics or proteomics were
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introduced to identify alterations that led to cellulase hyperproduction
by classical mutagenesis (e.g. LE CROM et al., 2009).

Regulation of plant cell wall degradation
and its engineering.

A key to improve the production of specific enzymes or a group of
enzymes is to modulate their regulation on the transcriptional level by
overexpression of activators or deactivation of repressors (reviewed
in KUBICEK et al., 2009). Most of the enzymes for plant cell wall
degradation including cellulases and hemicellulases are usually only
formed adaptively in the presence of their substrates. Expression of
genes encoding such CAZymes (Carbohydrate Active enZymes) is a
tightly regulated process to minimize the energy loss for the fungus.
The regulation of enzyme expression is controlled by two major control
circuits i.e. general carbon catabolite repression (CCR) and specific
induction. Most of the CAZymes necessary for the degradation of
the different plant cell wall polymers are repressed by the presence
of increased concentrations of fast metabolizable carbon sources
including D-glucose, D-galactose, D-xylose or others that arise from
the degradation of these polymers. These enzymes are usually also
not expressed during growth on glucose even in the presence of

an inducer. Consequently, one of the earliest attempts to improve
cellulase production was to neutralize CCR. Classical mutagenesis
combined with selection for 2-desoxyglucose resistance under
inducing conditions has led to increased cellulase producers such as
T. reesei RUT C30, RL-P37 and CL847, supporting the importance
of CCR in cellulase formation. On the transcriptional level the key
player is the carbon catabolite repressor CRE1. Numerous CAZymes
are regulated by CRE1 in 7. reesei. It is therefore not surprising that
the analysis of RUT-C30 including its derivative CL847 identified a
loss of a 2478-base pair fragment, which starts downstream of the
region encoding the CRE1 zinc finger. Carbon catabolite derepression
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by cre1 deletion does not, however, lead to high cellulase production
during cultivation on D-glucose or other carbon sources, indicating that
cellulase hyperproduction is still inducer dependent. The obligatory
presence of an inducer for high cellulase gene expression implies

tight regulation of their promoters. Most of the cellulase genes are
also regulated in a coordinated way, although the relative ratio of
their expression may differ in mutants. At least three transcriptional
activators including XYR1, ACE2 and the HAP2/3/5 complex, as well
as the repressors ACE1 are involved in (hemi)cellulase regulation.
XYR1 is clearly the major player in the transcriptional regulation of
both cellulolytic and xylanolytic enzymes and its absence virtually
eliminates their expression by all known inducers. Although necessary
for both cellulase and xylanase induction it is not clear how XYR1 is
able to selectively induce cellulases or xylanases. As a transcriptional
activator XYR1 must receive respective signals from the different
inducers but the exact mode of activation is not known today.
Hypercellulolytic strains such as CL847 show an upregulation of xyr1
transcription during growth on lactose compared to other improved
cellulase producers. One of the highlights from the analysis of the
genome sequence of 7. reesei (MARTINEZ et al., 2008) was that its
cellulase, hemicellulase and other CAZyme genes were to be located
in several discrete clusters together with a number of genes for
secondary metabolite. Some of these secondary metabolite clusters are
regulated at the level of chromatin remodelling by the putative protein
methyltransferase LaeA in A. nidulans. Because of the co-clustering of
CAZymes with secondary metabolite synthesis genes in the 7. reesei
genome, we hypothesized that cellulase expression may be regulated
by a 7. reesei LaeA orthologue. Production of cellulases and other
CAZymes is strongly reduced in the absence of LAE1, and dramatically
increased when LAE1 is overexpressed under a constitutive promoter.
This shows that LAE1 essential for cellulase and hemicellulase
formation and that it is a key to further improve their expression.

91



92

Strategies to improve (hemi)cellulolytic enzyme production in Trichoderma reesei

D-xylose and L-arabinose pathway
engineering

In contrast to cellulose, many of the hemicellulose monomers can
serve as inducers when applied at low concentrations. Within the

last years we focused our research on the elucidation of pathways
involved in the degradation of the two pentoses L-arabinose and
D-xylose. The oxidoreductive catabolism of these two pentoses

is unique for fungi and consists of NADPH dependent reductions
followed by NAD + dependent oxidations. The pathways for D-xylose
and L-arabinose catabolism are interconnected and in 7. reesei the
first NADPH-dependent reduction of both L-arabinose and D-xylose is
accomplished by the D-xylose reductase XYL1 because its absence
results in significantly impaired growth on both pentoses. The xylitol
dehydrogenase XDH1 is the second enzyme of D-xylose pathway and
the first enzyme of the common part of the pathway with L-arabinose.
L-arabinitol 4-dehydrogenase LAD1, the second enzyme in L-arabinose
catabolism can partially compensate for its loss and only deletion of
both lad1 and xdh1 in T. reesei fully impairs growth on D-xylose and
xylitol. LAD1 is essential for L-arabinose and L-arabitol catabolism.
Only recently, an NADPH-dependent L-xylulose reductase (LXR3) could
be identified in 7. reesei, whose deletion results in strongly reduced
growth on L-arabinose and L-arabinitol. Phosphorylation of D-xylulose
at C-5 is catalyzed by xylulokinase (SEIBOTH; METZ, 2011).

T. reesei contains five xylanases including 3 GH11 (XYN1, XYN2

and XYNb5), one GH10 (XYN3) and at least one GH30 (XYN4). With
the exception of XYN3 all are coordinately induced by D-xylose

and L-arabinose. We have recently investigated the induction of
expression of xyn1, xyn2, xyn4 and xyn5 by D-xylose and L-arabinose
in mutants blocked in individual steps of the oxidoreductive pentose
catabolic pathway and show that both D-xylose and L-arabinose
induce xylanases but via different transmitters. Induction by both leads
to a synergistic effect and increases xylanase expression. Mutants
blocked in the steps after D-xylose and L-arabinitol lead to a massive
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increase in expression of xyn1, xyn2, xyn4 and xyn5 (SEIBOTH;
METZ, 2011). T. reesei also contains four a-L-arabinofuranosidase
genes for the degradation of arabinan and arabinoxylans. All of these
genes are expressed during growth on L-arabinose and L-arabinitol and
strongly enhanced in a Alad1 strain lacking L-arabinitol dehydrogenase
activity and severely impaired in an aldose reductase (Axyl1) strain.
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Mecanismos de sensoriamento
de glicose em Aspergillus
nidulans
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Introducao

A degradacao dos polissacarideos presentes na parede celular
de plantas (celulose, hemicelulose e pectinas) e a utilizacdo dos
componentes liberados como fonte de carbono é um processo
regulado em fungos filamentosos quando esses crescem como
fitopatédgenos ou na presenca de determinados substratos (TAMAYO-
RAMOS et al., 2012). A glicose representa a mais importante
fonte de carbono e energia para a maioria das células. Além de
ser o principal nutriente, este aclcar regula varios aspectos do
crescimento celular, metabolismo e desenvolvimento (0ZCAN
et al., 1999). Na presenca de glicose, uma variedade de vias
metabdlicas é afetada, alterando metabdlitos intermediarios,
cofatores e produtos finais dessas vias (ROLLAND et al., 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um organismo modelo para
células eucaridticas e tem sido usada frequentemente em estudos

que buscam compreender as vias de sinalizacao que envolvem
sensoriamento e metabolismo de fontes de carbono, incluindo a glicose.
Nesse sentido, é descrito que em leveduras a glicose extracelular é
sensoriada por proteinas de membrana especificas, as quais ativam
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uma gama de transportadores de glicose de alta ou baixa afinidade
dependendo da concentracao de glicose disponivel (para revisdo
ROLLAND et al., 2001). Logo, os efeitos regulatérios induzidos por
glicose sao frequentes e variados em fungos, fazendo com que a
glicose possa atuar reprimindo ou induzindo genes envolvidos no
metabolismo de diferentes fontes de carbono. Contrastantemente,
o estudo do sensoriamento e metabolismo da glicose em fungos
filamentosos ainda apresenta grandes desafios. Dentre as lacunas a
serem preenchidas a respeito dos mecanismos de reconhecimento e
internalizacado da glicose extracelular, eventos como o sensoriamento
da glicose bem como detalhes da regulacado da repressao catabdlica
sao processos ainda bastante obscuros em Aspergillus, por
exemplo. Apesar da escassez de dados, alguns transportadores de
acucar foram preditos em fungos filamentosos por meio de andlise
in silico usufruindo-se da acessibilidade a bancos de sequéncias
gendmicas de Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Neurospora
crassa e Trichoderma harzianum (http://www.Aspergillusgenome.
org, http://www.broadinstitute.org/annotation/ genome/neurospora/
MultiHome.html e DELGADO-JARANA et al., 2003). Dentre os
genes preditos como transportadores de glicose, apenas poucos
deles foram analisados e caracterizados funcionalmente em fungos
filamentosos, como é o caso de MstE em A. nidulans, MstA em

A. niger, RCO-3 e HGT-1 em N. crassa (FORMENT et al., 2006;
JORGENSEN et al., 2007; MADI et al., 1997; XIE et al., 2004)

A repressao catabdlica em fungos
filamentosos

Muitos organismos podem utilizar diferentes fontes de carbono para
a obtencao de energia, entretanto a glicose é a fonte preferida. Desta
forma, ainda que fontes alternativas de carbono estejam presentes, a
glicose é utilizada preferencialmente por um mecanismo de regulacao
denominado repressdo catabdlica (para revisdo, GANCEDO, 1998).
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A presenca de glicose pode afetar niveis enzimaticos que levam

ao decréscimo na concentracdo de mRNA, diminuicdo da razdo de
transcricao ou ainda aumento na taxa de degradacao da proteina
(GANCEDO, 1998). O gene MIG1 é um importante repressor
transcricional com dominio zinc-finger C2H2 envolvido na repressao
por glicose em S. cerevisiae (NEHLIN; RONNE, 1990). Na presenca de
glicose, a expressao da proteina quinase Snf1 é reprimida o que leva
a defosforilacdo de MIG1. Uma vez defosforilado, MIG1 localiza-se no
nucleo, se liga a sequéncias promotoras e reprime a expressao de genes
alvo como SUC2 promovendo a repressao catabdlica (SCHULLER,
2003). Em contraste, quando a glicose é escassa, Snf1 é altamente
expressa, fosforila Mig1 o qual desliga-se das regides promotoras

e a repressao catabolica ndo ocorre. A ativacao de Snf1 regula a
expressao de genes envolvidos na utilizacao de fontes alternativas

de carbono por meio da modulacao da atividade de diversos fatores
de transcricdo. A ativacao transcricional promovida por Snf1 ocorre
por meio da mobilizacao de fatores de transcricdo e remodelamento
da estrutura da cromatina na regidao promotora dos genes-alvo (para
revisao ZAMAN et al., 2008). Em A. nidulans, o possivel homélogo de
MIG1 é representado pelo CreA (AN6195). A ORF AN6195 apresenta
43% de identidade em relacédo a sequéncia codificadora de MIG1 de
leveduras. Em A. nidulans, CreA é uma proteina de ligacdo ao DNA
codificada pelo gene CreA e medeia a repressdo promovida pela glicose
(BAILEY; ARST, 1975; DOWZER; KELLY, 1991). Alguns experimentos
demonstraram que o transporte de alta afinidade é catabolicamente
reprimido em cepas selvagens de A. nidulans na presenca de glicose.
Entretanto, na cepa mutante de A. nidulans com perda da cdpia
funcional do gene CreA o processo de repressao catabdlica ndao ocorre
e os mutantes nulos para CreA nao apresentam inducédo do transporte
de baixa afinidade na presenca de glicose (MACCABE et al., 2003).

Em leveduras, a via de sinalizacdo que envolve o complexo da proteina
quinase Snf1 é ativada pelo crescimento da levedura em fontes de
carbono pouco ou ndo fermentaveis como sacarose, glicerol, etanol,
entre outras. Na auséncia de glicose, o Snf1 é ativado por trés
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diferentes quinases codificadas por SAK1, ELM1 e TOS3 que fosforilam
o complexo Snf1 tornando-o ativo (NATH et al., 2003; HONG et al.,
2003). As trés quinases ativadoras de Snf1 demonstram similaridade
no que diz respeito ao dominio catalitico e diferencas na regiao
C-teminal (RUBENSTEIN et al., 2008). Estruturalmente, o complexo
Snf1 é um heterotrimero composto de uma subunidade catalitica
(Snf1), uma subunidade regulatéria (Snf4) e uma das trés subunidades
B (GAL83, SIP1, and SIP2). Na auséncia de glicose, a subunidade
Snf4 se liga a Snf1 e libera sua autoinibicdo. A delecdo de SNF1 ou
SNF4 impede o crescimento em quaisquer outras fontes de carbono
que nao glicose. Durante o crescimento na presenca de glicose, todo
o complexo Snf1 é localizado no citoplasma. Quando a célula cresce
em meio com deplecao de glicose, o complexo contendo a subunidade
Gal83 se relocaliza no nucleo, o complexo contendo Sip1 se relocaliza
em vacuolos e o complexo contendo Sip2 permanece no citoplasma. A
localizacdao do complexo Snf1 dependente da subunidade sugere que
essas subunidades nao possuem sobreposicdo de funcao (VINCENT

et al., 2001). O homoélogo de Snf1 em A. nidulans é denominado
SnfA (AN7695) sendo que Sfn1 e SfnA compartilham 51% de
identidade de sequencia. Baseado nas sequéncias de S. cerevisiae,
alguns homdlogos putativos para as quinases Sak1 e TOS3 também
podem ser identificados por similaridade no genoma de A. nidulans
(http://www.Aspergillusgenome.org). Nesse sentido, a ORF AN5728
representa o homoélogo putativo de Sak1 em A. nidulans com 43%

de identidade e, similarmente, a ORF AN8827 parece ser o homélogo
putativo de TOS3 apresentando 31% de identidade (Tabela 1).

Os homoélogos de SNF1 também tem sido caracterizados em fungos
filamentosos. Para o fungo Cochliobolus carbonum, um patdgeno

do milho, o mutante de SNF1 (ccsnf1) demonstra diminuicdo do
crescimento de 95 a 50% em meio de cultura contendo fontes de
carbono complexas. Adicionalmente, quando o organismo é submetido
a fontes de carbono simples o crescimento varia de acordo com

o acucar (TONUKARI et al., 2000). Ainda, quando comparado a

cepa selvagem, o mutante Ccsnf1 é menos virulento em relacao a
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capacidade de causar doenca no milho (TONUKARI et al., 2000).

A delecdo do homélogo de SNF1 no fungo filamentoso Fusarium
oxysporum (Fosnf1) resulta em uma cepa com diminui¢cdo da expressao
de genes que codificam enzimas que degradam a parede celular
(exopoligalacturonase- PGX1, endopoligalacturonase- PGN1 e pectato
liase- PL) em condicdes nao repressoras de crescimento (OSPINA-
GIRALDO et al., 2003). O mutante ainda demonstra crescimento
reduzido em fontes de carbono como arabinose, frutose, galactose,
trealose, xilana e xilose e apresentou retardo na progressao da
doenca em Arabidopsis thaliana e Brassica oleracea em comparacao
as mesmas espécies infectadas com a cepa selvagem (OSPINA-
GIRALDO et al., 2003). Finalmente, para o fungo filamentoso
Ustilago maydis, a delecao do gene SNF1 originou a cepa mutante
Asnf1 (NADAL et al., 2010). Interessantemente, para este fungo o
gene SNF1 nao se mostrou importante para a utilizacao de fontes
alternativas de carbono e a delecao desse gene nao interferiu de
maneira significativa na viruléncia do fungo. Adicionalmente, a

cepa mutante Asnf1 demonstrou diminuicdo da expressao de uma
endoglucanase (um02523) e uma pectinase (um02510) quando
crescida em meio de cultura isento de glicose e aumento da expressao
relativa de dois genes de xilanase (um06350 e um03411) quando

foi crescida na presenca de glicose (NADAL et al., 2010).

Outra via de sinalizacdo importante no sensoriamento de glicose em
leveduras é a via de Rgt1 a qual também associa-se a expressao de
genes transportadores de glicose de acordo com a concentracao de
glicose disponivel (MOSLEY et al., 2003). Basicamente, Rgt1 reprime
a expressao dos transportadores de hexose em células crescendo

na auséncia de glicose e é degradado na presenca desse carboidrato
(POLISH et al., 2005). Essa funcéo é dependente de dois co-
repressores, Mth1 e Std1, os quais desempenham funcdao mediante
ativacao de Snf3 e Rgt2 (ver préxima secdo). Os co-repressores
Std1 e Mth1 desempenham funcdes parcialmente redundantes uma
vez que se ligam a um sitio comum de Rgt1, suprimindo a ativacao
transcricional e promovendo a ligacdo ao DNA (para revisdao, ZAMAN
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et al., 2008). A expressao de STD1 é regulada pela via de Rgt1 e

é induzida em altas concentracdes de glicose. Adicionalmente, a
expressao de MTH1 é reprimida em concentracoes elevadas de glicose
pelo repressor Mig1 (para revisao, ZAMAN et al., 2008). No fungo
filamentoso A. nidulans, alguns homdlogos dos genes envolvidos na
via de sinalizacdao de Rgt1 podem ser identificados por analise in silico.
O possivel homélogo de Rgt1 é representado pela ORF AN1927 a qual
apresenta 63% de identidade de sequéncia em relacdo a Rgt1 de S.
cerevisiae. Surpreendentemente, Std1 e Mth1 parecem nao possuir
homdélogos em A. nidulans o que pode indicar outro mecanismo de
regulacao da via Rgt1 em condicdes de escassez de glicose (Tabela 1).

Tabela 1. Homélogos putativos de genes envolvidos no sensoriamento de
glicose em A. nidulans identificados por homologia as sequencias de S. cerevi-
siae.

Rgt2 AN1797 ~ 46% 1,0e-122
AN8737 ~ 42%
ANG6669 ~ 42% 6,0e-107
AN10891 ~ 43%
3,0e-106
3,0e-109
Snf3 AN1797 ~ 45% 7,0e-123
AN8737 ~ 43% 6,0e-102
AN6669 ~ 44% 4,0e-100
AN10891 ~ 41% 9,0e-102
Rgt1 AN1927 ~ 63% 2,0e-18
Snf1 AN7695 ~ 52% 8,0e-123
Yck1 ANbB757 ~ 73% 6,0e-138
Yck2 ANb5757 ~ 73% 2,0e-139

Continua...
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Tabela 1. Continuacéo.

Sak1 ANbG728 ~ 43% 6,0e-43
TOS3 AN8827 ~ 31% 7,0e-48
Elm1
Std1
Mth1

@ banco de dados com acesso em http://www.yeastgenome.org
® banco de dados com acesso em http://www.aspergillusgenome.org
¢ alinhamento local utilizando a ferramenta BLASTP das sequéncias de aminoacidos

que compdem a proteina de cada uma das duas espécies analisadas.

Mecanismos de sensoriamento
da glicose

Em leveduras, vérias proteinas presentes na superficie celular sao
descritas e desempenham funcao de sensoriamento de diferentes
concentracoes de glicose disponivel no meio extracelular. Essas
proteinas sensoras ativam transportadores de alta e baixa
afinidade os quais, por sua vez, transportam glicose para o
interior da célula. Uma vez internalizada, a glicose é fosforilada
tanto pela hexoquinase (Hxk) como pela glucoquinase (Glk).

No sensoriamento da glicose em leveduras, a via de inducao de
genes que ativam os transportadores de glicose é representada
principalmente por duas proteinas de sensoriamento: Snf3 e Rgt2
(para revisao, ROLLAND et al., 2001). Snf3 e Rgt2 sao proteinas de
membrana que apresentam dominios transmembrana e sdo muito
similares aos transportadores de glicose pertencentes a familia dos
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Hxt (NEIGEBORN et al., 1986; OZCAN et al., 1996). Apesar da
similaridade, Snf3 e Rgt2 sdo incapazes de transportar glicose (0ZCAN
et al., 1998) e portanto agem como sensores da glicose extracelular
(para revisao, GANCEDO, 2008). A funcao dessas duas proteinas
sensoras é mediada pela via de sinalizacao de Rgt1 a qual ativa ou
reprime a transcricao de genes HXT de acordo com a concentracao
de glicose extracelular (O0ZCAN; JOHNSTON, 1999). Uma vez que as
proteinas sensoras Rgt2 ou Snf3 estdo ativas, ocorre o recrutamento
dos co-repressores Mth1 e Std1 a membrana plasmatica onde se
ligam aos sensores e sao fosforilados por Yck1 e Yck2 sendo,

entdo, marcados pelo complexo de ubiquitinacdo SCFGrr1 E2/E3
ubiquitina e direcionados para degradacao no proteassomo (FLICK et
al., 2003; MORIYA; JOHNSTON, 2004; SPIELEWOQY et al., 2004).

A degradacao desses co-repressores expoe Rgt1 a fosforilacédo

e elimina a atividade repressora (PALOMINO et al., 2006).

O gene SNF3 foi identificado em um “screening” para mutantes de S.
cerevisiae deficientes na utilizacdo de rafinose (NEIGEBORN; CARLSON,
1984; NEIGEBORN, 1986). Os mutantes Snf3 sao ainda deficientes no
crescimento em baixas concentracdes de glicose e frutose (BISSON et
al., 1987). A transcricdo de SNF3 é reprimida em altas concentracoes
de glicose (HOHMANN et al., 1999) e é necessério para a inducao em
baixas concentracoes de glicose de certos genes HXT (para revisao,
ROLLAND et al., 2001). Quanto a Rgt2, essa é uma proteina de
membrana que funciona como sensor de altos niveis de glicose ja que
é necessdria para a inducao da expressdao maxima de HXT1 em altas
concentracdes de glicose (OZCAN et al., 1996; OZCAN; JOHNSTON,
1999). Alguns genes homélogos a Snf3 e Rgt2 sao descritos em
outras espécies. Como exemplo, o gene rco-3 de N. crassa é predito
codificar uma proteina de 594 aminoacidos com 37 % de identidade a
Snf3 na regidao homdloga de transportadores de actcar (ALLEN et al.,
1989; MADI et al., 1997). O mutante rco-3 tem taxa de crescimento
ligeiramente reduzida em meio contendo 2% de glicose como fonte

de carbono. Esse mutante é parcialmente desreprimido na atividade

de transporte de alta-afinidade a glicose e ndo é completamente
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desreprimido em condicdes em que a glicose € limitada. Além disso,

o mutante rco-3 tem afinidade reduzida ao transporte de glicose
(ALLEN et al., 1989; MADI et al., 1997), relacionando assim o gene
rco-3 as vias de sensoriamento de glicose em N. crassa. Na levedura
Kluyveromyces lactis é descrito que a proteina de membrana Rag4
desempenha um papel similar a Snf3/Rgt2 de S. cerevisiae (BETINA

et al., 2001). Esse organismo possui ainda outros componentes da

via de sinalizacdo desencadeada por Snf3/Rgt2 como, por exemplo, o
ortélogo de Rgt1, um repressor transcricional de genes induzidos por
glicose (FLICK et al., 2003; KIM et al., 2003; PALOMINO et al., 2005;
BELINCHON; GANCEDO, 2007; ROLLAND et al., 2006). Em Candida
albicans, Hgt4 é um ortélogo de Snf3/Rgt2. C. albicans também possui
proteinas similares a Std1 (proteina regulatéria) e Rgt1, as quais agem
de forma semelhante aos homdélogos em S. cerevisiae (BROWN et

al., 2006). Para o fungo filamentoso A. nidulans, proteinas sensoras
de glicose nao sao descritas funcionalmente, apenas a predicao

dos homologos por analise in silico pode ser citada (Tabela 1).

Transportadores

Atualmente, pouco se conhece a respeito do transporte de glicose

em fungos filamentosos. Nos fungos N. crassa, A. nidulans e A.

niger, o transporte de glicose de alta e baixa afinidade foi descrito

por meio de ensaios baseados no transporte de monossacarideos
(SCARBOROUGH, 1970a, 1970b; SCHNEIDER; WILEY, 1971; MARK;
ROMANO, 1971; TORRES et al., 1996). Em geral, o sistema de
difusao facilitada de baixa afinidade é observado em células que estao
reprimidas por glicose. Opostamente, o sistema de alta afinidade é
observado em células que crescem com quantidade limitada de glicose
(SCARBOROUGH, 1970a, 1970b; SCHNEIDER; WILEY, 1971).

Dentre os fungos, a levedura S. cerevisiae representa o organismo
cujo sistema de transporte de glicose tem sido estudado mais
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detalhadamente. Para essa levedura sao descritos 20 genes que
codificam proteinas similares a transportadores de glicose (HXT1-
HXT17, GAL2, SNF3 e RGT2) (BISSON et al., 1993; KRUCKEBERG,
1996; BOLES; HOLLENBERG, 1997) os quais podem ser classificados
como transportadores de baixa ou de alta afinidade por glicose
(BOLES; HOLLENBERG, 1997). Em fungos filamentosos alguns
transportadores de glicose sao descritos. Em A. niger, por exemplo, o
gene MstA codifica um transportador de acUcar de alta afinidade e a
superexpressao desse gene em uma cepa de S. cerevisiae deficiente
no transporte de hexose restaura parcialmente o crescimento da cepa
em 0,1 e 1% de glicose, frutose, manose e galactose (VANKUYK

et al., 2004). A cepa mutante de A. niger para MstA nao apresenta
alteracao fenotipica quando crescida em meio de cultura pobre em
fonte de carbono. Esses dados sugerem que esse fungo filamentoso
possui outros transportadores que compensam a auséncia do

gene MstA (VANKUYK et al., 2004). Em A. nidulans o gene MstE
codifica um transportador de baixa afinidade a glicose. Este gene é
expresso durante a germinacao do conidio em meio rico em glicose.

A expressao também ocorre em hifas crescidas em meio contendo
glicose adicionado de outras fontes de carbono repressoras de maneira
dependente do repressor transcricional CreA (FORMENT et al., 2006).
O mutante de A. nidulans deletado para MstE ndo apresenta alteracoes
morfolégicas evidentes mas apresenta auséncia do transporte de glicose
de baixa afinidade (FORMENT et al., 2006). Outro transportador de A.
nidulans, HxtA, foi parcialmente caracterizado (WEI et al., 2004). A
delecao do HxtA em A. nidulans nao altera o crescimento do fungo em
determinadas fontes de carbono (frutose, sorbose, manose, galactose,
xilose, entre outras) e também nao inibe o desenvolvimento sexual
desse organismo sugerindo que ha um sistema de aquisicao de glicose
redundante neste organismo (WEI et al., 2004). A superexpressao do
gene HxtA na cepa mutante de S. cerevisiae com auséncia de todos os
transportadores de glicose foi insuficiente para restaurar o crescimento
em glicose. Adicionalmente, a expressao deste gene foi reprimida em
condicoes de crescimento contendo alta concentracao de glicose e

foi induzida em condigOes de escassez de glicose (WEI et al., 2004)
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Glucoquinase e hexoquinase

Além dos transportadores de hexoses e proteinas sensoras, outros
componentes participam ativamente dos mecanismos desencadeados
por hexoses. A principal via de repressao por glicose envolve
hexoquinases e requer a fosforilacdo do acucar (PEGO et al., 1999).
Os fungos contem vaérias hexoquinases as quais sdo envolvidas
tanto na fosforilacdo de aglcar quanto no sensoriamento de fontes
de carbono (FLECK; BROCK, 2010). Em leveduras a fosforilacao de
glicose é catalisada por trés aclcar-quinases (hexoquinase/Hxk- 1 e
2 e glucoquinase/Glk-1) enquanto a repressao requer apenas a Hxk-2
(para revisdao, ROLLAND et al., 2001). Da mesma forma, em fungos
filamentosos (A. fumigatus, A. niger e A. nidulans), é descrita a
presenca de uma glucoquinase e uma hexoquinase cataliticamente
ativas (FLIPPHI et al., 2003; PANNEMAN et al., 1996, 1998; RUIJTER
et al., 1996). Em A. nidulans especificamente, a glucoquinase é
representada por AN8689 e apresenta 44% de identidade com

a glucoquinase de S. cerevisiae Glk1 além de duas hexoquinases
representadas por AN7459 e AN2638 as quais compartilham mais de
54,5 e 42,7% de identidade com as hexoquinases de S. cerevisiae
(Hxk1 e Hxk2). A caracterizacao bioquimica de glucoquinase e
hexoquinase de A. niger recombinantes foi realizada por super
expressao e purificacdo dessas enzimas (PANNEMAN et al., 1996,
1998). A glucoquinase purificada demonstrou alta afinidade por
glicose e a atividade da enzima nao foi inibida pela adicdo do inibidor
de hexoquinase trealose-6-fosfato (T6P) (PANNEMAN et al., 1996).
A hexoquinase pura demonstrou atividade especifica por frutose e foi
também ativa na presenca de glicose. A fosforilacao da frutose foi
inibida na presenca de T6P de maneira dependente da concentragao,
0 que permitiu a discriminacao entre a atividade de glucoquinase e
da hexoquinase em extrato celular (PANNEMAN et al., 1998). Esses
estudos sugerem que a glucoquinase de A. nidulans pode estar
envolvida no metabolismo de glicose enquanto a hexoquinase refere-
se a ativacao de frutose. Para estudos in vivo, cepas de A. nidulans
mutantes para a hexoquinase (frA1) e para glucoquinase (glkA4) bem
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como o duplo mutante foram construidas e analisadas (ROBERTS et
al., 1963; FLIPPHI et al., 2003). O mutante AglkA nao tem defeito
de crescimento sugerindo que a falta do gene é compensada pela
hexoquinase. Por outro lado o mutante da hexoquinase demonstra
crescimento afetado em meio de cultivo contendo frutose como
Unica fonte de carbono. Isso confirma o fato de que a glucoquinase
é incapaz de promover a fosforilacdo da frutose /in vivo. Esse
mesmo mutante nao apresentou alteracao fenotipica quando
crescido em glicose. Quanto ao duplo mutante, este apresentou
dificuldade de crescimento tanto na presenca de glicose como de
frutose como fontes Unicas de carbono (FLIPPHI et al., 2003).

Discussao e Conclusao

A repressao catabodlica € um evento desencadeado e controlado pela
disponibilidade de glicose. Nesse ambito, por meio de mecanismos
altamente regulados, a glicose é a fonte de carbono utilizada
preferencialmente frente a quaisquer outras fontes de carbono
disponiveis. Muitos genes relacionados ao controle da repressao
catabdlica tém sido identificados e caracterizados na levedura S.
cerevisiae. Nesse organismo é descrito que o controle da repressao
catabdlica ocorre por meio de vias de sinalizagao reguladas como
aquela que envolve a proteina quinase Snf1 bem como a via de
sinalizacao por Rgt1. Enquanto em S. cerevisiae muito se sabe a
respeito do controle da repressao catabdlica, em fungos filamentosos
poucos elementos relacionados ao controle deste evento sao
descritos, permanecendo assim, muitas questdes sem respostas.
Uma das principais vias responsaveis pelo sensoriamento de glicose
em S. cerevisiae envolve a proteina quinase Snf1, a qual apresenta-
se como elemento regulatério central no controle da repressao
catabdlica (Para revisdo, GANCEDO, 1998) e esta envolvida com

a utilizacdo de fontes de carbono alternativas. A atividade de Snf1

é desempenhada mediante a fosforilacdo e a defosforilacdo do
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repressor transcricional Mig1 (SCHULLER, 2003). O homélogo de
Snf1 ja foi caracterizado funcionalmente em fungos filamentosos
como C. carbonum, F. oxysporum, U. maydis (TONUKARI et

al., 2000; OSPINA-GIRALDO et al., 2003; NADAL et al., 2010,
respectivamente). Além desses organismos, o homélogo putativo
de Snf1 em A. nidulans, SnfA, também foi identificado (AN7965)
e apresenta alto percentual de identidade de sequéncia ao Snf1 de
S. cerevisiae (52%). Neste mesmo panorama, o homdélogo de MIG1
no fungo filamentoso A. nidulans, o CreA, desempenha funcao
similar a Mig1 em S. cerevisiae. Essa similaridade funcional pode
ser exemplificada pelo fato de que em mutantes de A. nidulans com
perda da cépia funcional do gene CreA a repressao catabdlica e o
transporte de baixa afinidade na presenca de glicose ndao ocorrem
(MACCABE et al., 2003). Outros elementos importantes envolvidos
na via de sinalizacado por Snf1 sdo as quinases Sak1, EIm1 e Tos3
as quais fosforilam e ativam o complexo Snf1 (NATH et al., 2003;
HONG et al., 2003). No genoma de A. nidulans (http://www.
Aspergillusgenome.org) apenas os homélogos putativos de Sak1 e
Tos3 podem ser identificados os quais demonstram alto percentual
de homologia a sequéncia desses elementos em S. cerevisiae:
ANb5728- 43% e AN8827- 31% de identidade, respectivamente.

Adicionalmente, a via de sinalizacdo de Rgt1 também se relaciona a
expressao regulada de genes que sao envolvidos no sensoriamento e
transporte de glicose em leveduras (MOSLEY et al., 2003). Baseado
na sequéncia de S. cerevisiae, em A. nidulans o homélogo putativo
de Rgt1 é representado pela ORF AN1927 (63% de identidade).
Entretanto os homdélogos de Std1 e Mth1 parecem ausentes

nesse fungo filamentoso. A atividade de Rgt1 leva a repressao de
transportadores de hexose de acordo com a concentracao de glicose
extracelular (OZCAN; JOHNSTON, 1999; POLISH et al., 2005) e é
dependente dos co-repressores Mth1 e Std1 (ZAMAN et al., 2008)
os quais atuam mediante ativacado das proteinas sensoras de glicose
Snf3 e Rgt2. Essas proteinas dispoem-se superficialmente e sinalizam
a ocorréncia de glicose no meio extracelular ativando transportadores
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de alta e baixa afinidade, dependendo da concentracao de glicose
disponivel. Embora em A. nidulans, proteinas sensoras nao tenham sido
caracterizadas funcionalmente, analises in silico apontam para quatro
homdélogos putativos nesse organismo, as quais sdo representadas
pelas ORF AN10891, AN8737, AN6669 e AN1797. Em resumo, a

via de sinalizacdo Rgt1 conjugada aquela de Snf1 garante a resposta
adequada dos diferentes transportadores de glicose de acordo com a
concentracao variavel de glicose disponivel e promove a importacao
mais adequada do acucar disponivel (JOHNSTON; KIM, 2005).

Outro importante evento no metabolismo da glicose em S. cerevisiae
é a fosforilacdo desse elemento, a qual ocorre mediante atividade
de duas quinases conhecidas como hexo e glucoquinase. Estudos
recentes demonstraram que em A. nidulans a fosforilacdo da glicose
também é um pré-requisito para a sinalizacao deste acucar (FLIPPHI
et al., 2003). No genoma desse organismo podem ser identificados,
por similaridade de sequéncia, dois homélogos putativos de
hexoquinase (AN7459 e AN2638) e uma glucoquinase (AN8689).
Para A. niger a caracterizacao da glucoquinase e da hexoquinase
evidenciou que a primeira apresenta maior afinidade por glicose e

a hexoquinase demonstrou atividade especifica por frutose e foi
ativa inclusive na presenca de glicose (PANNEMAN et al., 1996).

Resumidamente, pouco se sabe a respeito dos mecanismos de
sensoriamento de glicose em fungos filamentosos e o caminho
a ser percorrido no sentido de desvendar esses mecanismos tem
se mostrado bastante complexo. Os principais dados disponiveis
atualmente levam em consideracao dados de homologia baseados
na disponibilidade do genoma em comparacao a sequéncias

de S. cerevisiae. Estudos que visem a caracterizagcdo funcional
de transportadores de glicose, proteinas sensoras em fungos
filamentosos, bem como outros elementos envolvidos no
sensoriamento e sinalizacao desencadeada por glicose foram
iniciados e devem adicionar novos conhecimentos ao assunto.
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Introducao

A corrida para industrializar as tecnologias de conversao de biomassa
lignocelulésica voltadas a obtencado de biocombustiveis tem sido
intensa, com a grande expectativa de producao de cerca de 250
milhdes de galoes de etanol em 2011. Porém, a produgao nao
ultrapassou 6,8 milhdes de galdes de biocombustiveis de segunda
geracao (STEPHEN et al., 2012). Os gargalos tecnoldgicos ainda
existentes dificultam o escalonamento do processo, aumentando
os riscos de implantacado dessa tecnologia. Stephen et al. (2012)
estimaram que o custo econémico envolvido na tecnologia de
etanol de segunda geracao pela rota bioquimica é ainda mais

alto do que a producao tradicional de etanol a partir de milho.

O Brasil possui uma vasta e diversificada gama de substratos que
podem ser utilizados para a producao de biocombustiveis e bioprodutos.
Em relacdo a biomassa residual de composicao lignocelulésica, o

pais possui um grande potencial, tendo no bagaco de cana de acucar
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sua maior representatividade, ndo sé pelas quantidades geradas,
mas também, no que tange a facilidade logistica. A disponibilidade
desse residuo nas usinas/destilarias, o coloca como uma excelente
matéria-prima para a producao de biocombustiveis e bioprodutos de
segunda geracao (PEREIRA JUNIOR et al., 2008). O processo de
conversao dos componentes celulésicos dessas biomassas residuais a
glicose, requer o uso de enzimas celuloliticas. Atualmente, estd bem
estabelecido que a eficiéncia de hidrélise de celulose deve-se a um
sistema enzimatico multicomponente, constituido de trés principais
grupos: endo-f-glicanases, exo-p-glicanases e -glicosidases (LYND
et al., 2002; ZHANG; LYND, 2004). O conceito de “engenharia de
produto” pode ser aplicado em processos de producao de celulases,
visando a formulacao de preparados enzimaticos com proporcoes
ideais entre as diversas enzimas do complexo celulolitico, e em
particular as endoglicanases e -glicosidases. O formulado ideal
pode ser obtido pelo co-cultivo de linhagens superprodutoras dos
principais tipos de celulases, pela producdao em separado das celulases
e posterior composi¢cao do formulado pela mistura dos extratos em
proporcoes pré-estabelecidas (KADAR et al., 2004; XIAO et al., 2004)
ou ainda pela introducao de genes que codificam para a expressao
dessas enzimas em organismos hospedeiros, capazes de expressar
e secretar as enzimas nas proporcoes ideais (SRISVASTAVA et

al., 1999). Além dessas estratégias, existem microrganismos que
secretam sistemas com atividades balanceadas. Jorgesen e Olsson
(2006) relatam que diversas espécies do género Penicillium tém
mostrado a habilidade de produzir sistemas enzimaticos completos
e com melhor relacdo entre as atividades FPasica e [-glicosidasica
do que Trichoderma reseei, que é o microrganismo mais utilizado e
estudado visando a producdo dessas enzimas. Em termos de escala
industrial do processo produtivo, uma das alternativas propostas
para viabilizar a producao dessas enzimas em larga escala é a sua
producao dedicada (in plant production). Esta estratégia, além de
apresentar a flexibilidade de utilizacdo do bagaco como substrato
local e a producao de enzimas especificas para o substrato, facilita
0 processo catalitico e evita o alto custo com a importacao do
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mesmo. O presente trabalho tem como objetivo discutir e apresentar
avancos na tematica de producao de celulases voltadas para a
producao dedicada, de maneira a apresentar mais uma alternativa
para facilitar a implantacao da tecnologia de conversao de biomassas
residuais a biocombustiveis e bioprodutos de segunda geracao.

As celulases

Na natureza, a conversao enzimética da celulose em glicose por
microrganismos € um desafio que exige a producao de um complexo
sistema enzimatico composto por celulases. As celulases pertencem
ao grupo das hidrolases O-glicosideos (EC 3.2.1), que é um grupo
comum de enzimas que hidrolisam as ligacoes glicosidicas entre
dois ou mais carboidratos ou entre carboidrato e um composto

nao carboidrato. Na Tabela 1 estdo apresentados os cédigos das
celulases de acordo com a Enzyme Comission (E.C.), os nomes
oficiais, alternativos e especificidade da reacao (NC-IUBMB, 2008).

Tabela 1. Codigos e respectivas enzimas de acordo com Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology . Fonte: NC-IUBMB
(2008).

Beta-1,4-endoglican
hidrolase; Beta-1,4 glicanase;

. . Endohidrélise de
CarboximetilCelulase;

Celodextrinase; Ilgagqes B._1 4
3.2.1.4 Celulase D-glicosidicas

da celulose e

Endo-1,4-B-D-glicanase; Endo- beta-glicanas.

1,4-B-D-glicanohidrolase; Endo-
1,4-B-glicanase; Endoglicanase.

Continua...



Aproveitamento de bagaco de cana-de-aclcar para producao de biocatalisadores...

Tabela 1. Continuacéo.

3.2.1.21 B-glicosidase
Glican
3.2.1.74
1,4-B-glicosidase
3.2.1.91 Celulose

1,4-B-celobiosidase.

Amigdalase;p-D-glicoside
glicohidrolase;

Celobiase;Gentobiase.

1,4-B-D-glican glicohidrolase;
Exo-1,4-beta-D-glicosidase;Exo-
1,4-beta-glicanase;Exo-
1,4-beta-glicosidase.

1,4-B-celobiohidrolase;1,4-p-
D-glican celobiohidrolase;

Avicelase;Exo-1,4-3-D-
glicanase;Exocelobiohidrolase;

Exoglicanase.

Hidrélise do
terminal, B-1-4-
D-glicosideo
com liberacao
de glicose

Hidrélise de
ligacoes 1-4 em
B-D-glicanas
com remocéao
sucessiva de
unidades de
glicose.

Hidrélise de
ligacdes B-1,4-
D-glicosidicas
em celulose e
celotetraose,
liberando
celobiose

Atualmente, estd bem estabelecido que a atividade celulolitica deve-se
a um sistema enzimatico multicomponente que consiste principalmente
de trés grupos: endo-B-glicanase, exo-B-glicanase e p-glicosidase. O
mecanismo mais aceito de hidrélise enzimatica da celulose envolve

o efeito sinérgico principalmente entre estas trés formas de celulase

(HENRISSAT, 1994; KNOWLES et al., 1987; LYND et al., 2002; TEERI,

1997; WOOD; GARICA-CAMPAYO, 1990; ZHANG; LYND, 2004). As
endoglicanases, ou 1,4-B-D-glicana-4-glicanohidrolases (EC 3.2.1.4)

sao as enzimas do complexo celuldsico responsaveis por iniciar a
hidrélise. Tais enzimas hidrolisam randomicamente regioes internas
de estrutura amorfa da fibra celuldsica, liberando oligossacarideos de

diversos graus de polimerizacao e, conseqlientemente, novos terminais,
sendo um redutor e um nao-redutor (BEGUIN; AUBERT, 1994;
MIYAMOTO, 1997). O grupo das exoglicanases age nos terminais da
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cadeia de celulose, produzindo celobiose como principal substancia.
Este grupo é constituido, majoritariamente, pelas enzimas 1,4-p3-D-
glicana-glicanohidrolases (EC 3.2.1.74), também conhecidas como
celodextrinases e 1,4-B-D-glicana-celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), mais
comumente conhecidas como celobiohidrolases. As celobiohidrolases
sdo distinguidas em dois tipos: as enzimas do tipo | (CBH 1) as quais
hidrolisam terminais redutores, e as do tipo Il (CBH Il) que hidrolisam
terminais nao redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibicao pelo
seu produto de hidrélise (celobiose) (AWAFO et al., 1996). A estrutura
das celobiohidrolases apresenta uma regiao na forma de “gancho”,
cuja funcao é captar a fibra celulésica, facilitando seu acesso ao sitio
catalitico (AWAFO et al., 1996). O terceiro e Ultimo grande grupo das
enzimas do complexo celulolitico engloba as enzimas B-glicosidases,
ou B-glicosideo glicohidrolases (EC 3.2.1.21). As B-glicosidases tém

a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos sollveis

(com menos de sete unidades monoméricas) a glicose. Assim como

as celobiohidrolases, também sofrem inibicdo pelo seu produto de
hidrélise (AWAFO et al., 1996). De acordo com Riou et al. (1998),

as B-glicosidases podem ser divididas em trés subgrupos baseados

na especificidade pelo substrato: as celobiases, as quais hidrolisam
apenas oligossacarideos; as broad-specificity-p-glicosidases, que
exibem atividade tanto em dissacarideos quanto oligossacarideos (a
B-glicosidase mais comumente encontrada); e as aril-B-glicosidases,
que tém afinidade apenas por aril-B-glicosideos. Quando atuam
conjuntamente, as celulases apresentam um rendimento melhor do
que a soma dos rendimentos individuais (LYND et al., 2002). Estes
trés processos hidroliticos ocorrem simultaneamente (Figura 1).

A hidrélise primaria ocorre na superficie dos substratos sélidos
liberando acucares sollveis com grau de polimerizacdo de 9, que

se reduz a 6 na fase de liquefacao pela hidrélise por endoglicanase

e exoglicanase. A taxa de despolimerizacdo enzimatica realizada
pelas endoglicanases e exoglicanases é o fator limitante para

todo o processo de hidrélise (ZHANG et al., 2006). A hidrélise
secundaria, que ocorre na fase pés-liquefacao, envolve primeiramente
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a hidrélise da celobiose a glicose pelas B-glicosidases, embora
algumas B-glicosidases também hidrolisem celodextrinas longas
(ZHANG; LYND, 2004; ARANTES; SADDLER, 2010).

(A Amorfogénese da celulose cristalina.
lent Dispersdo/afrouxamento das fibras
NR enta de celulose R
L a1
; . Fase sélida
L 4 Hidrélise primaria
i 1
(B) Hidrélise da cadeia
insoltvel (DP>6)
lenta <
" B
2 s alEe'eeeEatete el
© Hidrélise de
) celooligossacarideos (DP<6)
rapida |
oo o *S & )
*_ 5 o w -
“® Endoglicanases )] ﬂ Hidrolise de celobiose | Liquefagao
D Celobiohidrolases rapida - o™ Hidrélise secundaria
“D B-glicosidases - - = =
# Glicose - Qﬂ Qﬂ L_ N

Figura 1. Esquema das etapas da hidrélise enziméatica da celulose.

Fonte: Arantes e Saddler (2010). NR: terminal nao redutor. R: terminal redutor

Microrganismos produtores de celulases

As enzimas celuloliticas sdo produzidas por uma grande variedade

de bactérias e fungos aerébios e anaerdbios, mesofilos e terméfilos
(LJUNGDAHL; ERIKSON, 1985). Entretanto, relativamente poucos
fungos e bactérias secretam altos niveis de celulases extracelularmente
capazes de solubilizar e hidrolisar a celulose cristalina extensivamente.



Aproveitamento de bagaco de cana-de-aclcar para producao de biocatalisadores...

Dentre os fungos filamentosos, sao reportados: Trichoderma reesei
(HAYWARD et al., 2000; SHIN et al., 2000; BOLLOK; RECZEY,
2000; LI et al., 2005; MIETTINEN-OINONEN, 2004; JUHASZ et al.,
2005, 2004; ROSGAARD et al., 2006), Aspergillus niger (KIM et

al., 1997), Humicola grisea (DE-PAULA et al., 1999), Aspergillus
terreus (MASSADEH et al., 2001), Trichoderma koningii, Trichoderma
longibacillus, Chaetomium elatum, Penicillium funiculosum

(BOLLOK; RECZEY, 2000; ROSGAARD et al., 2006), Thermoascus
aurantiacus (ROSGAARD et al., 2006). H4, no entanto, interesse por
microrganismos que, além de apresentarem altos indices de producao
de enzimas, apresentem, também, um equilibrio entre os grupos

de enzimas do complexo celulolitico, uma vez que cada grupo tem
funcdes distintas. Castro (2006), Carvalho (2007) e Castro et al.
(2010) verificaram que o fungo filamentoso Penicillium funiculosum
apresenta bom balanceamento das atividades endoglicanasica e
B-glicosidasica, como pode ser observado na Figura 2, razao pela
qual este microrganismo foi selecionado por nosso grupo de pesquisa
para posteriores estudos de otimizacao da producédo de enzimas
celuloliticas. Além disso, esta linhagem tem sido pouco explorada na
literatura quando comparado com as linhagens de Trichoderma reesei.

Fi 2. Distribuica
A, furicuipsum [ { - lgura Istribuigao
das atividades de
endoglicanase (cinza),
Caluciast [lr . 9 ( )
exoglicanase (preto) e
-glicosidase (branco) no
cozzo | (L B P ‘ ’
extrato enzimatico bruto
de P. funiculosum e em
Spezyme [E .

preparacdes comerciais.

] 2I|:| .m a::u Eﬂ 1'u|:| Fonte: Castro et al. (2010).
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Producao de celulases por P.
funiculosum

Maeda (2010) avaliou a producao de celulases por Penicillium
funiculosum em biorreator inoculado com 10% de pré-inéculo em meio
de cultivo com bagaco de cana pré tratado em condi¢cdes acidas, como
substrato. A Figura 3 apresenta os perfis cinéticos de producao de
celulases expressas em atividades FPéasica, Aviceldsica e CMCaésica.

10004 1000+ 412000 - 2250
4 FPase
A Avicelase 42000
= CMCase - 10000
800+ 800+ = p-glucosidase 41750
48000 1500
__ 6004 Z 600 5 5
3 5 541250 o
=} 2 6000 @ @
8 8 811000 3
& 4004 8 400 = 8
[ S o 3
X H{4000 ©4750 >
(-8
2004 200 1500
42000
H250
04 0- 0 Jo

84

Tempo de fermentagéo (h)

Figura 3. Perfil cinético da producdo de celulases em biorreator inoculado 10 % v/v de
inéculo (Fonte: MAEDA, 2010)

A producdo de celulases em 60 h alcancou 900 U/L de atividade
FPasica, 11000 U/L de atividade CMCéasica, 1800 U/L de atividade
B-glicosidasica e 1000 U/L de atividade avicelasica. O perfil cinético
observado por Maeda (2010) apresentou uma fase lag inicial de
producao de enzimas e apés 24 horas a acentuada producao

das mesmas se estendeu até as 60 horas. Essas diferencas nas
proporgcées em que as celulases sao produzidas podem ser regidas
por fatores como alteragcdes quimicas do meio de cultivo durante a
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fermentacao (aumento e/ou diminuicdo da substéncia indutora) e
as necessidades fisioldgicas associadas ao crescimento celular.

Na Tabela 2 estdao sumarizadas as condicdes e a producao
alcancada por diversos autores em comparacdao com a producao
de celulases por P. funiculossum no presente estudo. A producao
alcancada por nosso grupo de pesquisa foi menor do que aquela
alcangada por linhagens 7. reesei geneticamente modificadas ou
que passaram por extensos programas de mutagenese e selecao,
com o RUTC30 (PORTNOY et al., 2011). Entretanto, foi atingida
uma alta produgao em um tempo muito mais curto de processo.

Estratégia de aplicacao do preparado
enzimatico de P. funiculosum para
producao de etanol de segunda geracao

Um preparado enziméatico de P. funiculosum foi obtido, concentrado
em membrana de fibra oca e, posteriormente, aplicado para producao
de etanol por processo SSF (simultaneous saccharification and
fermentation) alimentado (MAEDA, 2010). Estudos realizados ja
apontavam que em processos SSF, a concentragao de etanol era
limitada pela concentracao de sélidos (VASQUEZ, 2007) devido a
limitacdes difusionais relacionadas a transferéncia de massa. Essas
limitacdes reduzem o rendimento de hidrélise enzimatica da celulose
e, em alguns casos, ocasionam o impedimento da mesma. A fim

de se buscar uma solucéo para esse problema, incorporou-se uma
inovacao ao processo, alimentando o biorreator com bagaco pré-tratado
(BETANCUR; PEREIRA JUNIOR, 2010), em momentos nos quais o
meio se tornava liquefeito. Dessa forma, a relacao sélido:liquido se
manteve baixa o suficiente para minimizar os classicos problemas

de transferéncia de massa. Na Figura 4 estdo apresentados os

perfis de producao de etanol e consumo de glicose e celobiose
obtidos durante o processo SSF em batelada alimentada, utilizando
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o preparado enzimatico de P. funiculosum. A faixa vertical em cinza
indica a etapa de pré-hidrélise enzimatica (12 h) e a partir do ponto
zero (0), a fase de sacarificacao e fermentacado simultaneas. As
setas indicam o ponto de perturbacao do sistema com alimentacao
com carga de celulignina (massa seca). Ao final da fase de pré-
hidrélise, a glicose atingiu valores de 65 g/L e o meio apresentava-se
liquefeito, sendo possivel a inoculacdo com uma linhagem industrial
da levedura de Saccharomyces cerevisiae e a primeira alimentacao
com celulignina de bagaco de cana parcialmente deslignificada.

Ao longo do processo, pode ser observada a reducao da
produtividade volumétrica de etanol (QP). De acordo com Vasquez
(2007), a hidrélise enzimatica é a etapa limitante do processo SSF,
particularmente quando o meio a ser fermentado é inoculado com
altas concentracoes celulares, levando a levedura a consumir a
glicose em elevadas taxas. Se observarmos a produtividade nas
primeiras 8 horas de fermentacao, fase em que a glicose estéa
prontamente disponivel, o valor desse parametro variou de 5 a 9
g/L.h, ou seja, os mesmos verificados em fermentacdes de etanol a
partir do caldo de cana no Brasil, 5-8 g/L.h. Logo, a produtividade
volumétrica parece ser limitada pela taxa de hidrélise enzimatica nessa
concepcao de processo, quando a partir de 8 horas, a concentracao
de glicose convertida no meio se encontra em niveis baixos.
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Figura 4. Cinética de producédo de etanol por processo SSF utilizando celulases de P.

funiculosum em batelada alimentada. As setas indicam os tempos nos quais o sistema

Celobiose (g/L)

foi alimentado com celulignina parcialmente deslignificada. A faixa em cinza indica a fase

de pré-hidrélise enziméatica (PHE) de 12 h. A linha pontilhada indica o tempo de 106 h
quando se atingiu a maior producéo de etanol.

De acordo com Rudolf et al. (2005) e Sassner et al. (2006) a taxa
de hidrélise enzimatica, em muitos casos reportados, é a taxa que
governa um processo SSF. Olofsson et al. (2008) reportaram que
nao ha uma forte correlagcao positiva entre o tamanho do inéculo de
leveduras e a producao de etanol, em processos com concentracdes
de células acima de 1 a 2 g/L para condicdes tipicas de SSF (10 %
de sélidos e 30 FPU/g). Sendo assim, o tamanho de inéculo poderia
ser reduzido neste processo (Tabela 3). As elevadas concentracoes
de etanol atingidas na estratégia apresentada no presente estudo
(100 g/L) aliadas a boa atuacao do preparado celuldsico de P.
funiculosum sobre a celulignina de bagaco de cana, sinalizam uma
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possivel utilizacdo deste produto enzimatico para producao de etanol
de segunda geracdo em escala produtiva. Os resultados mostrados
neste estudo, utilizando processo SSF alimentado, sdo bastante
promissores quando comparados aos estudos recentes reportados na
literatura (Tabela 3). Nota-se que a maioria dos trabalhos disponiveis
na literatura, com o processo SSF, utiliza baixas concentracdes de
sélidos iniciais (menor ou igual a 10%). Na estratégia adotada no
presente trabalho, optou-se pela utilizacdo de altas concentracoes de
solidos que assegurassem altas concentracdes de etanol, ja que esta
é uma condicao sine qua non para a viabilidade técnico-econdmica
de processos quimicos e bioquimicos, particularmente quando a
tecnologia de producao envolve produtos de baixo valor agregado.
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Uma vez que as primeiras horas de fermentacdo apresentaram

a produtividade (Q,) dentro do observado em fermentac6es

industriais convencionais, e esta concepg¢ao o processo foi limitado
exclusivamente pela hidrélise enzimatica, esforcos na melhora

do processo devem focar nesta Ultima etapa e ndo no processo
fermentativo. Sabe-se que a cinética enzimatica de reacoes
Michaelianas é de primeira ordem até se atingir a velocidade méaxima de
reacdo, sendo a velocidade da reacao influenciada pela concentracao de
substrato. Logo, com o consumo do substrato no decorrer do processo,
seria de se esperar que a velocidade de hidrélise da celulignina se
reduzisse ao longo do tempo, entretanto, o pulso de alimentacao de
celulignina néo foi capaz de retomar a velocidade maxima. Outro fator
que pode explicar a reducao da velocidade de reacao, a qual limita as
taxas do processo SSF, é a liberacao da lignina com o consumo de
substrato, provocando ligacGes improdutivas entre essa macromolécula
polifendlica e as enzimas celuloliticas (DUARTE et al., 2012).

Consideracodes finais

As questOes ambientais tém trazido preocupacoes a sociedade
moderna. A queima de combustiveis fésseis e o desmatamento
florestal fazem com que grandes quantidades de gases permanecam na
atmosfera. Para minimizar este problema, em 1997, foi estabelecido
um acordo para reducao das emissdes gasosas, denominado de
protocolo de Kyoto. Com este tratado, medidas para reducdo desses
gases foram criadas, dentre elas a utilizacdo de biomassas como fonte
de energia alternativa ao petréleo (PEREIRA JUNIOR et al., 2008).

Nesse contexto, tém-se intensificado Pesquisa e Desenvolvimento

para a utilizacao, de forma mais diversificada, de matérias-primas
renovaveis em substituicdao as fontes fésseis, em particular os
abundantes residuos agricolas e agro-industriais, denominados de
biomassas residuais, como pode-se constatar na literatura especializada
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por meio da publicacdo de diversos artigos nos ultimos anos sobre

o assunto. A utilizacado desses residuos é de grande interesse e
importancia na medida em que ndao ha demanda de aumento da
extensao de areas agricultaveis. O que se pretende é transferi-los da
posicdo de poluentes sélidos para matérias-primas valiosas visando
a producao de combustiveis e de outras substancias quimicas, com
a implementacao do conceito de Biorrefinaria. Os avancos nesta
area sinalizam que, seguramente, o aproveitamento de matérias-
primas renovaveis, incluindo os residuos, revertera a dependéncia
mundial pelas fontes fésseis. A busca por preparados enzimaticos
eficientes para hidrélise de materiais lignocelulésicos, incluindo
tanto as etapas de producao quanto de formulacdo, tem envolvido

o uso de ferramentas estatisticas/matematicas para a eficiente
hidrélise das porcoes polissacarideas desses materiais; modos de
operacao do processo de fermentacao; busca por microrganismos
naturalmente ocorrentes que produzam complexos enzimaticos
equilibrados; e nos Ultimos anos, tem se intensificado estudos na
area de Biologia Molecular focalizando a obtencéao de linhagens
hiperprodutoras de celulases, exploracao de novas enzimas e novas
propriedades enzimaticas que, certamente continuardo a impulsionar
o desenvolvimento desta importante area que se constitui em um dos
gargalos para a producao de biocombustiveis e outras substancias
quimicas no contexto de biorrefinaria de segunda geracao.
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A sociedade moderna é dependente do uso do petréleo e derivados
para a sua manutencao e desenvolvimento. A principal aplicacao é

na forma de combustiveis liquidos, embora uma enorme variedade

de outros produtos possa ser obtida a partir de fracionamento do
mesmocomo plasticos, asfalto, parafinas, cosméticos, detergentes,
entre outros. Entretanto, tornou-se um consenso mundial a necessidade
de substituicao do petréleo por fontes alternativas de energia,
especialmente as provenientes de fontes renovaveis. Os motivos sao
de ordem econdmica, como a progressiva diminuicao das reservas
naturais de petrdleo e o custo cada vez mais elevado para a extracao
de novas reservas (e.g. o pré-sal), associados a preocupacoes
envolvendo os prejuizos causados ao meio ambiente. Neste contexto,
um substituto com caracteristicas promissoras, renovavel e com
potencial para ser utilizado em larga escala pela industria, é a biomassa.

Analoga ao petréleo, a biomassa vegetal também é um conjunto
de compostos quimicamente distintos que podem ser fracionados
gerando componentes com destinacoes especificas. Do mesmo
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modo que uma refinaria petroquimica produz uma grande variedade
de produtos a partir do petréleo bruto, os mesmos principios podem
ser aplicados a uma refinaria baseada em biomassa. O termo
“Biorrefinaria” tem sido utilizado para descrever tal processo e pode
ser definido como "uma facility para atingir grande escala de producéao
integrada de combustiveis, energia elétrica e quimicos a partir de
biomassa". Uma biorrefinaria tem a capacidade de utilizar diferentes
matérias-primas, dependendo da disponibilidade das mesmas e

preco de mercado, podendo substituir de forma eficiente todos os
derivados de origem fdéssil (MADSEN, 2007). Dentro do conceito de
biorrefinarias, microrganismos podem ser utilizados como plataformas
eficientes na conversao da biomassa vegetal em produtos de alto
valor agregado. Como exemplo dessa aplicacao, recentes avancos

no campo da biologia molecular possibilitaram a modificacao de
microrganismos para utilizar novas rotas biossintéticas para producao
de monémeros a partir de fontes renovaveis (RINCONES et al., 2009).

Substituir o uso das reservas fdsseis por fontes renovaveis é

um enorme desafio, que s6 pode ser superado por paises com
caracteristicas competitivas relacionadas a disponibilidade de terras,
qualidade de solo e clima. Nesse ponto, a lideranca mundial brasileira
na producao e uso economicamente vidvel de combustiveis renovaveis
foi assegurada por desenvolvimentos tecnolégicos e investimentos
realizados persistentemente durante as Ultimas décadas (GOLDEMBERG
et al., 2008). O biocombustivel mais utilizado no mundo é o etanol
obtido a partir da extracao e fermentacdo de aclcares presentes em
diferentes matérias primas, o chamado etanol de primeira geracao.
Apesar de diversas matérias-primas poderem ser utilizadas no
processo, o etanol produzido no Brasil é essencialmente advindo

da cana-de-acucar, considerada uma cultura de alta produtividade

de biomassa e de extrema eficiéncia fotossintética, acumulando
grandes reservas de sacarose que sao extraidas e utilizadas no
processo fermentativo. Em 2009, o Brasil alcancou a producéao de

27 bilhdes de litros, s6 ficando atrds dos EUA com 40 bilhdes de
litros, os dois maiores produtores mundiais (PERRONE et al., 2011).
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O etanol de segunda geracao ou etanol celulésico consiste na
conversao dos polissacarideos que compdem a parede celular vegetal
em etanol. Considerada uma das mais promissoras tecnologias em fase
de desenvolvimento, o etanol celuldsico pode ser produzido a partir

de matérias-primas renovaveis e de residuos lignoceluldsicos, que sao
gerados em grande quantidade pela agroinduistria (BASTOS, 2007). As
etapas para conversao de biomassa lignocelulésica vegetal em etanol se
iniciam com o pré-tratamento da biomassa, cuja finalidade é aumentar
a acessibilidade das fibras que compdem a parede celular vegetal a
acao enzimatica. Diversos processos estdo sendo desenvolvidos a

fim de minimizar a perda de aclcares e geracao de inibidores que
possam comprometer o processo fermentativo. Em seguida, um pool de
celulases e hemicelulases sdo responsaveis pela liberacdo dos aclcares
poliméricos que compdem as fragoes de celulose e hemicelulose da
biomassa, podendo ser subsequentemente fermentados a etanol.

A enorme diversidade de biomassa lignoceluldsica oferece grande
variedade de matérias-primas que podem ser utilizadas para a producao
alcodlica além da cana, como: palha de trigo e de milho, switchgrass,
madeiras, residuos florestais, entre muitos outros. Com um mercado
interno e externo com demanda cada vez maior para o etanol, torna-

se necessario ndo somente a ampliacao da producao tradicional

pelo aumento da area agricola, mas também o desenvolvimento de
variedades geneticamente melhoradas que agreguem caracteristicas
promissoras ao desenvolvimento do processo de producao de

etanol. Sendo a cana-de-aclcar uma cultura de elevada expressao
socioecondmica, a obtencao de cultivares melhoradas possibilitaria o
aumento do rendimento nacional, sem necessariamente aumentar a
area plantada, nao competindo com culturas destinadas a producao de
alimentos. Com base em estudos de melhoramento, surge entdo um
novo conceito: a cana-energia. A proposta, ja existente hd muitos anos,
seria o do desenvolvimento de variedades geneticamente modificadas
para produzir biomassa ao invés de apenas sacarose, ou seja, uma cana
com maior fonte de fibras, mais celulose e mais produtividade (KIM;
DAY, 2011). Dessa forma, se aumenta significativamente a quantidade
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disponivel de polissacarideos por hectare de area plantada, e
consequentemente se aumenta a energia conversivel em etanol a partir
da sua hidrélise. O desenvolvimento de variedades de cana-energia
apresenta grandes perspectivas para o futuro da producao de bioetanol.
Porém, o verdadeiro potencial é ainda desconhecido. E necessério

o desenvolvimento de estudos que visem otimizar esse processo,
combinando fatores como um eficiente pré-tratamento, enzimas e
microrganismos utilizados, com um baixo custo de producao de etanol.

A fermentacado de aculcar a etanol é realizada industrialmente pelas
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, em um processo ja
bem conhecido e estabelecido. O mosto oriundo da cana é misturado
com as leveduras em dornas industriais para a conversao da sacarose
a etanol. As condicdes estressantes impostas nas dornas durante

a fermentacao industrial; como pressdes osmaticas devido as altas
concentracoes de acuUcares, alta concentracdo de etanol, contaminacao
bacteriana, entre outras, leva a completa substituicao da cultura
iniciadora por linhagens dominantes endofiticas, melhor adaptadas ao
processo (SILVA-FILHO et al., 2005). Basso et al. (2008) analisou,
durante um estudo de 12 anos, o comportamento de 350 linhagens

de S. cerevisiae em relacdo a caracteristicas de interesse industrial
desejaveis como floculacao, rendimento, velocidade de fermentacao,
taxa de crescimento, capacidade de reciclo, producao de espuma

e capacidade de implantacao nas destilarias. Dentre as linhagens
selecionadas, destacaram-se PE-2, CAT-1 e BG-1 por apresentarem
desempenho eficiente e a habilidade de competir com as leveduras
nativas, sobrevivendo e dominando o processo de fermentacao
industrial. Em 2008, PE-2 e CAT-1 foram usadas em aproximadamente
150 destilarias, representando 60% do etanol produzido no Brasil.
Uma vez implantadas nas destilarias, as linhagens selecionadas
reduzem os custos de producao de etanol ndo somente pelo aumento
do rendimento, mas também por meio da reducdo do consumo de
antiespumante. Tendo em vista o alto desempenho fermentativo, as
linhagens PE-2 e CAT-1 estdo sendo estudadas mais profundamente a
fim de se compreender as caracteristicas que as diferenciam em relacao
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as demais em escala industrial. Argueso et al. (2009), ao observarem
que os estoques comercialmente disponiveis da PE-2 apresentavam
grande variedade de caridtipos, selecionaram e caracterizaram uma
coldnia Unica, denominada JAY270. Analises moleculares mostraram
que o genoma de PE-2 é altamente heterozigoto (2 SNPs/kb), tanto
estruturalmente quanto a nivel de nucleotideos, apresentando
polimorfismos estruturais entre cromossomos homélogos. A alta
capacidade de adaptacao de PE-2 as condicOes estressantes impostas
em uma dorna de fermentacao esta diretamente ligada a arquitetura
gendmica heterogénea, tornando tais cepas ideais para a criacdo de
uma nova geracao de organismos industriais, idealizados para as novas
tecnologias de producao de etanol e outros processos biotecnoldgicos.

Durante o processo de producado do etanol de segunda geracao, a
hidrélise da biomassa libera os aclcares constituintes das fracoes
celulésicas e hemicelulésicas, representados por hexoses e pentoses.
Embora alguns microrganismos sejam naturalmente capazes de
fermentar pentoses a etanol, a levedura S. cerevisiae continua sendo
o organismo de escolha para producéao industrial em larga escala de
etanol. Fatores que contribuem para a escolha de S. cerevisiae como
organismo modelo, sado a alta tolerancia a etanol, alta capacidade
fermentativa, crescimento em condicbes estritamente anaerdbicas

e resisténcia a compostos inibitérios presentes no hidrolisado da
biomassa (MATSUSHIKA et al., 2009). Enquanto S. cerevisiae pode
rapidamente fermentar hexoses como glicose, frutose, manose e
galactose, ela nao consegue crescer ou fermentar as pentoses D-xilose
e L-arabinose. E considerando a parcela significativa da biomassa
lignoceluldsica (20-35%) e a importancia da fermentacao da xilose
para a eficiente producao de etanol celulésico, a modificacao genética
de linhagens de S. cerevisiae para inclusdo das vias metabdlicas

para utilizacdo de pentoses tem sido um foco de grande atencao em
engenharia metabdlica de leveduras (MAMMAN et al., 2008; VAN
MARIS et al., 2007). Outro grande desafio é o de obter linhagens
resistentes aos compostos téxicos comumente liberados durante o
processo e que inibem o microrganismo utilizado na fermentacéao.
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Sob condicdes de alta temperatura e pressao, a xilose é convertida a
furfural e similarmente, 5-hidroximetil furfural (HMF) é formado pela
degradacdo de hexoses (BALAT, 2011). Cepas mais resistentes a
esses compostos téxicos ja foram eficientemente produzidas por meio
de engenharia evolutiva, associando, por exemplo, cultivos em série
na presenca dos inibidores, com um screening eficiente de leveduras
mais resistentes a tais compostos (CAKAR et al., 2012). Visto que

as mutacOes que tornam essas cepas mais resistentes ocorrem

ao acaso, o sucesso desse método depende do desenvolvimento

de um sistema eficiente de selecao dos mutantes obtidos.

Muitas sado as barreiras e desafios a serem superados na producao
de um sistema eficiente e economicamente viavel na producao

de bioetanol a partir da biomassa, especialmente abrangendo

as principais etapas da producao. Para atingir esse objetivo é
necessario lancar mao de novas estratégias, como o uso de
biologia sintética para modificacdo de microrganismos e inclusao
de novas rotas metabdlicas, desenvolvendo biorrefinarias de alta
eficiéncia ndo somente na producao de biocombustiveis, mas
também na dos demais derivados de interesse industrial.
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Introducao

A cana-de-acUcar é cultivada ha quase cinco séculos no Brasil.
Atualmente, 50% da sacarose de cana-de-acuUcar produzida no pais

é destinada a producao de aclcar e a outra metade, a producao de
etanol. Em 2007, a area plantada com cana-de-acUcar para a producao
de etanol era de 3,4Mha, correspondente a 1% da terra aravel do pais.
O Estado de Sao Paulo é responsavel por 63% do etanol produzido

no Brasil, enquanto a maior expansao do setor vem acontecendo na
regiao Centro-Oeste, em areas degradadas de pasto (CRUZ, 2010).

A cana-de-aclcar apresenta grande potencial como matéria-prima
para producao de moléculas renovaveis e, nos ultimos anos, diversas
empresas internacionais tem investido no setor sucroalcooleiro. A
utilizacdo da cana-de-agucar para producao de moléculas renovaveis
demandaré ajustes nas etapas do processo atual ou mesmo implicara
em arranjos de processos integralmente diferentes dos empregados
atualmente nas usinas. Apresenta-se na Figura 1 o fluxograma tipico
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de producao de aclcar e etanol, onde se destacam as principais etapas
de processos que potencialmente demandarao nova configuracao.

Neste trabalho apresentam-se alguns pontos fundamentais a serem
considerados desde as etapas iniciais de desenvolvimento de um novo
bioprocesso, considerando-se o atual contexto das usinas brasileiras, de
forma a garantir um scale-up bem sucedido e viabilidade econémica.

Cana-de-agucar

Bagaco
Moagem — Caldeiras

Caldo

iU

Tratamento
Quimico

1

Filtracdo = Torta de filtro

|

v v
E— EE—
Melago ~
Evaporagdo 3 Fermentagdo Inser¢do de novos
-/ ) processos:
* + moléculas renovaveis
—— -
Cozimento Destilagdo — Vinhaca
| — T
PR 2 —Y
Centrifugagdo - Retificacdo
\TJ \T
——
Secagem _Etanol | Desidratacs
(Hidratado) esidratacao
-
Etanol
(Anidro)

Figura 1. Fluxograma da producdo de actcar e etanol. Adaptado de Seabra (2008).
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Desafios na producdao de moléculas
renovaveis a partir de cana-de-acucar

Um dos grandes desafios presentes na fermentacao de caldo e
melaco de cana-de-aclcar é a competicao entre o microrganismo
utilizado no processo e os diferentes tipos de microrganismos
presentes nessas duas matérias-primas (AMORIM et al., 2011).

De acordo com Nolasco Junior (2005), de todas as perdas
determinadas do setor sucroalcooleiro, 30 a 60% estao relacionadas
a producao de etanol. Grande parte deste valor é devido a presenca
de contaminantes no processo de fermentacao, ja que as unidades
de producao no Brasil ndo trabalham em condicOes assépticas.

As leveduras presentes no processo de producao de etanol a partir de
cana-de-acUcar podem ser classificadas em 3 grupos (TOSETTO, 2002):

e Selecionadas: compradas ou cultivadas para serem utilizadas nos
in6culos do inicio da safra.

e Nativas: leveduras encontradas no processo. Apresentam desem-
penho de fermentacdao adequado, porém, sao diferentes das cepas
selecionadas.

e Selvagens: nao apresentam desempenho fermentativo adequado.
Comumente nao sdao Saccharomyces. Oportunistas, normalmente
dominam o processo em situacGes anormais.

Gallo (1989) realizou um levantamento das bactérias contaminantes
de fermentacdo de etanol presentes no creme de levedura diluido,
antes da adicao de acido sulfurico. Foi encontrado que 98,25%

sdo bactérias Gram positivas, 87,76% sao bastonetes e 73,95%
sdo nao-esporulados. O género Lactobacillus foi o mais frequente
(59,75%), seguido de Bacillus (26,58%) e Staphylococcus (8,76%).
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Muitos levantamentos foram realizados anteriormente para identificar
0s microrganismos contaminantes presentes no mosto de cana-de-
acucar. Entre as leveduras encontradas, foram identificadas cepas
Saccharomyces spp., Picchia sp., Zygo Saccharomyces cerevisiae,
Dekkera bruxellensis, Candida spp., Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus albidus, Rhodotorula mucilaginosa e Debaryomyces
hansenii (CABRINI; GALLO, 1999; BASILIO et al. 2008).

Na Tabela 1 apresenta-se uma visado geral sobre contaminacao
nas usinas produtoras de etanol, com dados obtidos da
literatura e a partir de monitoramento de rotina de trés unidades
industriais da regido Centro-Sul (ANDRIETTA et al., 1997;
SOUZA-LIBERAL et al., 2005; DUNCAR; COLMER, 1964;
OLIVIA-NETO; YOKOYA, 1991; CABRINI; GALLO, 1999).
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Embora muitos contaminantes, incluindo leveduras selvagens,
possam produzir etanol, a contaminacdo é um obstaculo no setor,
pois pode reduzir o rendimento fermentativo. Porém, esse obstaculo
torna-se muito mais critico em um processo de producado de novas
moléculas baseado na utilizacdo de microrganismos recombinantes,
uma vez que o sucesso deste depende da permanéncia dos
microrganismos geneticamente modificados ao longo da producao.
Consequentemente, melhores préaticas de limpeza e sanitizacdo de
equipamentos serdo requeridas como parte da estratégia operacional.

A complexidade observada na area de fermentacao das usinas exige
que pesquisadores adotem, ainda nas bancadas, uma abordagem
multidisciplinar no intuito de desenvolver pacote tecnolégico
economicamente viavel. E fundamental que no plano de pesquisa
sejam incluidos cenarios criticos de desvios de processo conhecidos
pela industria de etanol, no intuito de se mitigar potenciais desvios
operacionais (causados por contaminacao) durante o scale-up.

E preciso assegurar que a propriedade intelectual seja protegida de
forma integral: microrganismo recombinante e tépicos de engenharia.
A protecao da propriedade intelectual facilitara a concretizacao

de parcerias entre iniciativa publica e privada com potencial

para gerar patentes estratégicas que auxiliardo a consolidacao

do Brasil como pais chave em uma economia sustentavel.

A andlise dos residuos é também um ponto fundamental a ser
considerado nos projetos de pesquisa de novas tecnologias.
Atualmente, a vinhaca gerada no processo de destilacao do vinho é
utilizada como fertilizante, pratica conhecida como fertirrigacao. Entre
os beneficios de tal pratica, destacam-se a reducado nos gastos com
fertilizantes comerciais (a vinhaca supre a demanda de potdssio e
parte da demanda de nitrogénio e fésforo), a eliminacédo de alternativas
de descarte sem impacto ambiental e a existéncia de uma fonte de
irrigacao de facil acesso nos periodos de seca. Em uma tecnologia

em que o residuo nao possa ser aplicado com esta finalidade, a
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unidade industrial teria impactos com investimento para destinacao
alternativa, além dos gastos com fertilizantes comerciais. Portanto, as
caracteristicas do residuo podem impactar diretamente na viabilidade
econdmica de uma numa nova tecnologia. Assegurar a conformidade
com a Legislacdo Ambiental e regulamentacdes estabelecidas

para organismos geneticamente modificados é mandatério.

Consideracodes Finais

O presente trabalho nao teve a pretensao de esgotar o assunto
contaminacao e desafios de introducao de novos bioprocessos
no setor sucroalcooleiro para producao de moléculas renovaveis.
Mas sim, incentivar a reflexdo e discussao por parte de cientistas,
engenheiros e executivos, acerca de alguns pontos criticos
importantes no processo de insercao de novas tecnologias nesta
industria. E crucial que lideres de projetos desta natureza e seus
pesquisadores procurem conhecer especificidades do cenério
onde o futuro pacote tecnolégico sera inserido. Recomenda-

se abordagem multidisciplinar, na qual cientistas e engenheiros,
em conjunto com executivos, realizem frequentes avaliacOes
econdmicas, legais e regulatdrias, durante a rotina de pesquisa.
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Conclusoes

Jodo Ricardo M. de Almeida

O “l Simpésio Nacional de Microrganismos em Agroenergia: da
prospeccao aos bioprocessos” (SiMA) teve por objetivo acompanhar
e discutir o estado da arte e as principais oportunidades e desafios
técnico-cientificos para o desenvolvimento de bioprocessos por rota
microbiana. Especialistas de Universidades, Institutos de Pesquisa e
Empresas nacionais e estrangeiras discutiram tépicos dentro de trés
grandes temas: acesso ao patriménio genético microbiano, novas
tecnologias para a producao de biocombustiveis e microrganismos
para a producao de quimicos renovaveis. Abaixo, seguem as
principais conclusdes dos tépicos discutidos durante o SiMA:

* Nota-se que o desenvolvimento de bioprocessos baseados em
microrganismos tem ganhado destaque pela necessidade de es-
tabelecer processos industriais mais favoraveis ao meio ambiente

que sejam economicamente viaveis. No campo da Agroenergia, os
microrganismos ja tém sido empregados largamente em processos
fermentativos para a producao de biocombustiveis de primeira ge-
racdo. Além disso, tem o potencial de ser empregados na producao
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de biocombustiveis e quimicos com alto valor agregado a partir da
biomassa lignocelulésica.

O uso da biodiversidade microbiana brasileira para a fabricacdo de
biocombustiveis, produtos quimicos e outros insumos, tais como
enzimas, crescerd nos préoximos anos. A legislacao vigente, a qual
estabelece normas especificas para a coleta, acesso e uso do
Patriménio Genético Brasileiro, precisa ser seguida. Porém, tem-se
claro que as normas de coleta, acesso e uso do Patriménio Genético
Brasileiro tem dificultado atividades de Pesquisa e Desenvolvimento.
Sugere-se que tais normas sejam mais flexiveis para facilitar ativi-
dades de Pesquisa em Instituicdes Publicas Brasileiras.

Os bancos de germoplasma microbiano, tais como as colecdes de
microrganismos da Embrapa, além de serem de grande importén-
cia para a manutencao da biodiversidade, representam um acervo
de elevado valor para atividades de desenvolvimento cientifico e

tecnoldgico.

Estratégias de selecado de bibliotecas metagenémicas sado impor-

tantes ferramentas para a obtencado de novas enzimas hidroliticas.
De fato, vérias glicosil hidrolases tém sido identificadas a partir do
screening de uma biblioteca metagendmica de rimen de caprinos.

Leveduras selecionadas por apresentarem caracteristicas de
dominancia e persisténcia nas fermentacdes industriais com reciclo
de células ao longo da safra de cana-de-acucar sao responsaveis
pela producdo de cerca de 70% de todo o alcool fabricado no pais.
O processo de selecao de leveduras personalizadas para proces-
sos de producao de etanol deve considerar os contaminantes das
fermentacgOes industriais e suas caracteristicas, a superioridade das
leveduras selecionadas frente a contaminacao bacteriana e a toxi-
dez por aluminio do mosto, assim como o processo de fermentacao
com alto teor alcodlico.

A descoberta de enzimas fungicas por meio da exploracao da bio-
diversidade microbiana é essencial para a desconstrucao eficiente
da biomassa lignoceluldsica para a producao de biocombustiveis e
outros produtos de alto valor. A utilizacao de sistemas robotizados
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facilita o desenvolvimento de coquetéis enzimaticos customizados
para cada tipo de biomassa lignocelulésica, o que é essencial para a
hidrélise enziméatica.

Melhorias no desempenho catalitico de enzimas hidroliticas tém sido
obtidas com o emprego de diferentes estratégias de engenharia de
proteinas, tais como desenho racional (rational design) que combina
simulacoes de dindmica molecular e anélise de estrutura tridimen-
sional com mutacoes sitio dirigidas, evolucéo dirigida e engenharia
de enzimas para criacao de peptideos quiméricos. Essas estratégias
contribuem para o desenvolvimento de enzimas com alta eficiéncia /
baixo custo, que sdo adequadas para inclusdo em coquetéis desti-
nados a hidrélise da lignocelulose.

Muito progresso tem sido feito no desenvolvimento de celulases e
hemicelulases com atividades especificas aumentadas e linhagens
que fermentem hexoses e pentoses mais rapidamente e com rendi-
mentos mais elevados. De qualquer forma, o melhoramento continu-
ado de microrganismos para producao de enzimas hidroliticas e a
aplicacédo de biologia sintética para a producado de vasta gama de
biocombustiveis e coprodutos a partir de hexoses e pentoses deve
continuar nos préximos anos.

Um pré-requisito para tornar o processo de sacarificacao

da biomassa economicamente viavel é o melhoramento do
microrganismo produtor para obtencdo de enzimas em altas
concentracoes e com elevado rendimento. Nesse sentido,
diferentes estratégias de engenharia genética tém sido
empregadas para compreender e modificar vias bioquimicas e
regulatérias de Trichoderma reesei e Aspergillus nidulans.

A introducao de novos bioprocessos no setor sucroalcooleiro para
producao de moléculas renovaveis enfrenta varios desafios técnic-
os, econdmicos e regulatérios. Portanto, as especificidades do setor
exigem abordagem multidisciplinar para que haja sucesso na implan-
tacao de novas rotas de producao industrial de biocombustiveis e
quimicos sob o conceito de biorrefinarias.
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