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Resumo: O etanol de segunda geracéo (2G), produzido a partir de residuos de biomassa vegetal, como palha de arroz e bagago de cana de aclcar, séo alternativas
promissoras para aumentar a contribuicdo dos biocombustiveis na matriz energética global. A eficiente utilizacdo de fontes alternativas de carbono requer um
consorcio enzimatico altamente especifico, composto, principalmente, por celulases e hemicelulases. O alto custo da hidrdlise enziméatica, associado a um processo
de producdo deficiente, torna o etanol de 2G pouco competitivo economicamente com as fontes tradicionais de energia. Fungos filamentosos destacam-se como
organismos produtores de enzimas lignoceluloliticas, sendo alvos em pesquisas biotecnolégicas para melhoramento de linhagens capazes de aumentar a produgéo
de enzimas. Uma forma para aumentar a produgéo de complexos enzimaticos é a manipulacéo da expressao génica das enzimas de interesse, podendo ocorrer a nivel
transcricional. Os fatores de transcrigdo (TF’s) sdo elementos que atuam na repressdo ou ativagdo de genes. Visto isso, a regulagdo dos fatores de transcri¢do, ao
invés do gene alvo, é uma estratégia eficiente e promissora para melhoria dos coquetéis enzimaticos produzidos por fungos filamentosos. Neste sentido, a finalidade
deste trabalho foi realizar uma revisdo didatica sobre a atuagdo dos fatores de transcricdo na regulacdo génica de enzimas lignoceluloliticas em fungos. A
potencializagdo da expressdo génica e a otimizagdo da produgéo enzimatica, podem tornar mais acessivel o processo de hidrolise enzimatica da biomassa vegetal
permitindo uma amplificacéo da contribuicéo do etanol 2G no mercado global de biocombustiveis.

Palavras-Chaves: Fatores de transcrigéo, etanol 2G, fungos filamentosos.

Abstract: Second generation ethanol (2G), produced from plant biomass residues, such as rice straw and sugarcane bagasse, are promising alternatives towards
increasing biofuel contribution in the world energy outlook. The efficient use of alternative carbon sources requires highly specific enzymatic complexes, mainly
composed of cellulases and hemicellulases. The high cost of enzymatic hydrolysis, associated with a deficient production process, make 2G ethanol less competitive
than traditional energy sources. Filamentous fungi stand out as organisms that produce lignocellulolytic enzymes. Moreover, they frequently appear in
biotechnological research related to the genetic improvement of lineages, having the goal of increasing enzyme production. One way to increase enzymatic complexes
production is by manipulation of gene expression of enzymes of interest, which can occur at the transcriptional level. Transcription factors (TF’s) are elements that
act in repression or activation of genes. Therefore, regulation of transcription factors, instead of a target gene, is an efficient and promising strategy to improve
enzymatic cocktails produced by filamentous fungi. Overall, this work aims to provide a didactic revision on the action of transcription factors on top of the gene
regulation of lignocellulolytic enzymes in fungi. The increment in gene expression and the optimization of enzyme production can turn enzymatic hydrolysis of plant
biomass into a more accessible process, allowing an expansion of 2G ethanol contribution in the global market of biofuels.

Keywords: Transcription factors, 2G ethanol, filamentous fungi.

1. INTRODUCAO

A matriz energética global é composta majoritariamente
pelos combustiveis fosseis, que além de possuirem reservas
finitas sdo a causa de problemas ambientais. O aumento na

plantio, podendo comprometer a producdo de alimentos [3,
6]. O etanol de segunda geragdo (2G), produzido a partir de
residuos de biomassa lignocelulésica, torna-se uma
alternativa promissora para a produgdo de biocombustiveis
visto que dispensa 0 aumento na &rea cultivada, evitando a

emissdo de CO,, por exemplo, provoca a aceleracdo no
processo de efeito estufa. Diante desse contexto, torna-se
imprescindivel a busca por fontes renovaveis de energia que
possam ser produzidas em grande escala e baixo custo [1, 2,
7, 8].

Uma alternativa para sanar a demanda crescente de
novas fontes energéticas é a utilizacdo de biomassa vegetal
como fonte de energia. O carbono atmosférico fixado na
forma de biomassa, correspondendo em torno da metade da
matéria prima produzida pela fotossintese, retorna ao meio
ambiente  pelos processos de respiracdo  celular,
decomposicéo e combustdo. Dessa forma, o ciclo do carbono
torna a utilizacdo da matéria vegetal uma fonte energética
renovavel promovendo a utilizagdo sustentavel dos recursos
[1,5, 8].

A biomassa vegetal € a fonte de matéria prima utilizada
na producdo do etanol, um biocombustivel promissor no
cenario global para substituicdo de combustiveis fosseis
como o petrdleo [4]. As fontes de biomassa mais comumente
utilizadas sdo a cana-de-acUcar e o milho. No entanto, 0 uso
em grande escala causa 0 consequente aumento na area de

concorréncia com a agricultura alimentar [9].

Subprodutos agroindustriais tais como palhas de milho
e de trigo, farelo de arroz, caule do algoddo, bagaco de sorgo
e de cana de aclcar, vem sendo utilizados como biomassa na
producdo de etanol 2G [14, 15]. Esses residuos sao de dificil
decomposicdo por possuirem parede celular estruturada,
principalmente, por trés polimeros: celulose, hemicelulose e
lignina, formando cadeias estruturais firmes e resistentes
[16].

No processo de produgdo do etanol 2G os residuos de
biomassa vegetal sdo submetidos a uma sequéncia de etapas:
pré-tratamento composto por processos fisicos, quimicos e
biologicos; hidrolise enzimatica; fermentagdo; e por fim,
destilagdo do alcool, havendo variagGes conforme o tipo de
biomassa utilizada [6, 9, 13].

A complexidade estrutural dos residuos de biomassa,
aproveitados para o etanol 2G, requerem um processo de
producdo mais incrementado quando comparado ao
processamento da matéria utilizada na producéo tradicional
do biocombustivel. Isso se deve principalmente a etapa de
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hidrélise enzimatica necessaria para a produgao do etanol 2G,
a qual se torna um fator limitante na fabricagdo do bioalcool
devido ao seu alto custo [13]. Para o etanol se tornar
economicamente viavel o valor final deve ser no minimo 30%
inferior aos outros combustiveis, visto que o valor energético
da biomassa é menor quando comparado aos combustiveis
derivados do petréleo [12].

Assim, fatores como a complexa e robusta estrutura dos
residuos aliados as atuais tecnologias de producéo do etanol
2G, as quais se encontram numa etapa de desenvolvimento
mais inicial comparada as utilizadas para o etanol
convencional, dificultam o aumento na contribuicdo desse
biocombustivel na matriz energética global [10, 11].

2. ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS

A degradacdo eficiente da matéria-prima celulolitica,
um polissacarideo insolivel, em moléculas de glicose
depende da atuacdo sinérgica de um coquetel enzimatico
composto por Enzimas CAZy. As CAZymes sdo ativas em
compostos de carbono e os principais grupos funcionais
utilizados na hidrélise da biomassa vegetal sdo celulases e
hemicelulases pertencentes & familia das Glicosil Hidrolases
(GHs), enzimas que atuam em ligacGes glicosidicas [17, 18,
19].

2.1 CELULASES E HEMICELULASES

As celulases sdo catalisadores que liberam agUcares,
incluindo glicose e celobiose. A classificacdo das celulases
varia de acordo com seu local de atuagdo no substrato
celuldsico. Em geral dividem-se em quatro grandes grupos:
(1) endoglucanases, que clivam as ligacBes localizadas na
parte interna da fibra celulésica, tendo maior afinidade com a
regido amorfa da cadeia; (II) exoglucanases ou
celobiohidrolases, atuantes nas extremidades redutoras e ndo
redutoras da fibra de celuloses, liberando celobiose; (II1) -
glucosidases, que hidrolisam a celobiose em duas moléculas
de glicose, catalisando a liberacéo de unidades monoméricas
a partir da celobiose e (VI) mono-oxigenases liticas de
polissacarideos (LPMOs) sdo enzimas auxiliares que atuam
por meio de mecanismos oxidativos em regifes cristalinas e
amorfas da cadeia [19, 20, 21].

Na biomassa lignocelul6sica, especialmente as
microfibrilas de celulose, apresentam fibras longas e
recobertas por hemiceluloses (polissacarideos ramificados)
[21]. A degradacéo das ligagbes mondmeras da hemicelulose
ocorre por meio da acdo sinérgica de endo-enzimas,
responsaveis pela clivagem interna da cadeia principal,
juntamente com exo-enzimas, que liberam agUcares
monomeéricos, e enzimas, que hidrolisam as cadeias laterais
de polimeros ou oligossacarideos, resultando em diversos
mono ou dissacarideos dependendo do tipo de hemicelulose
clivada [22]. Entre as hemiceluloses destaca-se a xilana,
principal hemicelulose, que devido a sua natureza complexa
possui hidrolise enzimatica mais complicada do que a maioria
dos polissacarideos vegetais [21, 1].
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3. EXPRESSAO GENICA EM FUNGOS
REGULADA POR FATORES DE
TRANSCRICAO

Uma estratégia para tornar viavel a producéo de etanol
2G é reduzir os custos dos compostos enzimaticos utilizados
na etapa de hidrdlise. A otimizacdo desse processo pode ser
feita pela melhoria dos bioprocessos e também o
melhoramento genético de organismos produtores de enzimas
[26]. Um microrganismo ideal produtor de complexos
enzimaticos, é aquele que produz uma quantidade adequada
de cada uma das enzimas que degradam o sistema
lignocelulolitico. Também é necessario que 0 organismo
produza uma grande variedade dessas enzimas, visto que a
eficiente degradacdo da biomassa depende de um consorcio
enzimatico [15, 27].

Fungos e bactérias séo eficientes secretores capazes de
produzir celulases e hemicelulases a partir de uma fonte de
carbono [27]. Os fungos filamentosos destacam-se por serem
capazes de produzir uma grande quantidade de enzimas
especificas. No entanto, o nivel de producdo em cepas de
ocorréncia natural geralmente é muito baixo para exploracdo
comercial [28]. Uma alternativa para aumentar a producédo de
complexos enzimaticos é a manipulacdo dos genes
responsaveis pela regulacdo da expressdo das enzimas de
interesse. A expressdo génica pode ser regulada em diferentes
etapas. Nesse sentido é possivel controlar como e quando os
genes serdo transcritos. Esse processo denomina-se de
controle transcricional. A especificidade da transcricdo esta
intimamente relacionada com um grupo de proteinas
conhecidas como fatores de transcricio (TF’s). Essas
proteinas reconhecem e ligam-se a sequéncias especificas de
DNA, denominadas sitios de ligagdo dos fatores de
transcricdo (TFBS). A interpretacdo da sequéncia de DNA
pelos TF’s é o primeiro mecanismo que guia a expressao do
genoma, possuindo papel fundamental na repressdo ou
ativagdo de genes. Além disso, 0 mesmo TF pode regular
diferentes genes, indicando que as redes reguladoras sdo
dindmicas mesmo dentro do mesmo organismo [23, 24, 25,
29].

3.1 TRABALHOS RELACIONADOS

Em fungos filamentosos, a regulagdo dos genes
celuloliticos pelos TF’s possui mecanismos complexos,
apresentando aspectos similares entre organismos diferentes.
No entanto, alguns fatores de transcricdo sdo encontrados
apenas em determinados géneros e espécies, enquanto outros
estdo presentes em quase todos os fungos celuloliticos [30,
31].

XLNR e seus ortélogos sdo amplamente conservados
em espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Neurospora, Fusarium e Trichoderma [32]. XLNR é fator de
transcricdo chave na expressdo de enzimas celuloliticas
devido ao seu importante papel na ativacdo de um grupo
significante de genes envolvidos na degradacdo de xilana e
celulose [35]. Mach-Aigner et al. (2008), em experimentos
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utilizando Hypocrea jecorina (anamorfo do fungo
Trichoderma reesei [36]), aponta XYR1 (ortélogo do XLNR)
como o principal regulador positivo de enzimas celuloliticas
e xilanoliticas [35]. Dada sua importancia, os mecanismos em
que XLNR estd envolvido vem sendo elucidados em
diferentes organismos (A. niger [37], A. oryzae [38, 39],
Talaromyces versatilis [41], P. oxalixum [42]).

Os fatores de transcricdo CLR1 e CLR2 séo essenciais
para regulacdo dos genes codificadores de celulases e
hemicelulases, sendo induzidos por celulose. De acordo com
Coradetti et al. (2012), em Neurospora crassa, CLR1 é
ativado na presenca de celobiose, promovendo a expressdo de
genes de B-glucosidases e transportadores de celodextrina.
Todavia, CLR1 pode aumentar os niveis de expressdo de
CLR2 e também regular sua propria expressdo [33]. Em
Penicillium oxalixum, a funcdo de um terceiro elemento, o
CLR3/CLRC, foi elucidado por Yunfeng et al. (2016),
mostrando que este fator de transcricdo é necessario para
expressao completa dos genes de celulases e hemicelulases
previamente regulados por CLR2 [34]. Assim, os trés
elementos (CLR1, CLR2 e CLR3) compdem uma via de
regulacdo em cascata [33, 34].

4. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao
didatica sobre os principais tépicos envolvendo o papel dos
fatores de transcricdo na regulacdo da expressdo dos
principais grupos de enzimas lignoceluloliticas, tendo os
fungos como organismos produtores. O conhecimento dos
fatores de transcrigdo que regulam a expresséo de celulases e
hemicelulases, bem como o entendimento da cooperatividade
e sinergia existente entre esses elementos, permitem a
otimizacdo da produgdo enzimtica em fungos através de
trabalhos experimentais. Desse modo, se desenvolve a
possibilidade de melhoria dos complexos utilizados,
tornando-os mais baratos e contribuindo para a transigédo
energética global.
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