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RESUMO

Devido as crescentes preocupac¢des com processos industriais que prejudicam o
meio ambiente e a busca pelo desenvolvimento sustentavel, a producao de bioetanol se
torna uma alternativa viavel por ser uma fonte energética renovavel e limpa. Sendo o
bioetanol de segunda geragcdo um processo ainda mais sustentavel por utilizar
tecnologias que aproveitam a biomassa lignocelulésica para a producédo do etanol. A Z.
mobilis mostra-se, neste caso, um interessante microrganismo nesse processo de
producéo, principalmente o de segunda geracéo. Varios estudos com esta bactéria foram
e ainda sdo realizados desde a década de 80 devido as suas singulares caracteristicas
gue a tornam excelente produtora de bioetanol. Dentre estas caracteristicas podemos
destacar: alta velocidade especifica para consumo de agucar e producéo de etanol; alto
rendimento de etanol e baixa producéo de biomassa; condi¢cdes de crescimento simples,
nao requer o controle de adicdo de oxigénio no meio de fermentacdo; é tolerante ao
etanol; estudos demonstraram que nao ha problemas com contaminacfes ou infeccdes
com bacteriéfagos no meio; as técnicas desenvolvidas para manipular geneticamente
outras bactérias podem ser utilizadas na Z. mobilis; linhagens recombinantes
desenvolvidas para consumir os agucares dos residuos lignocelulésicos para producao
de etanol de segunda geracéo; e potencial uso de suas enzimas para biotransformacdes.
Essas vantagens mostram a importancia do uso desse microrganismo na producdo de
etanol. Por isso € preciso mais incentivo nessa area por parte dos governos,
universidades e industrias, com mais estudos e testes em escala industrial, para que seja
uma alternativa realmente vidvel no mercado, principalmente o mercado brasileiro, pois é

0 segundo maior produtor de bioetanol do mundo.

Palavras-chave: etanol, etanol de segunda geracdo, etanol celuldsico, Z. mobilis,

bactérias etanologénicas.



ABSTRACT

Due to growing concerns about industrial processes that damage the environment
and the search for sustainable development, the production of bioethanol becomes a
viable alternative because it is a clean and renewable energy source. The second-
generation bioethanol is an even more sustainable process by applying technologies that
use lignocellulosic biomass for ethanol production. In this case, Z. mobilis is an interesting
microorganism in the process of bioethanol production, especially second generation.
Several studies have been performed about this bacterium since 80’s due to its unique
characteristic that make it excellent for producing ethanol. Among these characteristics we
can highlight: high specific rate for consumption of sugar and ethanol production; high
yields of ethanol and low production of biomass; simple growth conditions, not requiring
addition control of oxygen at the fermentation broth; it is ethanol tolerant; studies have
been shown the absence of broth contaminations and infections with bacteriophages; the
techniques developed to genetically manipulate other bacteria can be used on Z. mobilis;
recombinants strains developed to consume sugars from lignocellulosic residues for
production of second-generation ethanol; and potentially use of its enzymes for
biotransformation. These advantages demonstrate the importance of this microorganism
in the ethanol production. It is necessary more encouragement in this area by
Governments, universities and industries, with further studies and tests on an industrial
scale, to be a truly viable alternative on the market, especially the Brazilian market, once it

is the second largest producer of ethanol in the world.

Keywords: ethanol, second-generation ethanol, cellulosic ethanol, Z. mobilis,

ethanologenic bacteria.
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é realizar uma revisdo bibliografica da bactéria
Zymomonas mobilis, apresentando seu potencial uso na industria de bioetanol. Para isso
sera apresentado o historico de uso da Z. mobilis, suas atuagfes na producao de etanol,
as vantagens dessa bactéria em relacdo as leveduras e o que encontramos atualmente

no mercado (versdes geneticamente modificadas).

INTRODUCAO

O interesse no desenvolvimento de processos sustentaveis para producdo de
guimicos, combustiveis e materiais a partir de fontes renovaveis vem aumentando ao
longo dos anos. Isso ocorre devido as crescentes preocupacdes com o uso de fonte
energética ndo-renovavel, como os combustiveis fésseis, associadas aos problemas
ambientais (LEE et al., 2012). Com o aumento do interesse no desenvolvimento de
processos sustentaveis, o termo “biotecnologia industrial” estd cada vez mais forte e bem
definido nos campos académico, governamental e nas empresas. Esse termo apareceu
no inicio dos anos 80 com 0s avang¢os na engenharia genética (FERRANDIZ-GARCIA,
1981). A biotecnologia industrial pode ser formalmente definida como bioconversao, tanto
por via da fermentacdo microbiana, cultivo celular ou biocatdlise, de matérias-primas
organicas extraidas de biomassa ou seus derivados para quimicos, materiais e/ou
energia. Esses processos biotecnolégicos sdo referenciados como “quimica verde” ou
“biotecnologia branca” (MAURY et al., 2005). Tais processos tem por objetivo fornecer
alternativas economicamente competitivas, ambientalmente amigaveis e autossuficientes
para poder competir com 0S processos petroquimicos. Processos que exploram a
biotecnologia industrial tém ganhado a atengéo global devido ao aumento dos custos com
matérias-primas, restricbes ambientais e a diminuicdo da autossuficiéncia na inddstria
petroquimica (OTERO et al., 2007). E por isso que a utilizacdo da biossintese de
combustiveis e produtos quimicos a partir de microrganismos tem-se mostrado uma
interessante alternativa quando comparado a forma tradicional de producdo (HE et al.,
2014).

O melhor exemplo de um processo biotecnoldgico é a producéo de bioetanol (ou
etanol a base de fermentagdo microbiolégica). A producdo desse biocombustivel serviu
como suporte para muitas abordagens biotecnologicas, principalmente ferramentas e
analises desenvolvidas nessa area, o que permitiu o planejamento de uma biorefinaria
(uma plataforma de processos integrados que converte a biomassa em um variado

portfélio de produtos) (OTERO et al., 2007). Os biocombustiveis produzidos por
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microrganismos possuem propriedades similares aos combustiveis a base de petréleo.
Porém, é preciso lembrar que para atingir um alto rendimento de producdo de
biocombustiveis, o suficiente para que possa ser usado em escala comercial, é preciso
modificar geneticamente o metabolismo dos microrganismos. Esse processo ndo se
baseia apenas em uma Unica matéria-prima ou microrganismo hospedeiro e seu objetivo
deve ser alcancado de modo a otimizar esse organismo e a via que utiliza para maximizar
a producdo, permitindo a competicdo com os combustiveis convencionais (PERALTA-
YAHYA, 2012).

Na década de 70, a crise mundial do petréleo deu impulso nessa &rea de
producdo de bioetanol, pois os governos passaram a investir em combustiveis
alternativos. No Brasil o bioetanol foi estudado e introduzido no mercado com o programa
Proé-alcool, criado pelo governo. O programa tinha como objetivo estabilizar o preco
internacional da cana-de-agUcar o qual era altamente sensivel ao subsidio por outros
produtores nacionais (NOVACANA, 2015). A maior parte do etanol produzido no Brasil é
proveniente da cana-de-agucar. Devido ao 6timo clima do pais, é possivel obter o
crescimento dessa planta durante duas estacfes do ano (AFTA, 2000). Contudo, o
bioetanol pode ser obtido de outras fontes, como € o caso dos Estados Unidos que utiliza
o milho, uma matéria-prima menos eficiente. Sendo o Brasil 0 segundo maior produtor de
bioetanol do mundo e os EUA, o primeiro (NOVACANA, 2016).

Como um processo biotecnoldgico, a producédo de etanol é feita a partir do amido
ou da fragdo de sacarose de algumas plantas como milho, cana-de-acUcar, beterraba e
gréos. O etanol produzido a partir desses substratos é denominado “etanol de primeira
geracao”. Contudo, para aumentar a produtividade e expandir a gama de matérias-primas,
é de extrema importancia melhorar a eficiéncia de producao de etanol a partir de residuos
agricolas e outras fontes de carboidratos de baixo valor agregado, como palha de milho e
trigo, bagaco da cana, papéis ndo-reciclaveis ou culturas dedicadas como switchgrass,
pois possuem um enorme potencial em termos de carboidratos disponiveis. O etanol
proveniente dessas fontes é denominado “etanol de segunda geragdo” ou “etanol
celulésico”, pois esses carboidratos sédo diferentes de amido e sacarose, eles consistem
de uma matriz complexa de celulose, hemicelulose, pectina e lignina (VAN MARIS et al.,
20086).

Os microrganismos mais utilizados e difundidos para fermentar esses tipos de
substratos e produzir etanol sdo as leveduras, principalmente a Saccharomyces
cerevisiae. Este microrganismo é capaz de fermentar hexoses, como glicose, frutose,
manose e galactose (BARNETT et al.,, 1990). A S. cerevisiae € um microrganismo

eucarioto e anaer@bio facultativo, utiliza a via da glicdlise e a fermentacdo para a
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producédo de etanol. A fermentacdo ocorre em condicfes anaerObias ou mesmo em
condi¢des aerdbias, dependendo da quantidade de glicose presente no meio (BARNETT,
1976). Contudo, apesar de ser o microrganismo mais utilizado na producédo de etanol, a
levedura S. cerevisiae ndo € a Unica opgdo economicamente viavel para esse tipo de
processo. A bactéria Zymomonas mobilis possui interessantes caracteristicas devido a
sua especial via de metabolismo da glicose, a Entner-Doudoroff. Esse microrganismo €&
uma plataforma ideal para engenharia metabdlica e producdo em larga escala de
bioprodutos, tanto quanto a Escherichia coli e a S. cerevisiae, baseando-se nas novas
biorefinarias de biomassa. E uma candidata a produc&o de bioetanol, possuindo algumas
vantagens como, por exemplo, maior taxa especifica de absorcdo de acucar, alto
rendimento de etanol, baixa producdo de biomassa, ndo exige adi¢cdo controlada de
oxigénio durante a fermentagdo, entre outros fatores. (HE et al., 2014). Estudos
extensivos com Z. mobilis ao longo dos ultimos trinta anos fez com que essa bactéria se
tornasse um promissor microrganismo para producdo de etanol em larga escala
(ROGERS et al., 2007). Em um artigo publicado em 1993, Doelle et al. (1993), descreveu

a Z. mobilis como:

A Z. mobilis é, sem duvida, a bactéria mais singular no mundo
microbiano. Conhecida desde 1912 sob os nomes de Termobacterium
mobilis, Pseudomonas linderi, e Z. mobilis, revisbes sobre a sua
singularidade foram publicadas em 1977 e 1988. A bactéria Z. mobilis
ndo so6 exibe uma extraordinaria singularidade na sua bioquimica, mas
também no seu comportamento de crescimento, producdo de energia e
resposta as condi¢des de cultivo, bem como técnicas de cultivo usadas.
Esta singularidade causou grande interesse no mundo cientifico,
biotecnolégico e industrial. Sua habilidade de acoplar e desacoplar
producdo de energia em favor da formagdo de produto, de responder
fisica e quimicamente as manipulagdes do ambiente, assim como sua
restrita formacdo de produto, torna-a um microrganismo ideal para o
desenvolvimento de processos microbioldgicos.

Mas é importante lembrar que, em relagdo ao etanol de segunda geracéo, ambos
0s microrganismos ndo possuem a habilidade nativa de fermentar o principal componente
da fracdo hemicelulésica da biomassa, as pentoses (HAHNHAGERDAL et al., 1993;
FELDMANN et al., 1992). Todavia, estudos mais recentes e extensivos em niveis tanto
fundamentais, quanto aplicados, poderdo fornecer a base para a biotecnologia industrial
no futuro. Estratégias de melhoramento de culturas, como mutagénese convencional e
transposon, engenheiramento da via metabdlica, etc., e diferentes produtos com valor
agregado estdo recebendo maior atengdo nos Ultimos anos. Sendo que, diferentes
técnicas genéticas, como plasmideos vetoriais, sistemas de expressdo, sistema de

transposon, gene knockout, genes de transformacéo, entre outros, podem ajudar no
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melhoramento genético da Z. mobilis na industria biotecnologica (ROGERS et al., 2007).
O desenvolvimento do genoma e do transcriptoma da Z. mobilis ajudara no futuro a
engenharia metabdlica e a biologia sintética no melhoramento de culturas para
aplicacdes industriais (JANG, 2012).

Neste trabalho sera apresentado as caracteristicas de cada microrganismo,
leveduras e Z. mobilis, histérico de uso da Z. mobilis, suas atuagdes na producdo de
etanol, as vantagens da bactéria em relacdo as leveduras e o que encontramos

atualmente no mercado (versées geneticamente modificadas).

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Producdo de bioetanol
1.1.Histdrico

Devido a crescente preocupag¢do com a seguranca do fornecimento de petroleo e a
mudanca climatica global, os biocombustiveis estdo recebendo maior atengdo no mundo
inteiro. Na maioria dos paises em desenvolvimento, como o Brasil, a indlstria de
bioetanol é vista com uma oportunidade para aumentar o crescimento da economia e
criar ou manter empregos, principalmente na zona rural. Sua maior vantagem é a
possibilidade de misturd-lo com a gasolina, em pequenas propor¢des (5% a 25% por
volume), de forma a ndo prejudicar o engenho da combustdo e ndo causar mudancas
significativas (PANDEY, 2008).

O primeiro relato que se tem do uso de etanol como combustivel data de 1826,
guando Samuel Morey usou o etanol como o primeiro prot6tipo americano com engenho
de combustéo interna. Contudo, voltou-se a ter o interesse por esse tipo de combustivel
apenas na década de 70 com a crise mundial do petréleo. O governo brasileiro lancou,
nessa época, o programa Pré-alcool que tinha como estratégia substituir grande parte do
petréleo importado. Ja nos Estados Unidos tivemos o Energy Tax Act de 1978 que
isentava o imposto de consumo da gasolina misturada (10% de bioetanol misturado com
gasolina v/v) e, mais tarde, um programa federal americano que garantia empréstimos
para o investimento na construgéo de plantas alcooleiras. Até hoje, o Brasil e os EUA séo
0s maiores produtores e usuarios de etanol combustivel no mundo. Apesar do brilhante
futuro desse biocombustivel, o ambiente e o seu desempenho econdmico variam
bastante de uma via de producéo para outra. O seu desenvolvimento dependerd da
possibilidade de desenvolver matérias-primas sustentaveis, tecnologias eficientes e
prevenir potenciais riscos como obstaculos ambientais e competicdo com alimentos

(PANDEY, 2008).
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1.2.Substratos

O bioetanol pode ser produzido por uma grande variedade de substratos,
monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos. A maior parte da inddstria utiliza
como matéria-prima o caldo da cana-de-agUcar, da beterraba ou melaco e amido do
milho, do trigo, da cevada e da mandioca. H4 também os modernos processos de
producdo de etanol com o uso da biomassa lignoceluldsica, sendo que esta apresenta
baixo custo para a producado, pois possui grande disponibilidade e é proveniente dos
residuos agricolas e da silvicultura, como bagaco, palha e residuos da planta. (PANDEY,
2008). Esse etanol produzido pelo bagaco, palha e residuos da planta € denominado

etanol de segunda geracgéo ou etanol celuldsico.
1.3.Etanol de segunda geracéo

A tecnologia do etanol de segunda geracdo é nova e esta em constante
aperfeicoamento, sendo que ja existem algumas plantas capazes de utilizar essa
tecnologia em escala industrial. Outra vantagem também desta tecnologia é a
possibilidade de aumentar a eficiéncia da produgdo sem expandir a area de producao.
Por exemplo, no caso da cana-de-acUcar ha um aumento do rendimento de um hectare
de cana em 50% (NOVACANA, 2016).

Um dos maiores gargalos na producédo do etanol celulésico € o pré-tratamento, pois a
biomassa utilizada para a sua producdo é um material lignocelulésico. Esse material é
composto, principalmente, por celulose, hemicelulose e lignina, como demonstrado na
figura 1. Para que se obtenha aglcares mais simples, capazes de serem utilizados no
processo de fermentacdo, € preciso romper o arranjo fortemente cristalino da celulose,

dissolvendo a lignina e hidrolisando a hemicelulose e a celulose (NOVACANA, 2016).

Figura 1 - Estrutura da parede celular das plantas

—
S Cellulose

—=s.

micellulose

]

Cellulose Bundl{{s

Fonte: (PANDEY, 2008; SHLESER, 1994).

No Brasil, a biomassa lignocelulésica utilizada é a da cana-de-aglcar e boa parte
11



€ usada pelas proprias usinas como fonte de energia. Porém, mesmo usando como fonte
de energia e como suplemento na ragdo animal, ainda existe um grande excedente. Esse
excedente pode ser utilizado para produzir hidroximetilfurfural, papel e celulose, madeira
prensada, etanol, entre outros. (CUNHA et al., 2005; ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).
Em relagcdo a producédo de etanol celulésico, existem hoje, no Brasil, apenas duas plantas
capazes de produzi-lo: a da GranBio, em Alagoas, e a da Raizen, em Sdo Paulo, sendo
consideradas pioneiras no mundo (NOVACANA, 2016). Ja4 nos EUA a biomassa utilizada
€ a do milho e ha quatro plantas produtoras, pertencentes as industrias Abengoa, Poet-
DSM, Quad County Corn e DuPont (UNICA, 2014). Sendo que a planta da DuPont,
inaugurada em 2015, é a maior produtora de etanol celulésico do mundo, com
capacidade para produzir 30 milhdes de galGes por ano. Seu etanol de segunda geracao
¢ proveniente do bagaco do milho (SETOR ENERGETICO, 2015).

O esquema a seguir (Figura 2), ilustra de forma simples como é o processo de

producéo de etanol celuldsico.

Figura 2 - Esquema simples de producéo de etanol celuldsico
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T
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Fonte: Adaptado de (GNANSOUNOU et al., 2005).
1.4.Producao de bioetanol com Zymomonas mobilis

Devido a sua importancia apresentada, a busca por melhorias e melhor
aproveitamento do processo de producéo de bioetanol € fundamental. Como apresentado,
o etanol de segunda geracdo fornece uma série de vantagens, como melhor

aproveitamento do plantio, aumentando a eficiéncia sem expandir a area de producéo.
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E uma tecnologia que estd em constante aperfeicoamento. E uma forma de
melhorarmos é por meio de microrganismos adequados para a fermentagdo desses
acucares da biomassa lignocelulésica e que sejam capazes de apresentar alto
rendimento de produto, baixa producédo de biomassa, entre outros fatores. Para isso, as Z.
mobilis e suas linhagens melhoradas s&o uma interessante e promissora alternativa.

Algumas plantas produtoras de etanol de segunda geragdo, como a da DuPont
nos EUA, j4 utilizam a Z. mobilis no seu processo (NREL, 2015).

2. A Zymomonas mobilis
2.1.Histérico

A figura 3 ilustra os marcos ao longo da histéria com pesquisas relacionadas a Z.

mobilis.

Figura 3 - Histérico da Z. mobilis

e _'“"-»\\
Selected Milestones in Z, mobilis research A\
4

#Mtabolic engineering
#Fermentation of
lignocellulesic
hydrolysates

# 5train isolaton

#Species named

#incrensed
research intersets |

#Lxprossion of
hetieralogous genes
#LED pathway

#First complete genome
sequence of EM4e

# Metabolic
engineering for

xylose farabinose
utilization

# Kinetic evaluation of
enginecred stralng

#Kinetic confirmation
#Fermentation
# Genetic engineering technigues

#General studies
#Heview of
cthanclogenic
potential

#Phenomena of
Cider sickness

#Genomics
| # Transcriptomic
! #Proteomic
# Systems hiology

\‘\ Biotechnology for Biofuels Z

Fonte: (HE et al., 2014)

Podemos observar que os primeiros estudos com a Zymomonas se dé no inicio
do século XX, com o fenbmeno da “doenca da cidra”. Essa doenca nada mais era do que
a fermentacdo secundaria realizada por essas bactérias encontradas naturalmente no
suco da macad. Foi a partir do estudo desse fendmeno que as primeiras espécies de
Zymomonas passaram a ser isoladas. Desde entdo, houveram varios estudos
relacionados com essa bactéria a partir de bebidas derivadas da seiva de varias espécies

de palmeiras (vinho de palma). Pode-se concluir, a partir destes estudos, que a
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Zymomonas se adapta bem a um ambiente rico em frutose, sacarose, glicose,
aminoacidos e outros fatores de crescimento presente na seiva de palmeira. Além de
serem resistentes ao etanol, crescerem em pH baixo e em condigbes anaerdbias. No
Brasil, essa bactéria foi isolada a partir do caldo de cana-de-acUcar fermentado também
no inicio do século passado.

Foi, entdo, na década de 50 que a Zymomonas comecgou a se tornar famosa entre
os bioquimicos devido a descoberta do seu mecanismo Entner-Doudoroff (ED) utilizado
para catabolizar anaerobicamente a glicose (DE LEY; SWINGS, 1977). Nesse periodo
surgiram varios estudos gerais sobre esse microrganismo, bem como revisdes sobre o
seu potencial etanologénico. Na década de 70, houve um aumento nas pesquisas sobre
esta bactéria, sendo que, Swings e Deley publicaram, em 1977, a Biologia da
Zymomonas, no qual traz extenso contetdo sobre o histérico das culturas isoladas, sua
forma de deteccéo, isolamento, identificacdo do género, a taxonomia da Zymomonas e as
descricdes fenotipicas da bactéria. S80 microrganismos ndo usuais, uma vez que
fermentam os acguUcares anaerobicamente pela via ED, seguido por piruvato
descarboxilacdo para produzir etanol e dioxido de carbono (fermentacdo alcoolica).
Durante a fermentacdo ocorre a formacdo de &cido latico, tragos de acetaldeido e
acetona (DE LEY; SWINGS, 1977).

Nos anos 80, os principais estudos publicados foram referentes a cinética da
fermentacéo na producéo de etanol, por Rogers e Lee (1979,1983), onde descrevem um
modelo cinético da fermentag¢do, assumindo que os fatores limitantes sdo: substrato,
inibicdo por produto e inibicdo por substrato a altos niveis de concentra¢do. Outros tipos
de estudos publicados também na década de 80 foram o desenvolvimento da engenharia
genética para a Z. mobilis, a clonagem de genes heterélogos e a caracterizacdo das
enzimas da via ED. O detalhamento destes estudos sera descrito posteriormente. Na
década de 90 temos o uso da engenharia metabodlica para que a Z. mobilis passe a
utilizar a xilose e arabinose como substratos e avaliacdo cinética dessas culturas
geneticamente modificadas. Nos anos 2000, os estudos sdo mais voltados para a
engenharia metabdlica, a fermentacao de hidrolisados lignocelulésicos, permitindo a sua
eficiente conversdo e capacidade em tolerar os inibidores produzidos por muitos
processos de pré-tratamento e a primeira sequéncia completa do genoma da Z. mobilis
linhagem ZM4 que também sera discutido posteriormente. E, nos Ultimos anos, temos
estudos focados no genoma, transcriptoma e proteoma da Z. mobilis bem como a
biologia dos sistemas (HE et al., 2014; ROGERS et al., 2007).

2.2.Caracteristicas

As caracteristicas da Z. mobilis foram sendo definidas ao longo dos anos. E uma
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bactéria gram-negativa e anaerobia facultativa, conseguindo crescer bem em condicfes
aerdbias. E uma das poucas bactérias anaerdbias facultativas capazes de degradar a
glicose pela via ED; sendo esta encontrada em restrito grupo de bactérias gram-
negativas como Rhizobium, Pseudomonas e Agrobacterium (SWINGS; DE LEY, 1977).
Sua reproducéo €, normalmente, por divisdo binaria simples (ALTERTHUM, 2001). Sao
quimiorganotrdficas, o que possibilita crescer em meio com glicose. (FALCAO, 1982;
BERTASSO, 1996; RANZAN, 2010). Ndo é patogénica para seres humanos e nem
animais (RANZAN, 2010; LIMA; SCHUMACHER; ARAUJO, 1972). Sua resisténcia a
grande variedade de antibidticos foi amplamente divulgada e estudada na literatura
(SWINGS; DE LEY, 1977; RANZAN, 2010).

Na tabela 1, podemos encontrar um resumo das principais caracteristicas da Z.

mobilis:
Tabela 1 - Caracteristicas da Z. mobilis
1. Gram-negativa.
2. Formato de bastonete com dimensoées 1,0-2,0 a 4,0-5,0 um.
3. Possuem motilidade e normalmente ocorre em pares.
4. Nao produz esporos, capsulas, lipidios intracelulares ou glicogénio; nenhuma fase

de repouso conhecida.
Anaerobio facultativo.

6. Metaboliza glicose ou frutose para equimolar as quantidades de etanol e CO,
usando a via ED.

7. Muitas culturas podem utilizar sacarose, sendo normalmente acompanhado pela
formacao de levana; no entanto, uma ampla variedade de outros agucares e
lipideos ndo séo utilizados.

8. Para o seu crescimento, a faixa de pH 6tima é de 6,0 a 7,0 e de temperatura
6tima é 25 a 31,5 °C.

9. O conteudo de guanina (G) e citosina (C) do DNA celular é, aproximadamente,

47,5 a 49,5%, com uma temperatura média Tm 89,3 a 89,5 °C.

Fonte: (GUNASEKARAN et al, 1990)
2.3.Vantagens

No inicio dos anos 80, quando um grupo australiano liderado por P. L. Rogers
reportaram estudos mostrando o grande potencial da Z. mobilis para producdo de etanol,
as pesquisas com essa bactéria se intensificaram porque, nesta época, com a crise do
petréleo, aumentou-se a procura por combustiveis alternativos e de fontes renovaveis

(BARATTI; BU'LOCK, 1986). Os estudos apresentados por Rogers mostravam que a Z.
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mobilis era capaz de produzir etanol em uma taxa especifica maior que a das leveduras,
fazendo com que obtivesse uma alta produtividade em cultura continua com células de
reciclo (SKOTNICKI et al., 1981).

Em um desses estudos foram feitas comparagdes entre varios subgéneros de Z.
mobilis disponiveis na época. Eles observaram que, quando se tinha sacarose no meio
de crescimento, havia a producdo de levana (polimero de frutose), sendo que esta ndo
tinha utilidade na producéo de etanol. Analisaram entre os subgéneros a sensibilidade a
altas temperaturas, capacidade de flocular e crescer em meios solidos e a propenséo a
modificacBes genéticas. A partir dessas analises, eles selecionaram a linhagem CP4 de Z.
mobilis como um microrganismo promissor para a producgéo de etanol (SKOTNICKI et al.,
1981).

Quando a Zymomonas cresce em meio com glicose, produz bioprodutos como
glicerol, succinato, acetato, lactato, acetoina e butanodiol (AMIN; VAN DEN EYNDE;
VERACHTERT, 1983).

A tabela 2, mostra alguns parametros da producéo de etanol relativos a Z. mobilis

e leveduras.

Tabela 2 — Comparagéo entre Zymomonas e levedura para producéo de etanol

Parédmetros Z. mobilis Levedura
Converséo de agUcar para etanol (%) 96 96
Méxima concentracéo de etanol (%) 12 12
Rendimento de ATP (por mols de glicose) 1 )
(ED x Embden — Meyerhoff)
Taxa de produgéo de etanol (g g* h1)? 5,67 0,67
Produtividade volumétrica de etanol (g g h'1)° 200 29
Faixa de pH para producéo de etanol 35-75 2-6,5
Temperatura 6tima (°C) 25-30 30-38

a Fermentagdo em batelada de células com 10% de glicose
b Cultura continua com células de reciclo

Fonte: (PANESAR; MARWAHA; KENNEDY, 2006)

Podemos perceber, pela tabela 2, que a Z. mobilis apresenta uma taxa de
producéo de etanol e uma produtividade volumétrica bem maior que de leveduras usadas
neste mesmo processo. Apesar das leveduras serem 0s microrganismos mais usados
para producdo de etanol, elas apresentam uma série de desvantagens como, por
exemplo, possuirem um limite de tolerancia ao etanol (WANG, 2008; YOU; ROSENFIELD;

KNIPPLE, 2003), e produzirem o glicerol como principal subproduto durante a
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fermentacgédo tanto em condi¢des aerdbias quanto anaerébias. O glicerol € um subproduto
indesejado na producéo de etanol, pois interfere no rendimento (NISSEN et al., 2000;
WANG, 2008). Além disso, sob condicdes aerdbicas, a concentracdo de oxigénio tem que
ser controlada para minimizar a produgdo de glicerol (BIDEAUX et al., 2006; WANG,
2008), 0 que aumenta o custo de producdo. E importante lembrar também que a
linhagem selvagem da Saccharomyces cerevisiae ndo assimila pentoses provenientes da
matéria-prima de lignocelulose, pois ndo possui a via de assimilacdo de xilose e os niveis
adequados da enzima da via pentose-fosfato. Somente com a engenharia genética para
criar culturas recombinantes capazes de metabolizar xilose e arabinose (WYMAN, 1996;
WANG, 2008).

A tabela 3 descreve importantes fatores para escolher um microrganismo para

produzir bioetanol.

Tabela 3 - Importantes caracteristicas para producao de etanol

Caracteristicas Requisito
Rendimento de etanol >90% do rendimento tedrico
Tolerancia ao etanol >40 g/L
Produtividade de etanol >1g.gt.h?

Crescimento robusto e requisitos para crescimento . ]
] Formulacdo do meio barata
simples

Capaz de crescer em hidrolisados insollveis Resisténcia a inibidores
Condicdes de crescimento da cultura retarda o
) pH &cido ou altas temperaturas
contaminantes

Fonte: Adaptado de (DIEN et al., 2003).

Entre todas essas caracteristicas citadas na tabela 3, o rendimento de etanol é a
mais importante, pois a matéria-prima para o substrato representa mais de um terco do
custo da producéo (DIEN et al., 2003). Devido a esse fato, a Z. mobilis se tornou o
microrganismo mais promissor para substituir a levedura, uma vez que possui um
rendimento de etanol de 97% do valor tedrico (WANG, 2008), alcancando entre 5 a 10%
maior rendimento que a levedura (WYMAN, 1996; WANG, 2008). Além disso, se
observarmos a tabela 2 a produtividade de etanol da Z. mobilis € bem alta, podendo ser
cinco vezes maior do que a da S. cerevisiae. Outras vantagens da Z. mobilis na producéo
de etanol sdo: toleréncia a altas concentracdes de acUcares, baixo custo de producgéo e a
habilidade de fermentar acUcares a baixo pH, pois € tolerante a acido, podendo fermentar
numa faixa de pH 3,5 a 7,5 (ROGERS; LEE; TRIBE, 1979; WANG, 2008) e, assim, as

fermentagBes sdo, geralmente, resistentes a contaminagdo bacteriana. Como dito
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anteriormente, a Z. mobilis é capaz de crescer em condicdes aerébias e anaerobias.
Contudo, o crescimento aerdbico ndo resulta em altas taxas de crescimento celular
quando comparado ao anaerbbico. Assim, ndo h& necessidade de controlar a
concentracdo de oxigénio para manter a viabilidade celular, reduzindo o custo de
producdo (WYMAN, 1996; WANG, 2008; ROGERS et al., 1980).

3. Fermentacao alcdéolica
3.1. Ponto de vista bioquimico

A fermentacéo alcoolica no ponto de vista bioquimico corresponde a degradacdo
de moléculas de acucar (glicose ou frutose) no interior das células dos microrganismos
(leveduras ou bactérias) até a formacdo de etanol e CO, com liberacdo de energia
guimica e térmica. A glicOlise é a via central do catabolismo da glicose e o piruvato, o
produto final do processo. O piruvato pode seguir nas seguintes vias metabdlicas:
fermentacdo alcéolica, fermentacdo lactea ou ciclo de Krebs e cadeia respiratoria,
conforme esquematizado na figura 4 (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

Figura 4 - Catabolismo da glicose

Glicose
Gilicolise
[ 10 reagdes sucessivas)

2 Piruvato |

Condigies
anacrobicas

Condigdes
anacrobicas

Condigics
acrobicas
2 Etanol + 2 CO» l 2 Lactato
Fermentacdo alcéolica Fermentacao latica
2 Acetil-CoA

Ciclo do dcido citrico

4 C0O, + H;O

Fonte: (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009; NELSON; COX, 2011)

A equacédo da fermentacao alcoolica fica:
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CsH1206 + 2 Pi + 2 ADP — 2 C2HsOH + 2 CO, + 2 ATP + 2 H20
3.2.Ponto de vista microbiolégico

No ponto de vista microbiolégico, a fermentacao alc6olica pode ser realizada por
leveduras e alguns tipos de bactérias. A espécie mais importante de levedura alcéolica é
a S. cerevisiae e possui ampla utilizacdo pela industria, por exemplo, na producéo de
paes, bebidas alcodolicas, etanol, etc. Entre as bactérias, a Z. mobilis é a que apresenta
caracteristicas e habilidades mais promissoras na producédo de etanol, pois consegue
catabolizar acgUcares em etanol e dioxido de carbono em condigbes comparaveis as
exigidas pelas leveduras (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009; SPRENGER, 1996).
Diferentemente das leveduras, que utilizam a via glicolitica, a Z. mobilis utiliza a via
Entner-Doudoroff para consumir aclcar e produzir etanol. Ela pode produzir até 1,9 mol
de etanol por mol de glicose fermentada e uma pequena quantidade de lactato, conforme
a reacdo: 1 glicose — 1,93 etanol + 1,8 CO2 + 0,053 lactato (ERNANDES; GARCIA-
CRUZ, 2009).

4. Via Entner - Doudoroff

A via Entner-Doudoroff € uma variante da via glicolitica, pois permite metabolizar a
glicose sem a glicolise ou a via das pentoses-fosfato. Nessa via, a glicose-6-fosfato é
oxidada a 6-fosfogliconato e NADPH; o 6-fosfogliconato é desidratado e seu produto é
clivado liberando um piruvato e formando gliceraldeido-3-fosfato. O gliceraldeido-3-
fosfato € oxidado a 1,3-bifosfoglicerato e um fosfato é incorporado. Ocorre entdo a
liberacdo de um ATP e a formacédo de 3-fosfoglicerato. Este passa pelas mesmas etapas
da glicolise até formar o piruvato, liberando dois ATPs (TORTORA et al., 2006; MADIGAN
et al., 2016). As enzimas regulatérias chave da glicolise, fosfofrutoquinase e a
hexoquinase alostérica ndo estdo presentes nessa via. As etapas finais da via ED séo
idénticas as da glicélise, sendo possivel que ambas as diferencas e similaridades entre a
Z. mobilis e a levedura possam existir no fluxo glicolitico de regulacgéo.

A figura 5 mostra o esquema geral da via Entner-Doudoroff.
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Figura 5 - Via Entner-Doudoroff
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Fonte: adaptado de (TORTORA et al., 2006).

No geral temos:

1 glicose + 1 ATP + 1 NADP* + NAD* — 2 piruvato + 2 ATP + 1INADPH + 1NADH

O balanco final fica:
1 glicose — 2 piruvato + 1 ATP + 1 NADPH + 1 NADH

Na fermentagéo alcoolica, o piruvato € descarboxilado a acetaldeido e depois
reduzido a etanol, conforme figura 6 (NELSON; COX, 2011; SCOPES et al., 1985).
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Figura 6 - Transformacé&o de piruvato a etanol
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Fonte: (NELSON; COX, 2011)

Balanco geral:

2 Piruvatos — 2 C;Hs0H + 2 CO2 + 1 ATP + 1 HO

O metabolismo completo dos carboidratos na Z. mobilis pode ser verificado na

figura 7.
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Figura 7 - Metabolismo de carboidratos na Z. mobilis
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Legenda:

INV B: invertase

LEV U: levanasacarase

GFOR: glicose-frutose oxidorredutase
GNL: gliconolactonase

FRK: frutoquinase

GLK: glicoguinase

PGI: fosfoglicose isomerase

ZWF: glicose-6-fosfato desidrogenase
GNTK: gliconatoquinase

TKT: transquetolase

PGL: 6-fosfogliconolactonase

EDO: 6-fosfogliconato desidrogenase
GAP: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
EDA: 2-ceto 3-dioxi 6-fosfogliconato aldolase
PGK: fosfoglicerato quinase

PGM: fosfoglicerato mutase

ENQO: enolase

PYK: piruvato quinase

PPC: fosfoenolpiruvato carboxilase
PDHC: piruvato desidrogenase

ADH: piruvato descarboxilase dlcool deidrogenase
PDC: fosfatase

Fonte: (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009; SPRENGER, 1996)

5. Substratos estudados para producdo de bioetanol

pela Z. mobilis

Estudos realizados no transporte da glicose mostraram que Z. mobilis possui um

sistema de difusao facilitada, o que permite um rapido equilibrio entre a concentracao de
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glicose interna e externa. Assim, tanto a D-glicose quanto a D-frutose sdo transportadas
para dentro da célula por esse meio de difusdo (DIMARCO; ROMANO, 1985). O
rendimento de etanol obtido a partir da frutose em fermentacdo batelada €, geralmente,
mais baixo (90%) do que o obtido pela glicose (95%). Até entdo, o que se tinha era que,
guando o substrato era glicose, o rendimento da Z. mobilis era trés vezes maior que o da
levedura. Porém, quando se tinha sacarose como substrato, o rendimento era menor.
Isso ocorria devido ao fato que a bactéria produzia levana e outros subprodutos na
presenca desse substrato. Descobriu-se também que essa bactéria reagia de forma
diferente na presenca simultdnea de glicose e frutose, produzindo altas quantidades de
sorbitol, o que levou a descoberta de uma enzima, a glicose-frutose oxirredutase
(VIIKARI, 1988).

A maioria das fermentacfes estudadas foram realizadas com glicose. Os
resultados apresentavam uma produtividade volumétrica de etanol de 120 g/L.h em um
sistema continuo de células de reciclo (LEE et al.,1980). Porém, essas células eram
recicladas por ultrafiltracdo e isso fez com que o longo uso desse recurso causasse
problemas com taxa de fluxo. Esse problema foi contornado pelo uso de células
floculantes de Z. mobilis para facilitar a separacdo dessas células e a sua recuperacgéo
em reatores continuos, tornando um dos mais importantes avangos alcancados nessa
area. Essa técnica permitiu obter alta produtividade de etanol (por volta de 50 g/L) e altas
concentracdes de células podiam ser obtidas pelo reciclo das células floculantes (LEE;
SKOTNICKI; ROGERS, 1982).

Como ja comentado anteriormente, os estudos com sacarose mostravam que o
seu uso levava a formacédo de levana, sorbitol e outros fruto-oligossacarideos, diminuindo
a produtividade de etanol. Quanto a levana, € possivel controlar sua producdo por meio
do controle de pH (acima de 5,0) e a regulac@o da concentracdo de sacarose (menor que
200 g/L), pois regula a acdo da enzima levanasacarase que € responsavel tanto pela
hidrélise de sacarose quanto pela sintese de levana. Assim, apesar da Z. mobilis produzir
uma variedade de subprodutos, é possivel minimizar sua sintese por meio do controle de
alguns parametros fisicos ou por manipulagédo genética; permitindo a alta eficiéncia na
formacgédo de etanol (BUCHHOLZ; EVELEIGH, 1990; DOELLE; GREENFIELD, 1985a;
DOELLE; GREENFIELD, 1985b). Outro fator efetivo para neutralizar a formacdo de
levana € o aumento da temperatura (VIIKARI, 1988). Contudo, esse aumento da
temperatura ndo inibe a formacéo de sorbitol e de outros oligossacarideos.

Outro estudo com melaco mostrou que ndo havia formagdo de sorbitol quando
comparado ao caldo de cana-de-acgUcar e levou a conclusdo que altas concentracdes de

sais eram importantes para suprimir a formag&o de sorbitol. Estabeleceu-se, entdo, que
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ions cloro e potassio eram minerais dominantes na diversificagdo do carbono de frutose
para sorbitol ou oligbmeros (DOELLE, M. B; DOELLE, H. W., 1989).

Ainda em relacdo ao melaco, os estudos apresentaram que seus componentes
eram inibitoérios para o crescimento e a fermentacdo com Z. mobilis. Alguns desses
componentes vinham do uso de fertilizantes, mas também os sais inorganicos presentes
podiam inibir a atividade da bactéria (MEADE et al., 1977). Todavia, tecnologia com
membrana podia ser aplicada para dessalinizar o meio (RHEE et al., 1984). Estudos
relacionados as fermentagdes com melaco dessalinizado resultaram, no geral, em taxas
mais rapidas na producéo de etanol e maior rendimento (DOELLE et al., 1990).

A fermentacdo com outros substratos também foi estudada, como milho, batata,
trigo e maltodextrina. Descobriu-se que a presenca de lignina e outros substratos sélidos,
derivados de celulose de madeira ndo inibiam a fermentagédo em batelada, apresentando
rendimento de até 96% (PAREKH, S. R.; PAREKH, R. S.; WAYMAN, 1989). Os materiais
lignoceluldsicos podem ser uma matéria-prima alternativa para a producao sustentavel de
bioetanol e outros bioprodutos com uma ampla gama de beneficios econémicos e
ambientais (HAHNHAGERDAHL et al., 2007). Em um estudo realizado por Jeon, Xun e
Rogers (2010) com materiais celuldsicos para a producao de etanol de segunda geracéo,
descobriu-se que 0s materiais que permitiram maiores rendimentos de etanol e
produtividade foram a palha de trigo e o hidrolisado de bagaco de cana. A palha de sorgo,
a parte superior da cana e o hidrolisado de Arundo donax tiveram caracteristicas
similares, enquanto que o hidrolisado de madeira (pinho, eucalipto e Mallee) apresentou
baixa produtividade e baixas concentra¢gdes de etanol. Eles concluiram que para se obter
um bom rendimento de etanol dentre os materiais lignocelulésicos disponiveis, a partir da
biomassa de fontes da agricultura e silvicultura, é preciso usar aqueles provenientes de

materiais herbaceos, como exemplo o bagaco de cana-de-agucar e a palha de sorgo.
6. Estratégias para melhorar as culturas de  Z. mobilis

Como vimos até o momento, a Z. mobilis é capaz de produzir altas concentragdes
de etanol. Contudo, ha vaérias restricbes para o0 seu uso, como 0 de substratos
alternativos a glicose, o que influenciam em seu rendimento. Além de que, a Z. mobilis,
assim como as leveduras, ndo sdo capazes de fermentar pentoses. Devido a esses e
outros fatores, varios estudos foram e sao focados no seu melhoramento para producédo
de etanol.

O melhoramento de uma cultura depende da natureza, qualidade e quantidade do
produto desejado e da susceptibilidade do organismo (ROWLANDS, 1984). A Z. mobilis,
por ser um organismo procarioto e uma bactéria gram-negativa, € mais susceptivel a

manipulacdes genéticas quando comparada com leveduras (PANESAR; MARWAHA;
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KENNEDY, 2006; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000). As principais modificacdes
descritas a seguir foram realizadas para superar as varias limitagcbes dessa bactéria e
torna-la util para producao de etanol e, principalmente, para etanol de segunda geragéo.
Foram encontrados, até o presente momento, trés subespécies de Z. mobilis, a Z.
mobilis subespécie pomaceae, Z. mobilis subespécie mobilis e Z. mobilis subespécie
Francensis (COTON, M. et al 2006a; COTON, M. et al.; 2006b; COTON, M.; LAPLACE;
COTON, 2005; SWINGS; DE LEY, 1977). Entre essas linhagens, a ATCC 31821 (ZM4),
ATCC 10988 (ZM1), ATCC29191 (ZM6), CP4, e NCIMB 11163 de Z. mobilis subespécie
mobilis, ATCC 29192 de Z. mobilis subespécie pomaceae foram bem caracterizadas por
varios estudos ja publicados, em niveis de fisiologia, bioquimica, fermentacdo, genética e
metabolismo. Essas culturas estdo relacionadas como organismos-modelo de Z. mobilis
para pesquisa e aplicaces industriais (HE et al., 2014). Desde a década de 80, vérias
ferramentas genéticas tém sido desenvolvidas para esta bactéria, incluindo plasmideos
nativos, vetores de ampla gama de hospedeiros ou vetores de transporte, sistema de
expressao, transferéncia de genes, promotores e gene reporter (PANESAR; MARWAHA,
KENNEDY, 2006; ROGERS et al., 2007). Veremos, a seguir, as principais modificacfes
feitas nessas linhagens de Z. mobilis para seu uso na produc¢éo industrial de etanol e de

outros produtos com alto valor agregado.
6.1.Delecao de genes especificos

A delecdo génica esta relacionada a uma série de mecanismos por meio dos
quais a expressao de um gene € regulada negativamente. Esse processo gera
modificacdes celulares epigenéticas que podem ser herdadas para as células filhas
através da mitose, sem que haja alteragdo na sequéncia de nucleotideos do DNA
(ALBERTS et al., 2008). O desenvolvimento de delecdo de genes forneceu uma grande
melhoria na engenharia metabdlica da Z. mobilis. Diferentes métodos estdo sendo
aplicados atualmente para a inativagdo de genes especificos dessa bactéria, como os
genes que codificam as enzimas piruvato descarboxilase, alcool desidrogenase, lactato
desidrogenase, NADH desidrogenase, glucose-frutose oxirredutase, entre outras. Esses
genes foram selecionados como alvos para a melhoria de alguns fenoétipos especificos,
como aumentar producdo de levana, melhorar o uso de xilose, aumentar a producgéo de

etanol, entre outros (HE et al., 2014).
6.2.Sequenciamento do genoma de diferentes cultura s de Z. mobilis

A tecnologia de sequenciamento de genoma € capaz de fornecer profundas e
fundamentais reflexdes para facilitar o desenvolvimento de novas culturas (JEFFRIES,

2005). O primeiro sequenciamento do genoma da Z. mobilis ZM4 foi apresentado em
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2005, por Seo et al. Segundo esse autor: “0 genoma consiste de 2.056.416 pares de
bases formando um cromossoma circular com 1.998 fases de leitura aberta (ORFs) e trés
unidades de transcricdo RNA ribossomal”.

A sequéncia completa do genoma de outras linhagens de Z. mobilis também
foram relatadas desde 2005 (DESINIOTIS et al., 2012; KOUVELIS et al., 2009, 2011,
2014; ZHAO et al., 2012). Todas as linhagens contém um cromossomo circular e tipos de

plasmideo, porém, o tamanho do genoma varia.
6.3.Transcriptoma ou expressdo de genes da Z. mobilis

Por meio do transcriptoma (conjunto de RNAs mensageiros que uma célula esta
expressando, sob certas condi¢cdes, num determinado momento) é possivel conhecer os
genes que sao expressos diferencialmente como resposta a diferentes estimulos, tais
como estresses abidticos ou infeccdo por patdgenos; ou em tipos celulares especificos,
como em estudos de diferenciacdo celular (ZACHARIAH; DHANASEKARAN, 2004).
Atualmente, muitos pesquisadores estdo focando na caracterizacdo do transcriptoma da
Z. mobilis para obter um melhor entendimento sobre as conexfes dos genes e a
regulacdo metabdlica, pois com diferentes projetos genomas dessa bactéria, é possivel
obter comparativas genémicas e analise de expressado a nivel global o que fornece guias

para futuras melhorias das culturas (HE et al., 2014).
6.4.Melhoramento de cultura por mutagénese convenc ional

Muitos dos melhoramentos de algumas linhagens foram obtidos por mutagénese e
selecdo, sendo esses processos muito Uteis para a Z. mobilis (HE et al., 2014). A Z.
mobilis € um microrganismo relativamente resistente a esse processo, porém luz
ultravioleta (UV) e 1-metil-3-metil-nitro-1-nitroguanidina (NTG) sdo mutagénicos efetivos a
essa bactéria. Com esse método foi possivel isolar culturas com varios tipos de
caracteristicas, como culturas com maior tolerancia a etanol, a maiores concentracdes de
ions Na*, Mg* e CI, o que ajuda a prevenir a dessalinizacdo desses ions no meio de
fermentagdo tornando o processo mais econémico. Ou culturas deficientes na utilizagdo
de frutose para crescimento, o que potencializa o enriquecimento de frutose em meios
com alta concentracdo para producdo de xaropes ou acgucares invertidos. Ha ainda
mutantes que sdo tolerantes a acetaldeido; ou que tiveram sua taxa de crescimento
melhorada na presenca de manitol; termotolerantes que apresentam um bom
crescimento em hidrolisado de celulose; defeituosos em levansucarase; mutantes
deficientes na capacidade de utilizar glicose e frutose, que enriguece o método de
producdo de D-cicloglicerina. Outro sucesso da mutagénese foi 0 isolamento de um

osmotolerante da Z. mobilis ZM4 que mostrou étimo crescimento e producdo de etanol
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quando cultivado com melago de beterraba (HE et al., 2014). Ou ainda, uma cepa capaz
de metabolizar xilose mais rapido que sacarose quando misturada com glicose e xilose
(AGRAWAL; MAO; CHEN, 2011) e outra tolerante a meio &cido capaz de se desenvolver

em condi¢cBes ndo assépticas para producao de etanol (TAO et al., 2005).
6.5.Melhoramento de cultura por mutagénese com tra  nsposon

Transposons sdo sequéncias de DNA moveis que podem se autorreplicar em um
determinado genoma (PRODABI/ICB — UFMG, 2016). A mutagénese por transposon
pode ser utilizada na identificagdo de genes, pois insercfes de transposons podem
alterar a regulacdo e a expressdo dos genes (HAMER et al., 2001). Esse método
forneceu uma alternativa a abordagem mutagénica para a Z. mobilis. Apds varias
tentativas de uso deste método nessa bactéria, alguns estudos obtiveram sucesso e um
grande numero de mutantes auxotréficos, estaveis e independentes, foram isolados
(PAPPAS; GALANI; TYPAS; 1997). Como exemplo temos a sequéncia de insercao IS5,
designado 1SZm1068, que foi o primeiro isolado de Z. mobilis CP4 o qual foi mantido
ativo em Escherichia coli e levou a fusdes de plasmideo de replicacdo (GALEROS et al.,
2001).

6.6.Melhoramento de cultura por evolucdo adaptativ. a em laboratério

(ALE — Adaptative Laboratory Evolution)

Evolucdo adaptativa em laboratério (ALE) é um método frequente em estudos
biolégicos para obter conhecimentos dos mecanismos béasicos da evolu¢cdo molecular e
mudangas adaptativas que acumularam nas populacdes microbianas durante um certo
periodo de tempo sob condicbes especificas de crescimento (DRAGOSITS;
MATTANOVICH, 2013). E também um interessante método na engenharia metabdlica
para desenvolvimento e otimizag&o de culturas (CHATTERJEE; YUAN, 2006; CONRAD;
LEWIS; PALSSON, 2011; DRAGOSITS; MATTANOVICH, 2013; HE et al., 2014; PAL et al.,
2005; PORTNOY; BEZDAN; ZENGLER, 2011). Estudos demonstraram que adaptacao e
engenharia metabolica podem ser usados sinergicamente para a melhoria de
microrganismos, sendo que esse método ja foi usado para melhorias de algumas
linhagens de Z. mobilis. Como exemplo temos a mutagdo adaptativa desenvolvida para
mapear as linhagens tolerantes a acido acético e outras mutagdes obtidas para maiores
usos na producgdo de etanol (WANG, 2008; HE et al., 2014). Desenvolver uma linhagem
de Z. mobilis capaz de tolerar a presenca de acido acético no meio é um fator
extremamente importante na producéo de etanol de segunda geracéo, pois a biomassa
pré-tratada possui altas concentra¢des desse acido. O acido acético € um inibidor natural

da Z. mobilis, impedindo seu crescimento e reduzindo sua produtividade de etanol. Por
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isso 0 desenvolvimento de uma cepa capaz de tolerar certas quantidades desse acido é
tdo importante (WANG, 2008). Outro importante estudo que utilizou este método
selecionou uma cultura de Z. mobilis que possui alta eficiéncia de fermentacao com xilose
(AGRAWAL; MAO; CHEN, 2011; HE et al., 2014). Esses dois exemplos demonstram a
importédncia deste método na engenharia metabdlica para o melhoramento das

caracteristicas da Z. mobilis (HE et al., 2014).

6.7.Tecnologia do DNA recombinante e o aumento da gama de

substratos utilizados pela Z. mobilis

Varios esforgos tém sido feitos para aumentar a gama de acUcares utilizados pela
Z. mobilis, principalmente os industrialmente atrativos, como trigo, amido e celulose (HE
et al.,, 2014; PANESAR; MARWAHA; KENNEDY, 2006). Cepas recombinantes de Z.
mobilis capazes de fermentar, simultaneamente, hexoses e pentoses de hidrolisados
lignoceluldsicos a etanol vem sendo desenvolvidas desde 1995 (HE et al., 2014). A figura

8 apresenta um breve histérico de pesquisas nessa area.

Figura 8 - Histérico de culturas recombinantes para producédo de etanol
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Fonte: (HE et al., 2014)

Em 1995, um artigo publicado por pesquisadores do Laboratério Nacional de

Energia Renovavel (NREL - National Renewable Energy Laboratory), nos EUA, mostrava
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0 surpreendente potencial da Z. mobilis como catalisadora no processo de hidrolise de
acucares para producao de biocombustiveis. A descoberta dos pesquisadores foi que, ao
introduzir os genes apropriados na bactéria, esta poderia digerir uma ampla gama de
acucares. Enquanto a tipica Z. mobilis ou a levedura usam apenas hexoses, a Z. mobilis
CP4 (pZB5) podia consumir pentoses (derivada de hemicelulose), tais como xilose, e
converter em etanol. A Z. mobilis, ou Zymo, pode produzir significantemente mais etanol
do que a levedura, considerando massa de célula fixa e tempo (NREL, 2015).

Baseado nessa pesquisa do NREL, Deanda et al.,, 1996, construiu a Z. mobilis
CP4 (pZB206) que é capaz de fermentar a arabinose, acucar proveniente da biomassa. O
rendimento maximo de etanol era de 98% do tedérico. Em 1998, desenvolveu-se as
culturas Z. mobilis ATCC 39676 (pZB4L) e ATCC 39676 (pZB206) para co-fermentarem
glicose, xilose e arabinose, simultaneamente, realizando a conversdo completa da
biomassa lignocelulésica. O rendimento desse processo de co-fermentagdo, em
condi¢des oOtimas, era de 72,5% do maximo tedrico. Contudo, a cultura que metaboliza
xilose, assim como a prépria xilose, afetava o desempenho da cultura que metaboliza
arabinose e, assim, havia uma ordem de preferéncia para metabolizar os acgucares,
sendo primeiro a glicose, depois a xilose e, por ultimo, a arabinose. (HE et al., 2014;
MOHAGHEGHI; EVANS; FINKELSTEIN; ZHANG, 1998). A partir dessas consideragoes,
construiu-se uma Unica cepa, a Z. mobilis 206C (pzZB301) que podia fermentar uma
mistura de aglcares, com 82 a 84% do rendimento tedrico (HE et al., 2014; ZHANG et al.,
1998).

Para melhorar a estabilidade genética, todos 0s genes necessarios para utilizagéo
de pentoses foram integrados no genoma da Zymomonas e uma cultura estavel de Z.
mobilis, a AX101, foi construida em 2002. Essa cultura é capaz de fermentar uma mistura
de pentoses e hexoses por meio de uma ordem preferencial (HE et al.,, 2014,
MOHAGHEGHI; EVANS; CHOU; ZHANG, 2002). Todas as cepas recombinantes
construidas até entdo eram sensiveis a acido acético e, como dito anteriormente, esse
acido € um inibidor natural da Z. mobilis e afeta a sua capacidade de assimilar xilose.
Vérias técnicas foram utilizadas para desenvolver culturas capazes de tolerar certas
guantidades desse acido, como adicéo de glicose, isolamento de uma linhagem tolerante
a acido acético, técnica de evolucao adaptativa em laboratorio (ALE) e o desenvolvimento
de uma cepa resistente, a Z. mobilis ZM4/AcR (pZB5) (HE et al., 2014).

As trés melhores culturas recombinantes para producdo de etanol de segunda
geracao de diferentes plataformas sdo a E. coli KO11, S. cerevisiae 424A (LNH-ST) e a Z.
mobilis AX101, as quais foram comparadas com material celuldsico pela primeira vez. A

que mostrou a maior taxa de consumo de glicose e o0 mais baixo rendimento de
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subprodutos foi a Z. mobilis AX101. Os resultados também apresentaram que a via
metabdlica da E. coli KO11 e da Z. mobilis AX101 sao mais efetivas na fermentacéo de
etanol do que a via relacionada da levedura (HE et al., 2014; LAU et al., 2010).

Em um estudo mais recente foi reportada a sequéncia completa do genoma da Z.
mobilis ZM4 (ATCC 31821), o que permitiu ampliar o conhecimento dessa bactéria e
melhoréa-la de forma a ser utilizada na produgédo de produtos com alto valor agregado
(SEO JS et al., 2005).

Embora diferentes tipos de culturas de Z. mobilis tenham sido desenvolvidas, a
conversdo direta de biomassa celulésica em etanol é uma tarefa ainda em
desenvolvimento. Um processo denominado bioprocessamento consolidado (CBP —
consolidated bioprocessing), o qual combina producédo e secrecdo de enzimas ativas em
carboidratos, hidrélise de celulose e hemicelulose, e fermentacdo de pentoses e hexoses
em biocombustiveis, como o etanol. Sendo todo esse processo em uma Unica etapa (HE
et al., 2014; LYND et al., 2005). Todos os resultados das pesquisas nessa area, com Z.
mobilis, indicaram que esse microrganismo pode servir como uma importante plataforma
CBP (HE et al., 2014).

6.8.0utros bioprodutos com valor agregado produzid o pela Z. mobilis

Além do grande interesse da industria pela Z. mobilis para producédo de etanol, os
estudos nessa area permitiram avaliar a produgdo de outros subprodutos de interesse
industrial por esse microrganismo. Por exemplo, a produgdo de sorbitol, utilizado na
producdo de alcoois, polidlcoois, aminoacidos, &acidos carboxilicos e vitamina C
(FERREIRA; SILVA, 2013). Producdo de acidos bibnicos, utilizados na area de
cosmeéticos e cuidados com a pele (GREEN; BRIDEN, 2015). Producédo de levana, um
polimero de frutose, que tem grande potencial na tecnologia de alimentos e aplicacbes
médicas (BEKERS et al., 2001). Producdo de &cido succinico, intermediario do ciclo de
Krebs, possui ampla aplicagdo na industria de transformacgdo (OLIVEIRA, 2013). E
producéo de isobutanol, entre outros produtos (HE et al., 2014).

A figura 9 resume o0s tipos de substratos utilizados para obter os acUcares que a Z.
mobilis e suas cepas modificadas geneticamente podem fermentar e os produtos que

podemos obter com valor agregado.
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Figura 9 - Processo geral para producdo de combustiveis e quimicos por Z. mobilis
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Fonte: Adaptado de (HE et al., 2014)

Afigura 10 ilustra as vias metabdlicas para a sintese desses produtos de alto valor

agregado usando a Z. mobilis como plataforma.

Figura 10 - Vias metabdlicas da Z. mobilis para sintese de produtos com alto valor
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Fonte: (HE et al., 2014).

As linhas sdlidas indicam as vias nativas da Z. mobilis e as linhas pontilhadas
referem-se a via recombinante obtida por estratégias da engenharia metabdlica.

Abreviacfes das enzimas e dos genes: gfor, glucose-frutose oxidorredutase; |dhA,
lactato desidrogenase; pdc, piruvate decarboxilase; gnl, glicono-o-gliconase; adc,
acetoacetato desidrogenase; adh, alcool secundario desidrogenase; adhB, alcool
desidrogenase; adhE, acetaldeido/alcool desidrogenase; adhE2, alcool secundario
desidrogenase; atoAD, acetil-CoA:acetoacetil-CoA  transferase; atoB, acetil-CoA
aciltransferase; bcd, butiril-CoA desidrogenase; crt, crotonase; ctfAB, acetoacetil-CoA
transferase; etfBA, eletrotransferidor de proteina flavor; hbd, [B-hidroxi butiril-CoA
desidrogenase; thl, acetil-CoA aciltransferase; kivd, cetoisovalerato descarboxilase (HE et
al., 2014).

Sendo a gfor a enzima mais importante envolvida na conversdo de glicose e
frutose em acido glucdnico e sorbitol, respectivamente. E é uma enzima dependente da
concentracao de glicose no meio. (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

7. Justificativas finais das vantagens da Z. mobilis e sua comparacéo

com leveduras
7.1.Estudo comparando a Z. mobilis com uma levedura

Em um estudo comparativo feito entre Z. mobilis e a levedura Saccharomyces
carlsbergensis, que é também utilizada na industria, € possivel perceber algumas das
vantagens da bactéria, como menor tempo de processo, maior velocidade especifica de

producdo, menor producéo de biomassa e maior converséo de glicose em etanol.

Tabela 4 - Estudo comparativo entre a bactéria Z. mobilis e a levedura S. carlsbergensis

Z. mobilis S. carlsbergensis
Tempo de processo (h) 2,51 5,64
up (h1) 5,44 0,82
Yxis 0,028 0,043
Yopis 0,465 0,460

Velocidade especifica de produgé@o de etanol (up), fator de conversédo de glicose em células (Yx/s) e em

etanol (Yp/s).

Fonte: (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009; ROGERS; SKOTNICKI; LEE, K. J.; LEE,J. H.,
1984).

Nesse estudo da cinética de producéo de etanol pela Z. mobilis ATCC 10988 e S.
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carlsbergensis, Rogers et al. (1980), observaram que em altas concentracdes de agucar
ambos os microrganismos fermentaram completamente 250 g/L de glicose, produzindo
etanol ap6és 30 a 40 horas, com uma concentracdo superior a 100 g/L. E ainda
demonstraram que a concentracdo de biomassa da bactéria foi consideravelmente menor
que a da levedura, o que indicava uma maior velocidade especifica de consumo de
acucar e de producéo de etanol pela Zymomonas (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

7.2.Pontos criticos apontados pelo uso da Z. mobilis em escala

industrial

Um dos principais pontos discutidos para se utilizar Z. mobilis em fermentacdo em
larga escala é se o controle de contaminagBes é necessério, principalmente pela
presenca de culturas de Lactobacillus tolerantes a etanol. Tal contaminagdo também é
um problema em muitos processos com leveduras, o que reduz o rendimento em 2 a 5%.
No caso das leveduras esse impacto é reduzido pelo decréscimo do pH a 3,0-3,5 no final
da fermentacdo, denominado de “lavagem acida”. Contudo, a Z. mobilis € mais sensivel a
pH mais baixos que a S. cerevisiae, mostrando que esse fato poderia ser um problema
para o seu uso na industria (BRINGER et al., 1984; ROGERS et al., 2007). Porém,
Lawford e Rousseau (1994), demonstraram que o acido latico produzido por esses
contaminantes em certas circunstancias, ndo seriam inibidores para a Z. mobilis. Em
outro estudo realizado por Grote et al. (1985), no qual contaminaram um meio de cultura
de Z. mobilis com Lactobacillus sp. isoladas, observaram que a adigcdo do contaminante
causou apenas um distlrbio temporario no processo e que as condi¢cdes se tornaram
estaveis novamente apés 5 a 6 geracBes. Esses resultados sugeriram que a
contaminacgdo ndo é de fato um problema, uma vez que se tenha uma cultura ativa de Z.
mobilis e mantenha o pH entre 3,5 a 4,0 (ROGERS et al., 2007).

Outro ponto discutido sobre o uso dessa bactéria € que ela pode ser menos
robusta que uma levedura e mais susceptivel a contaminagbes em processos em larga
escala, assim como a falta de experiéncia da indUstria com fermentacées com bactérias.
Além disso, ha um mercado estabelecido para alimentagdo animal com o uso de
derivados de leveduras com alto teor de proteina e qualquer novo mercado para esse tipo
de derivado a partir do processo com Zymomonas precisaria ser estabelecido (ROGERS
et al., 2007). Uma resposta e/ou alternativa para esses pontos € discutido na tabela 5.

A construcdo de cepas recombinantes de Z. mobilis capazes de usar pentoses,
xilose e arabinose, abriram novas oportunidades para o mercado de etanol celuldsico,
como podemos observar com a recente inauguragcdo da planta de etanol celulésico da
DuPont nos EUA (ROGERS et al., 2007; NREL, 2015). A experiéncia com fermentacfes

bacterianas em larga escala podem fornecer boas plataformas futuras para uma
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crescente gama de produtos com alto valor agregado gerados por engenharia metabdlica
de microrganismos como a Z. mobilis, capazes de metabolizar aclcares de forma rapida
e altamente eficientes (ROGERS et al., 2007). Os pontos criticos e as alternativas foram

resumidos por Rogers et al (2007) na tabela 5.

Tabela 5 — Pontos criticos apresentados para ndo utilizar processos com Zymomonas

para producéo de etanol

Pontos criticos

Leveduras ja estao estabelecidas como

produtoras de etanol a partir de

fermentag6es com acucar e amido.

Levedura é mais robusta em termos de
toleréncia a inibidores, sais e condicdes
de baixos pH.

Leveduras possuem subprodutos com
alto teor de proteinas usados em

destilarias como suplemento  para

alimentag&o animal.

Controle de contaminagdo (com bactéria
latica) é facil de obter com leveduras

usando condi¢des a baixo pH.

A falta de experiéncia da inddstria assim

como questdes regulatérias com

fermentagbes bacterianas em larga
escala, incluindo aquelas com bactérias

recombinantes.

Comentarios
Praticas industriais bem estabelecidas superam as
potenciais vantagens de alto rendimento e alta

produtividade de processos com Zymomonas. Nao ha a
formagcdo de glicerol como subproduto no final do
processo, podendo ser uma potencial vantagem na
diminuicdo de problemas de “incrustacéo” durante a
destilagao.

Tanto levedura quanto a Z. mobilis sdo influenciadas por
inibidores, embora a segunda seja mais sensivel a altas
concentragdes salinas (como melago) e baixo pH (menos
gue 3,5). Cepas resistentes a inibidores tém sido isoladas
de hidrolisados lignocelulésicos.

Z. mobilis € um organismo GRAS e possui conteddo com
teor de proteina bruta mais alto (65-70%) do que de
leveduras (50-55%).
mercado nicho nessa area para a Z. mobilis seguido de

E necesséario desenvolver um

ensaios com alimentagdo animal.

Experimentos laboratoriais com cultivo continuo (pH = 5)
mostraram que a Z. mobilis é bem resistente a
fermentagdo, uma vez estabelecida a fermentagéo
(possivelmente devido as taxas de competigdo muito mais
elevadas de absor¢cdo do acucar). Culturas de alta
densidade (uso de flocos) poderiam minimizar maiores
problemas de contaminages e facilitar fermentacdes com
altas produtividades. Nao ha nenhuma evidéncia relatada
de qualquer contaminagdo de bacteri6fagos com a Z.
mobilis. H& evidéncia de alta restrigho da atividade
enzimatica em algumas cepas.

Experiéncias estdo sendo ganhas ultimamente pela
industria com algumas fermentacdes bacterianas em larga
escala, como a produgdo de 1,3-propanodiol usando E.
coli. Questdes regulatérias similares seriam aplicaveis
para o uso de leveduras recombinantes com hidrolisados

lignocelulésicos.

Fonte: (ROGERS et al., 2007)



E, por fim, a tabela 6 resume as caracteristicas da Z. mobilis para producéo de

etanol:

Tabela 6 - Caracteristicas da Z. mobilis para producéo de etanol e produtos de alto valor
agregado

1. Velocidade especifica consideravelmente alta de consumo de aguUcar e produgdo de etanol (2 a 3 vezes mais
rapida que a das leveduras).

2. Rendimento de etanol alto e de biomassa, baixo quando comparado as leveduras, devido aos diferentes
metabolismos de carboidratos (Entner-Doudoroff x via glicolitica).

3. Alta produtividade reportada (120-200 g/L.h) em processo continuo com células de reciclo (0 maximo reportado
para leveduras foi de 30-40 g/L.h).

4. Condicdes de crescimento simples. A Z. mobilis cresce anaerobicamente (facultativo) e ndo requer controle de
adicdo de oxigénio para manter a viabilidade celular a altas concentracdes de etanol.

5. Tolerancia a etanol semelhante as leveduras, se ndo melhor. Relatado concentrag@es de etanol de 85 g/L (11%
v/v) para cultura continua e até 127 g/L (16% v/v) em batelada.

6. Estudos de muitos anos mostraram que, em escala laboratorial com cepas de Z. mobilis em fermentagfes
controladas (pH = 5,0, T = 30° C), n&o ocorreram significativas contaminag8es ou problemas de infecg6es com
bacteriofagos.

7. O amplo espectro de técnicas desenvolvidas para manipulacdo genética da bactéria (como Escherichia coli)
podem ser aplicados para desenvolver cepas recombinantes de Z. mobilis e/ou sua engenharia metabdlica.

8. Culturas recombinantes integradas de Z. mobilis disponiveis para produgdo de etanol eficiente a partir de
glicose, xilose e arabinose. Relatado concentragBes de etanol acima de 60 g/L, em 48 horas, com meio
contendo 65 g/L de glicose e 65 g/L de xilose.

9. O sequenciamento do genoma da Z. mobilis ZM4 fornece informagfes para a sua engenharia metabdlica de
forma a adicionar produtos com alto valor agregado (por exemplo, &cido succinico).

10. Potencial uso de suas enzimas para biotransformacgées de quimica fina.

Fonte: (ROGERS et al., 2007)

CONCLUSAO

Apesar do longo histérico de uso da levedura na producdo de etanol, pela
levedura ja estar bem consolidada no mercado e a sua facil disponibilidade, é importante
destacar que esses fatores ndo a torna a melhor opgéo para produzir etanol. A Z. mobilis
€ uma bactéria capaz de produzir etanol duas a trés vezes mais rapida que as leveduras;
possui condi¢cBes de crescimento simples, sem necessidade de se controlar a adicdo de
oxigénio no meio; tolerantes a altas concentraces de etanol; ndo apresentam problemas
com contaminag¢des com bacteridfagos; sdo mais susceptiveis & manipulagbes genéticas
e suas versfes geneticamente melhoradas sdo capazes de fermentar as pentoses da
biomassa lignocelulésica para producdo de etanol de segunda geragdo. Esses séo
alguns dos fatores que a tornam um microrganismo atrativo para a industria. E n&o é por

menos que grandes empresas desta area estdo investimento no melhoramento continuo
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desta bactéria e aperfeicoando seu uso em escala industrial. A utilizagdo da Z. mobilis em
grandes biorrefinarias € uma tecnologia recente, mas ja utilizada por grandes industrias.
Mas ainda assim € preciso mais incentivo nessa &rea por parte dos governos,
universidades e industrias, com mais estudos e testes com a Z. mobilis, pois ndo é tao
facil implantar uma nova tecnologia em um mercado que ja possui um esquema de
producéo bem consolidado. Mas, para que isso aconteca, € importante abranger seu uso
comercial, tornando-a uma alternativa real para as biorrefinarias, de forma que seja
possivel cada vez mais aperfeicoar o seu uso e consolidar de vez a Z. mobilis no

mercado.
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