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

O papel dos fungos e dos
actinomicetos na producao
de etanol de biomassa
lignocelulésica

Leda Maria Fortes Gottschalk
Rosalie Reed Rodrigues Coelho
Elba Pinto da Silva Bon

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
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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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