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Resumo: Os microrganismos sdo seres vivos microscopicos invisiveis a olho nu presentes no ar,
solo, dgua e plantas que constituem a maior parte da biomassa do planeta. Diante da preocupagio
com a emissdo de gases poluentes e escassez decorrentes do uso dos combustiveis fosseis,
evidenciou-se a maior busca por biocombustiveis para a obtencdo de energia renovavel. As
bactérias, fungos, leveduras e micro-algas sdo exemplos de microrganismos que podem ser
utilizados como matéria-prima para producao do biogas, bioetanol e biodiesel. Através de processos
metabolicos e por tecnologias provenientes da engenharia genética eles convertem biomassa em
produtos quimicos essenciais para a producdo dos biocombustiveis. Diante disso, esse estudo
descreve a utilizacdo de microrganismos na producdo de biocombustiveis levando em considera¢ao
suas condi¢des para desenvolvimento e possiveis modificagdes genéticas que podem aperfeicoar
sua acao diante da obten¢ao de bioprodutos para a produgdo de combustivel renovavel, contribuindo
para o desenvolvimento de processos benéficos ao meio ambiente.
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1 - Introducao

Os biocombustiveis sdo renovaveis, uma

vez que sdo produzidos a partir de produtos

Preocupagdes  crescentes com a agricolas, tais como cana-de-aglcar, plantas
utilizagdo e dependéncia dos combustiveis oleaginosas, biomassa florestal e outras fontes
fosseis, juntamente a diminuigdo de sua de matéria orginica (LORA; VENTURINI,
disponibilidade e a emissdo de gases 2012). Dentre as fontes alternativas, destaca-se

prejudiciais que causam alteragdes climaticas
instigaram muitos paises a adotarem uma
politica a fim de atenuar as implicagdes
negativas que tais recursos causam (IEA, 2021).
O uso de energias renovaveis para amenizar 0s
impactos ambientais se torna uma boa opcao
para alcancar tais metas ao passo que, o uso de
biocombustiveis para a produgdo de energia
acarreta nao sO vantagens ambientais, mas

também politico-economicas.

a biomassa que, embora seja considerada uma
fonte primitiva, vem ganhando destaque no ce-
nario energético (MANTOVANI, 2022).

A biomassa vegetal ¢ uma fonte abun-
dante e renovavel de energia rica em hidratos de
carbono que pode ser eficientemente convertida
por microrganismos em  biocombustiveis
(ANTUNES; SILVA, 2011). Podendo ser utili-
zada de varias formas, o uso energético da bio-
massa, além de envolver a contribui¢do organica

de residuos so6lidos urbanos, também engloba os
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biocombustiveis so6lidos, liquidos e gasosos
(MANTOVANI, 2022).

Os biocombustiveis de segunda geragao
utilizam a biomassa lignocelul6sica como mat¢é-
ria-prima, tendo como principais responsaveis o
bioetanol e o biodiesel. Neste processo € apro-
veitado as biomoléculas presentes na biomassa.
Para a eficiéncia desta técnica ¢ necessario a
utilizagdo de métodos para degradacao da pare-
de celular, a fim de liberar moléculas de agtlica-
res fermentéaveis, para tanto uma das metodolo-
gias utilizadas ¢ a hidrélise enzimatica, uma vez
que, devido a especificidade das enzimas por
seus substratos, o processo torna-se efetivamen-
te produtivo e sustentavel, assim como ndo se-
rem gerados subprodutos indesejaveis durante a
reacdo (DUTTA; DAVEREY:; LIN, 2014). Ja os
biocombustiveis de terceira geragdo sdo com-
bustiveis alternativos derivados de microrga-
nismos fotossintéticos, como por exemplo, mi-
croalgas, que vem conquistando espago em con-
sequéncia das taxas de crescimento rapido e
elevado teor de 6leo (ORTIZ-MARTINEZ, et
al., 2019). Ainda que atualmente os tnicos bio-
combustiveis produzidos em grande escala se-
jam o etanol e o biodiesel, diferentes classes de
moléculas possuem propriedades desejaveis
para este fim e algumas sdo passiveis de produ-
cdo por via microbiana. Outras, embora nao
sejam normalmente sintetizadas por microrga-
nismos, podem vir a sé-lo através do uso de
ferramentas biotecnologicas (PALUDO, 2014).

Com isso, existem diversos estudos e

pesquisas com o intuito de aprimorar o uso de

microrganismos como matéria-prima. O objeti-
vo deste trabalho foi realizar uma revisdo de
literatura sobre a atuagdo dos microrganismos

na producgdo dos biocombustiveis.

2 - Material e Métodos

Este estudo tem como objetivo realizar
uma revisdo bibliografica sistematica, por meio
de uma pesquisa detalhada da literatura
existente sobre o uso de microrganismos na
producdo de biocombustiveis. O estudo foi
baseado nos conhecimentos biotecnologicos e
microbiolégicos com o foco nas vantagens que
os microrganismos fornecem para o setor
energético.

Os estudos cientificos foram buscados
em bases de dados pertinentes, incluindo Goo-
gle Académico, Portal de Periddicos da CAPES,
Scopus, PubMed, SciElo, ResearchGate e
Agéncia Internacional de Energia (IEA). Utili-
zou-se como critério de relevancia artigos que
apresentavam correlagdo com o tema em analise
e que apresentavam mais resultados a cada pa-
lavra-chave. Os temas explorados englobam a
contextualizacdo, as condicdes atuais e as apli-
cagoes vinculadas ao estudo. Foram considera-
dos estudos cientificos originais e outras publi-
cacdes que exploram a utilizagdo dos microrga-
nismos na produgdo dos biocombustiveis, corre-
lacionando a seus processos metabolicos e oti-
mizagdo genética.

As buscas pela tematica abordada inclui-

ram topicos como: biotecnologia de microrga-
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nismos, biocombustiveis e microrganismos,
leveduras e bactérias na produgdo de biocom-
bustiveis, microrganismos geneticamente modi-
ficados para biocombustiveis, entre outros.

Os aspectos estudados neste trabalho fo-
ram baseados em critérios como data de publi-
cacdo, adequacdo ao tema da pesquisa e rele-
vancia aos assuntos tratados, obtidos através da

escolha minuciosa de artigos e dissertagdes.

3 - Resultados e Discussao

1. Digestao Anaerobia

A biomassa, matéria-prima utilizada na
producao dos biocombustiveis, ¢ o resultado da
decomposicdo de qualquer material, realizada
por meio da acdo bioldgica. Resulta da massa
total acumulada em um determinado espago,
gerado por matéria organica. Ela contém trés
fontes bésicas: residuos organicos, vegetais le-
nhosos e vegetais ndo lenhosos (CENBIO,
2013). Pode ser aproveitada de inumeras for-
mas, podendo ser por meio de digestdo anaero-

bia ou fermentac¢do, como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Esquema geral do processo de digestao
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Fonte: CAVALEIRO, A. I.; ALVES, M. M, (2020).

' sequenciamento  de

A digestdo anaerobia ¢ realizada por
uma comunidade diversa de microrganismos
que interagem de forma complexa ao longo de
uma série de etapas interdependentes, em que 0s
produtos da etapa anterior servem como substra-
to para o passo seguinte (CAVALEIRO;
ALVES, 2020). Este processo possibilita a ob-
tencdo de biogas, composto por metano (CHa),
géas carbonico (COz) e o gés sulfidrico (H2S),
utilizado para acionar motores de absor¢do de
calor conectados a geradores, muito empregado
pelos paises europeus (MANTOVANI; LEITE;
SIMOES; GONCALVES; NEVES; RIBEIRO,
2022).

Na degradacdo anaerdbia de residuos
complexos, cada grupo de compostos organicos
(proteinas, carboidratos e lipideos) requer seu
proprio grupo caracteristico de organismos. A
maioria dos microrganismos ndo pode ser
estudada através de métodos dependentes de
cultivo, pois ainda ndo sdo conhecidos de forma
que grande das sobre

parte pesquisas

diversidade = microbiana  atualmente  sdo
realizadas através de técnicas independentes,
como a andlise de genes especificos. Essas
técnicas foram significativamente favorecidas
com o desenvolvimento das tecnologias de

DNA, as quais

« possibilitaram o estudo em larga escala da

microbiota em um determinado ambiente

(SHOKRALLA; SPALL; GIBSON;

.. HAJIBABAEI, 2012).

A técnica de PCR permite a

amplificacdo de genes especificos a partir de
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bactérias isoladas ou de bactérias ndo cultivadas
para sequenciamento e avalia¢do filogenética.
Pode-se obter a amplificagdo de sequéncias alvo
mesmo em amostra

uma com grande

diversidade de sequéncias, permitindo a
deteccdo de organismos especificos em misturas
1985, WARD;

MISSAGIA,

heterogéneas (SAIKI et al.
WELLER; BATESON, 1990;
2010).
1.1 - Fatores de influéncia no processo de
digestdo anaerdbia

Por se tratar de um processo bioquimico
realizado por milhares de bactérias, a eficiéncia
da digestdo anaerébia pode ser seriamente
afetada por fatores que estdo relacionados com o
meio ideal para sua atuagio (ARAUJO, 2017).
1.1.1 - pH: acidez ou alcalinidade
As Dbactérias que fazem parte do
processo de digestdo anaerdbia sdo muito
sensiveis a variacdes de pH, e este ainda pode
afetar suas caracteristicas originais, com a
alteracdo de suas estruturas. Existem grupos
distintos que possuem faixas de pH oOtimo
semelhantes, todavia, outros grupos possuem
crescimento o0timo e degradacdo anaerdbia em
faixas de pH especificos (RESENDE, 2013). A
maioria das bactérias nao sdo susceptiveis a pH
acima de 9,5 ou abaixo de 4,0, possuindo uma
faixa otima entre 6,5 e 7,5 para o crescimento
bacteriano (LIMA, 2015).
1.1.2  — Temperatura

Cada bactéria possui uma temperatura

Otima, a qual permite uma maior velocidade de

crescimento, em condigdes ideais (LIMA,
2015). Os microrganismos decompositores estao
divididos em trés grupos, conforme sua
temperatura ideal para seu desenvolvimento.
Estes sdo os psicrofilos, onde as melhores
temperaturas para atuarem se encontram em
faixas inferiores a 25°C, os mesoéfilos que se
desenvolvem melhor com temperaturas entre 37
e 42°C e onde estdo presentes grande parte das
bactérias geradoras de metano e, os termofilos
que trabalham melhor com faixas entre 50 e

60°C (PATERSON, 2010).

2. Modificacdo e melhoramento genético de
microrganismos

Os  microrganismos  geneticamente
modificados sdo capazes de converter, além dos
acucares simples como glicose ou sacarose, 0s
demais agticares da biomassa lignoceluldsica em
compostos de interesse. Essa modificacdo
genética baseia-se na introdu¢do de genes para
que Os microrganismos passem a expressar
caracteristicas especificas que antes ndo eram
capazes com o objetivo de aumentar a
produtividade de tal composto de interesse
(ANTUNES; SILVA, 2011; PALUDO, 2014).
A Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae
sdo  as mais  utilizadas

espécies para

modificacdes  genéticas e quando  sdo

geneticamente modificados devem ter alta taxa

de produtividade e ndo perder o seu

desempenho durante o processo de producao
(ANTUNES; SILVA, 2011; FAVARO, 2012).
A bactéria Escherichia Coli se destaca

como material utilizado para fins de
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desenvolvimento de tecnologias. Isso se da G/ Limsoiso E
o | autotrofico concentragio de

devido sua facilidade de cultivo, sua alta taxa de = 36 R
crescimento e pelo amplo acervo de ferramentas '\N
L. . , . 5. .-\|?<\.~ alguns meses e varias \
genéticas  disponiveis  (JAJESNIAK; ~ ALI; serasoes uma b colioraimente Kt e ~ e
o Sototroncs evoint acumularam mutagoes ¢ a
y . sao selecionadas
WONG, 2014). Essa bactéria prefere crescer em . " o &
o -
, . . - 3. Algumas bactérias
aclcares como a glicose e libera CO> como o ) T o S Mo by
\\','."f,_f';"/ 4 - | s '_/ de CO2

residuo, no entanto, pesquisadores do Weizmann
Fonte: MEDRADES (2020).
Institute of Science in Rehovot, de Israel,

criaram, por meio de engenharia genética, uma
) ) ) A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢é
variedade dessa bactéria que cresce consumindo _ _
um fungo unicelular, eucarionte, heterdtrofo e
CO2 em vez de agucares. Essas mudangas se
‘ pertencente ao filo Ascomycota. Sua reprodugao
deram por meio de alteragdes em onze genes . _
. normalmente ¢ assexuada, mais especificamente
(CALLAWAY, 2019) e necessitou de um ano ) )
) . por brotamento. Possui alto grau de organizagao
para ocorrer ¢ produzir autotrofia a partir da
) ) celular, contendo nucleo celular com envoltorio
heterotrofia, o que ¢ muito rapido, destacando a
(envelope nuclear) e organelas (MADIGAN;
enorme plasticidade do metabolismo central de
MARTINKO; STAHL; CLARK, 2000). As
carbono de E. coli e levanta a questdo de qual o _ .
. . muitas propriedades da levedura Saccharomyces
numero minimo de mutagdes para realizar esse o
. ' cerevisiae, sendo a principal delas a alta
processo salientam que as ‘“estratégias para
tolerdncia ao etanol e a compostos inibidores
reforgar a fixagao heterotrofica de CO> focam
presentes no hidrolisado, a faz ser altamente
no aumento direto da carboxilagdo nativa e na
desejada no processo industrial de produgao de
criagdo de autdtrofos artificiais”. Desta forma
etanol lignoceluldsico (LOPES, 2016). Além
ela se torna 1til para diminuir o CO; presente na .
disso, apresentam melhor capacidade de
atmosfera auxiliando na diminuicdo de
tolerancia as condigdes adversas geradas

durante a fermentacdo (da SILVA-FILHO;
SANTOS; RESENDE; de MORAIS; de
MORALIS Jr; SIMOES, 2005).

concentracdo de gases do efeito estufa (ERB;
KELLER; VORHOLT, 2019; HU et al. 2021)

como mostra na Figura 2.

Figura 2 - Processo de autotrofia em bactéria espécie E. O material lignocelulésico ¢ composto
Coli. principalmente  por  estrutura  aromatica
denominada  lignina e  polimeros de
carboidratos, homopolissacarideo denominado
celulose, e heteropolissacarideos denominado
hemicellulose (SANTIAGO; RODRIGUES,

2017) como mostra a Figura 3.
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Figura 3 - Esquema ilustrativo dos compostos resultantes
da hidrélise da biomassa lignoceluldsica.
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Fonte: Neves et al., (2007).

Durante a fermentagdo industrial, varios
fatores de estresse sdo impostos a levedura,
promovendo efeitos deletérios sobre a mesma,
afetando o seu metabolismo e crescimento. Tais
fatores incluem: alta concentracdo de acucares,
presenga de sais no mosto, altas temperaturas,
alta de baixo pH

concentracao etanol,

extracelular, contaminagao bacteriana,
deficiéncia de nutrientes. Além disso, neste
processo a biomassa de levedura ¢ reaproveitada
em vdrias fermentacdes diariamente, o que pode
contribuir para a diminuicdo significativa da
viabilidade celular (BASSO; ROCHA, 2011).
Tem sido proposto que o uso de aminoacidos
para a suplementacdo do mosto (liquido
acucarado que pode ser fermentado para
produzir etanol) de fermenta¢do pode promover
maior tolerancia e crescimento das células de
levedura frente a diferentes condigdes de
o alto teor

estresse, como por exemplo,

alcodlico e o estresse osmotico promovido pelas

altas concentragcdes de aglcares no meio
(THOMAS; INGLEDEW, 1990).

Contudo, a S. cerevisiae nao utiliza
todos os acucares obtidos pela hidrolise da
estrutura lignoceluldsica, pois, ndo apresenta
eficiéncia em assimilar a xilose que ¢ liberada
durante o processo de hidrélise da biomassa. Na
literatura sdo apresentadas duas alternativas para
o melhor aproveitamento dos acucares
fermentesciveis (hexoses e pentoses) liberados
na hidrolise da biomassa lignoceluldsica. A
primeira utiliza micro-organismos
geneticamente modificados, com o objetivo de
fermentar tanto a glicose quanto a xilose. E a
utiliza  dois

segunda micro-organismos

simultaneamente em um Unico sistema
reacional, definido como “co-cultura” (Figura
4). A Pachysolen tannophilus ¢ uma levedura
que tem capacidade natural de utilizar glicose e,
na auséncia desta, pode utilizar xilose para a
producdo de etanol. Deste modo, foi possivel
formar uma co-cultura (consorcio) entre as
Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 e a Pachysolen tannophilus CCT 1891

(SILVA, 2022).

leveduras

Figura 4 - Produgao de etanol por meio do consoércio das

leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pachysolen
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tannophilus, incubadas a 30 °C por 24 horas.

Etanol (g/L)
= 5=
/

1] 2 4 6 8 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (h)

Fonte: SILVA, M. D. R. et al. (2022).

A presenca de diversos fatores e

alteragbes no meio fermentativo pode
comprometer a sobrevivéncia celular e impedir
seu desenvolvimento em pleno potencial,
entretanto as técnicas de engenharia genética
utilizada demonstram eficiéncia quanto a
otimizacao da viabilidade celular das leveduras,
potencializando sua utilizagao para produgdo de
bioetanol.
Mais recentemente, tem-se sugerido
das

cianobactérias, como o seu rapido crescimento e

aplicar ~ alguma  das  vantagens

nos mais variados meios ambientais, a

habilidade de fixar varios compostos, a sua
flexibilidade genética e a realizacdo de
fotossintese, como uma alternativa de criar na
biocombustiveis  (NOZZI;

2013).

producdo  de

OLIVER; ATSUMI, Os autores

introduziram estratégias reguladoras

metabodlicas  eficientes e  valiosas para

cianobactérias fotossintéticas usando pequenos
RNAs artificiais em cepas de Synechocystis sp,
tais cianobactérias sdo caracterizadas por serem
unicelulares, células se

procariontes cujas

dividem por fissdo binaria, sdo fotoautotroficas

obrigatérias e habitam ecossistemas de 4agua
doce, com faixa de temperatura mesofila ou
moderada e com a capacidade de sobreviver
com poucos nutrientes (WATERBURY, 1986).

O modelo de cianobactéria,

Synechococcus  elongatus PCC 7942 foi
projetado para produzir acidos graxos livres
(AGL), potenciais precursores de biodiesel, por
nocaute genético da acil-ACP sintetase de
reciclagem de AGL e expressio de uma
tioesterase para liberacio do AGL (RUFFING;
JONES, 2012). Diante disso, a regulacdo do
metabolismo de 4cidos graxos nesse organismo
pode auxiliar no desenvolvimento de linhas de
cianobactérias superprodutoras de

biocombustiveis (GERHARDT, 2015).

4 - Conclusoes

Devido ao alto consumo energético
mundial associado a politica de reducao de re-
cursos fosseis, em virtude de sua baixa disponi-
bilidade e alto teor de degradacdo ambiental,
torna-se existente uma alta demanda pelo de-
senvolvimento de novas tecnologias renovaveis
e sustentdveis. Neste contexto, 0os microrganis-
mos oferecem inlimeras caracteristicas para qua-
lificd-los como matéria-prima alternativa para
diversas praticas biotecnologicas, incluindo mo-
dificacdes genéticas que potencializam suas
aplicagdes. A atuacdo dos microrganismos na
industria energética se da principalmente por
conta de producdo de enzimas € seus processos

metabolicos que, apesar de serem complexos e
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necessitar de fatores especificos para o desen-
volvimento correto, através da engenharia gené-
tica podem se adequar de acordo com interesses
especificos sinérgicos entre industrias. Em sin-
tese, o emprego dos microrganismos possui um
amplo potencial proporcionando variadas abor-
dagens tecnoldgicas integrados a processos bio-

quimicos e quimicos.
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