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Resumo: O bioetanol, etanol lignoceluldsico ou etanol de segunda geracdo ¢
obtido a partir da sacarificacao de celulose, hemicelulose e pectina presentes na
parede celular de biomassas. O bioetanol estd sendo amplamente estimulado nos
Estados Unidos por ser um substituto direto da gasolina, por ndo competir com
culturas agricolas destinadas a alimentacdo e causar menos impacto ambiental.
A celulose ¢ o polissacarideo mais abundante na terra, entretanto, essa molécula
¢ muito bem protegida na parede celular de plantas; hidrolisa-la eficientemente a
agucares fermentaveis para produzir bioetanol, a pregos competitivos, tornou-se
um dos grandes desafios da biotecnologia moderna. A presente revisdo objetiva
avaliar o desenvolvimento da producao e pesquisa de bioetanol nos Estados
Unidos, com enfoque em rotas bioquimicas.
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Abstract: Bioethanol, lignocellulosic ethanol or second generation ethanol is
obtained through the saccharification of cellulose, hemicellulose and pectin
presented in the cell wall of biomasses. Bioethanol is being thoroughly stimulated
in the United States because it is a direct substitute for gasoline, does not
compete with crops destined to be food supplies, and causes less environmental
damage. Cellulose is the most abundant polysaccharide on Earth, however this
molecule is well protected in the cell wall of plants, and efficiently hydrolyzing
it to fermentable sugars, to produce bioethanol at competitive prices, has become
one of the greatest challenges of modern biotechnology. This review aims to
analyze the development of the production and research of bioethanol in the
United States focusing on the biochemical routes.

Key words: bioethanol; lignocellulosic ethanol; second generation ethanol;
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1. Introducao

O governo dos Estados Unidos, por meio do Energy Independence and
Security Act de 2007, definiu como meta, a partir de 2022, uma producdo anual
de 136 bilhoes de litros de biocombustiveis alternativos ao petroleo — fonte de
energia ndo-renovavel e de alto potencial poluidor. Como uma das alternativas
para atingir esse objetivo, o Departamento de Energia dos Estados Unidos
estimula a produgao de 60 bilhdes de litros de bioetanol por ano, a partir de 2022
(GONCALVES, 2010; USDA, 2009 e DOE, 2006).

O bioetanol, etanol lignocelulésico ou etanol de segunda geragao é obtido por
meio da hidrdlise de polissacarideos presentes na parede celular de biomassas.
Esses polissacarideos sdo continuamente renovados na natureza mediante
a biotransformacao de energia solar e CO2 através da fotossintese (LYND et
al.1991). A biomassa lignocelulésica (e.g., gramineas, palha de trigo, bagaco e
palha de milho, madeira) ¢ geograficamente distribuida e a sua conversao em
bioetanol favorece a redug@o das emissdes dos gases do efeito estufa (GEF) em
comparagdo com as emissdes da combustdo de gasolina (SLADE et al., 2009;
RUBIN, 2008 ¢ DOE, 2006).

Os processos mais empregados na conversdo de biomassa em aglcares
fermentesciveis sao a hidrolise enzimatica e a hidrdlise por meios acidos. Esses
processos, invariavelmente, necessitam de uma etapa de pré-tratamento. Do
ponto de vista ambiental, os processos enzimaticos tendem a reduzir mais as
emissoes dos GEF, e produzem o bioetanol por meio de técnicas de producao
mais limpas (SHELLEY, 2009 e SLADE et al., 2009).

2. Componentes da Parede Celular

Em termos gerais, a parede celular das plantas é formada por uma complexa
cadeia de carboidratos, proteinas, sais minerais e compostos fenolicos, sendo
que os polissacarideos correspondem a cerca de 90% do seu peso seco (CAO
et al. 2010 ¢ BUCKERIDGE et al., 2007). A maioria das plantas tem parede
celular composta de aproximadamente 15-40% celulose, 30-40% hemicelulose
e pectina e 20% lignina (DOI, 2004).

A parede celular possui uma primeira camada de moléculas de celulose
justapostas, formando um conjunto de fibras impermeaveis. Esse complexo
de fibras se liga a hemicelulose através de ligacdes de hidrogénio e interagdes
ndo-covalentes. A rede de celulose/hemicelulose esta imersa em uma matriz
de pectina que forma uma espécie de “gel” dentro da camada lamela média
(BUCKERIDGE et al., 2007 e DERBYSHIRE, 2007).
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Figura 1 Componentes da parede celular vegetal (BUCKERIDGE et al., 2007).

2.1. Celulose

A Celulose ¢ o biopolimero mais abundante na terra. Sua estrutura varia de
centenas a milhares de moléculas de D-glicoses unidas por ligagdes glicosidicas
B(1—4). Essas ligacdes resultam na formag¢ao de uma extensa e rigida estrutura na
qual cada molécula de D-glicose esta posicionada a 180° em relagdo a molécula
vizinha (HORTON et al., 2006 e MURRY, 2004).

As moléculas de celulose formam fibras que podem ser cristalinas ou amorfas
—estas menos recalcitrantes a hidrolisagdo. Quatro formas de estruturas cristalinas
de celulose ja foram caracterizadas por cristalografias de raios X e ressonancia
magnética nuclear (estado solido *C), celuloses I, II, III, e IV (PARK et al.,
2010).

As formas dominantes de celulose sdo as microfibras com diametro de 2 al0
nm, intercaladas por outros componentes da parede celular, como os xiloglucanos
(XG). Microfibras cristalinas sdo compostas por cerca de 30 a 36 filamentos
de celulose agregados lateralmente (unidirecional) através de forgas de van der
Waals e liga¢des de hidrogénio. Embora muitos progressos quanto a elucidagio
da estrutura das fibras cristalinas tenham sido feitos, elas continuam ainda pouco
entendidas (ARANTES e SADDLER, 2010).
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2.2. Hemicelulose

A hemicelulose ¢ o segundo componente mais abundante da parede celular.
Essa molécula ¢ composta por um conjunto de XG — principalmente por D-
xilose (RUBIN, 2008). A hemicelulose forma um complexo de polissacarideos
adsorvidos nas microfibras de celulose mediante ligagdes de hidrogénio,
conferindo prote¢do as fibras de celulose (BUCKERIDGE et al., 2007 e DOE,
2006).

Os XG representam, aproximadamente, 20% do total da parede celular de
dicotiledoneas ¢ monocotiledoneas. Esses polissacarideos sao formados por
glucanos ligados através de ligagdes glicosidicas B(1—4) e com ramificagdes de
xilose (sozinha), xilose e galactose e xilose, galactose e fucose. Alguns estudos
sugerem que a presenca da fucose resulta em uma configura¢do planar dos
XG@G, tornando-os, assim, mais propensos as ligagdes das enzimas glicosidases
(PERRIN et al., 1999).

2.3. Lignina

A Lignina ¢ um biopolimero tridimensional composto de unidades de
fenilpropanoides. Considerada como a “cola” celular, confere rigidez e
revestimento as fibras de celulose; ¢ o tinico biopolimero aromatico renovavel
(RUBIN, 2008 e ROSSEL, 2006).

A lignina interliga-se com a camada de celulose-hemicelulose mediante
contato supercial e/ou ligagdes covalentes. Ela ¢ uma susbtancia amorfa
localizada tanto na lamela média quanto na segunda camada da parede celular, e
seu peso ¢ cerca de 90.000 daltons. A estrutura molecular da lignina ¢ altamente
resistente a hidrdlise quimica e bioquimica (MOUTTA, 2009).

A degradacdo da lignina gera compostos fendlicos inibidores das atividades
metabolicas de enzimas e microrganismos. Os principais compostos oriundos da
decomposic¢ao dalignina sdo os seguintes: siringaldeido, 4cido p-hidroxibenzoico,
acido vanilinico, vanilina e 4cido feralico (MOUTTA, 2009). Além de ser um
bom insumo para a producdo de energia térmica, a lignina pode agregar mais valor
comercial a producao de bioetanol se for convertida em compostos aromaticos
como benzeno, tolueno e xileno (SHELLEY, 2009).

2.4. Pectina

As pectinas sao polissacarideos formados quase que exclusivamente por acidos
galacturdnicos (e.g., homogalacturano) ligados por ligacdes glicosidicas a (1—
4) —energicamente mais favordveis a hidrolise. Em dicotiledoneas, as pectinas
representam cerca de 30% da parede celular, entretanto a estrutura péctica varia
de acordo com o tecido botanico (KLIEMANN, 2006).
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A pectina estd ligada as propriedades mecanicas da parede celular. Um
entendimento abrangente da sua estrutura e propriedades fisico-quimicas pode
contribuir para a manipulagdo genética de plantas objetivando produzir mais
quantidades de polissacarideos fermentesciveis, e, a0 mesmo tempo, menos
recalcitrantes a despolimerizagdo (DERBYSHIRE, 2007).

3. Pré-tratamento

O pré-tratamento ¢ uma das etapas mais cruciais para a obtencdo de um
processo sacarificante e fermentador eficiente. O pré-tratamento da biomassa
tem o propdsito de remover a lignina e hemicelulose, reduzir a cristalinidade da
celulose (i.e., maximizar a exposi¢ao das fibras), aumentar a porosidade da parede
celular e otimizar a hidrdlise dos polissacarideos, minimizando a formacao de
subprodutos toxicos. Dentre as formas de pré-tratamento, destacam-se o Ammonia
fiber expansion (AFEX), o hidrotérmico e a explosao com vapor (ALVIRA et al.,
2010; MOUTTA, 2009, BUCKERIDGE et al., 2007 e ROSSEL, 2006).

O AFEX ¢ uma das formas de pré-tratamento mais eficazes e estd sendo
bastante difundido nos Estados Unidos. Nesse processo, amoénia liquida ¢
adicionada a biomassa sob pressdo moderada (6,8 a 27,2 atm) e temperaturas
entre 70 e 200 °C, e a pressao ¢ retirada subitamente. O AFEX descristaliza as
fibras de celulose, hidrolisa a hemicelulose, remove a lignina despolimerizada
e aumenta em tamanho e nimero os microporos da parede celular da biomassa.
Esse processo pode obter rendimentos de D-glicolise proximos aos valores
teoricos, utilizando-se varios tipos de biomassas (BALS et al., 2010).

O hidrotérmico consiste no tratamento da biomassa com agua a temperaturas
entre 170 e 220 °C, solubilizando a lignina e hemicelulose (SAITO E CABELLO,
2006). Na explosdao com vapor, a biomassa ¢ tratada com vapor saturado sob alta
pressdo — 17 a 44,2 atm — com temperaturas que variam de 160 a 240 °C por
20 minutos. Aplica-se uma severa despressurizardo do meio fazendo com que
as fibrilas de celulose, hemicelulose e lignina sofram modificagdes estruturais
tornando a biomassa mais branda para a sacarificagio (MOUTTA, 2009).

Imagens de microscopio eletronico (ME) e microscopio de for¢a atomica
(MFA) (figura 2) mostram a palha de trigo sem pré-tratamento (A)-(C), palha
de trigo que recebeu pré-tratamento hidrotérmico (D)-(F), palha de trigo
deslignificada com pré-tratamento hidrotérmico (G)-(I) e palha de trigo que
recebeu pré-tratamento de vapor explosivo (J)-(L). Em (A) (ME), pode-se
observar as células individuais da palha e, em (C) (MFA), a primeira camada
da parede celular com fibras de celulose entrelacadas e parcialmente imersas
em polimeros ndo-celuldsicos (lado esquerdo). Em (D) (ME), pode-se distinguir
as fibras parcialmente separadas; em (E) (ME), a fibra de celulose individual
coberta por restos da parede celular e polimeros deslocados; em (F) (MFA), a
fibra individual com depdsitos “globulares” adsorvidos que sdo caracteristicos
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de lignina. J4 em (G)-(H) (ME), nota-se que a deslignificacdo das palhas nio
causou grande separagdo das fibras, mas removeu os restos de parede celular e
polimeros vistos em (E); em (H), podem ser visto os filamentos de celulose e,
em (I) (MFA), a deslignificacdo nao destruiu as fibras de celulose entrelagadas.
Em (J) (ME), a explosdo com vapor separou parcialmente as fibras de celulose
que se torceram em cerca de 90°; (K) (ME) mostra restos de parede celular e
alguns globulos indicados pelas setas e, em (L) (MFA), sdo vistos depdsitos
“globulares” semelhantes aos vistos em (F).

1 mm . | S0 pm

200 pm

300 pm——

Figura 2 Images de microscopio eletronico e microscopio de forga tomica (KRISTENSEN et al.,
2008).
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Os subprodutos toxicos do pré-tratamento provém basicamente de quatro
fontes: compostos da degradagdo dos polissacarideos, compostos da degradacao
da lignina (principais), compostos derivados da degradagdo de componentes
estruturais da parede celular e ions de metais pesados (MOUTTA, 2009 apud
OLSSON, Le HAHN-HA[IGERDAL, 1996). Sob elevadas condi¢des de pressao
e temperatura, a D-glicose e a D-xilose podem ser degradadas, respectivamente,
a 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural. Segundo Moutta (2009), no entanto,
¢ possivel modificar microrganismos para que eles sejam mais tolerantes aos
subprodutos do pré-tratamento, minimizando, assim, o emprego de técnicas de
destoxificagao.

4. Processos e Gargalos de Producao

Até o presente momento, os processos quimicos de hidrolise de biomassa ainda
nao se consolidaram nos Estados Unidos. Esses processos podem eficientemente
remover ¢ hidrolisar hemicelulose e pectina, contudo, sdo relativamente
recalcitrantes a celulose e lignina, liberam quantidades significativas de
subprodutos toxicos, além de terem alto custo, pois ndo reutilizam e necessitam
neutralizar os solventes hidroliticos (SHELLEY, 2009 ¢ BUCKERIDGE et al.,
2007). Devido a menor geragdo de subprodutos, maior eficiéncia energética e
ao grande potencial de redugdo de custos, os processos com rotas bioquimicas
sdo cientificamente mais investigados e tecnologicamente mais promissores a
produgdo de bioetanol nos Estados Unidos (DOE, 2006).

Os principais gargalos para a producdo de bioetanol através de rotas
bioquimicas sdo os seguintes: desenvolvimento de um pré-tratamento eficiente
para uma gama variada de biomassas e processos; desenvolvimento de processos
eficientes de destoxificagdo dos subprodutos da hidrélise; desenvolvimento
de enzimas altamente eficientes e de baixo custo; integracdo dos processos
de hidrolise e fermentagdo; desenvolvimento de microrganismos capazes de
hidrolisar eficientemente pentoses e hexoses; e desenvolvimento de processos
que visam agregar valor comercial e ambiental a lignina (LORA, CORAL E
ROCHA, 2008).

Para Lynd et al. (2008), um processo viavel em escala industrial envolve o
emprego de técnicas ndo-bioldgicas que minimizem a formagdo de inibidores
toxicos. Neste exemplo, (figura 3) a biomassa € pré-tradada com AFEX e langada
diretamente para bioconversdo sem necessidades de destoxifica¢do. O etanol &,
entdo, purificado numa coluna de IHOSR (Distillation with intermediate heat
pumps and optimum sidestream return), os solidos residuais sdo removidos e
alimentam o TC (Thermochemical) para gerar energia elétrica, e os liquidos
residuais sdo tratados e reutilizados no processo.
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Figura 3 Processo de produgdo de bioetanol (LYND, et al., 2008).

Esforcos significativos estdo sendo feitos para aperfeigoar os bioreatores e os
processos de hidrdlise e fermentagdo da biomassa. O Consolidated bioprocessing
(CBP) desponta como uma das opgdes mais eficientes. Esse processo foca a
integracao das etapas de producao de celulases (enzimas celuloliticas), hidrolise
de celulose e fermentacao dos acgticares em uma so fase (LYND et al., 2005).
Um dos organismos mais aptos a operar em CBP ¢ o Saccharomyces cerevisiae,
devido a sua alta resisténcia ao etanol, ao amplo uso em escala comercial e as
modificagdes genéticas que melhoraram seu metabolismo e incrementaram sua
resisténcia aos inibidores quimicos (ALRIKSSON, HORVATH E JONSSON,
2010).

5. Hidrolisacdo Enzimatica

As glicosidases obtém energia livre através da clivagem das ligagdes
glicosidicas. Essas enzimas possuem uma complexa estrutura molecular na qual
uma sequéncia de aminoacidos hidrofobicos nao-cataliticos — carhohydrate-
binding modules (CBM) — (figura 4) se ligam aos terminais redutores dos
polissacarideos. Os CBM aumentam a taxa de hidrolise do modulo catalitico
das glicosidases (VIEGAS, 2008 e MCCARTNEY et al., 2006 ); esses dominios
“abracam” as microfibrilas amorfas ¢ cristalinas de celulose, ¢, dessa forma,
facilitam a sacarificagao (PINTO ef al., 2008 e MCCARTNEY et al., 2006).
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Figura 4 Estrutura em trés dimensoes dos CBM' de xiloglucanos (MCCARTNEY et al., 2006).
6. Microrganismos e Enzimas Sacarificantes

Algumas bactérias produzem cellulosomes — complexo de proteinas
extracelulares — que hidrolisam moléculas de celulose mediante a catalise por
meio de um arsenal de enzimas em sincronia (NOACH et al., 2010 e DOI e
KOSUGI, 2004). Genes de cellulosomes foram inseridos em fungos —organismos
mais resistentes ao etanol — e resultados importantes foram obtidos por Tsai ef al.
(2009) na Universidade da California, Riverside.

Descobertas cientificas de microrganismos capazes de produzir cellulosomes
foram significativamente publicadas nos Gltimos anos. Evidéncias experimentais
sugeriam que somente bactérias anaerdObicas eram capazes de produzir
cellulosomes, mas alguns fungos que excretam tais enzimas foram identificados.
A tabela 1 apresenta uma lista desses microrganismos.

! CBM ligando-se a polissacarideos provenientes de espécies gramineas dicotiledoneas. (Esquer-
da) vis@o de cima dos orificios dos CBM onde os poli/oligossacarideos se anexam. (Direita) os
mesmos orificios vistos pela lateral. CBM6 e CBM15 estéio com os orificios ligados aos oligossa-
carideos. (Verde) aminoacidos aromaticos.
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Tabela 1. Bactérias anaerobicas e fungos produtores de cellulosomes

Microrganismo | Fonte
Bactérias Anaerdbicas
Acetivibrio cellulolyticus Esgotos
Bactervides cellulosolvens Esgotos
Butyrivibrio fibrisolvens Rumen
Clostridium acetobutylicum Solo
Clostridium cellobioparum Rumen
Clostridium cellulolyticum Compostados
Clostridium cellulovorans Madeira
Clostridium josut Compostados
Clostridium papyrosolvens Fabricacio de papel
Clostridium thermocel lum Lodos
Ruminococcus albus Rumen
Ruminococcus flavefaciens Rumen
Fungos Anaerdbicos
Neocallimastix patriciarum Rumen
Orpinomyces joyonii Rumen
Orpinomyeces PC-2 Rimen
Piromyces equi Rimen
Piromyces E2 Fezes

Fonte: DOI E KOSUGI, 2004.

Experimentos cientificos comprovam que o sinergismo do complexo fungo-
enzimas ¢ mais eficiente na hidrélise da parede celular do que o extrato purificado
de glicosidases. A taxa de hidrolise (g-celulose/g-celulase/hora) do complexo
com o Clostridium thermocellum provou ser até 4,7 vezes maior do que a das
celulases. Nesse ensaio, os inibidores toxicos ndo foram removidos € a levedura
pode se aderir ao substrato celulosico (LU et al., 2006).

Fungos sdo organismos bastante conhecidos por decompor madeira. O fungo
Postia placenta ¢é apto a despolimerizagao de hemicelulose e celulose presentes
nos tecidos lenhosos, ndo obstante ele ¢ incapaz de degradar a lignina. Cientistas
em universidades de sete paises sequenciaram o DNA do P. placenta e fizeram
estudos comparativos do seu genoma com o do Phanerochaete chrysosporium,
um fungo de degradacdo branca (i.e., metabolizadores de lignina) parente do
P placenta. Essa analise comparativa concluiu que o P. Placenta sofreu uma
mutagdo genética ao longo da evolugao e perdeu a capacidade de hidrolise da
lignina. Com base nesses marcadores de DNA, pode ser possivel readaptar o P.
Placenta a catalise de lignina e, desse modo, viabilizar o uso industrial dessa
levedura (MARTINEZ et al., 2009).

A produgdo de enzimas a pregos competitivos ¢ em larga escala ¢ “chave”
para o sucesso do bioetanol produzido através de rotas bioquimicas. A Genencor,
uma das principais empresas fornecedoras de enzimas em escala industrial nos
Estados Unidos, reportou a oferta de um produto capaz de hidrolisar e fermentar
simultaneamente diversos tipos de biomassas, obtendo-se taxas elevadas de
bioetanol. Além da Genencor, outras empresas se empenham em melhorar o
rendimento das enzimas, diversificar o numero de celulases, reduzir os custos
das mesmas e desenvolver microrganismos capazes de produzir enzimas que
fermentam D-glicose e D-xilose (ONDREY, 2010; ERICKSON, 2009 e
SCHUBERT, 2006).

10 Revista Thema | 2010 | 07 (02)



O foco no desenvolvimento de celulases mais eficientes culminou na elabo-
ragao de banco de dados com informacodes relevantes destas enzimas. A tabela 2
apresenta alguns desses bancos de dados, suas atualizagdes, numero de proteinas
sequenciadas e os organismos alvos das celulases.

Tabela 2. Banco de dados de enzimas metabolizadoras de parede celular ¢ seus atributos
N° de enzimas
segiienciadas

Database Espécies Ultima atualizagio

Archaea, bactéria, virus,
CAZy 112 398 Semi-mensal
eucariontes
Arabidopsis, arroz e

Cell Wall Genomics 2381 Sem informacdo
milho
Rice GT Arroz
793 Agosto 2009
Database
MAIZEWALL Milho 753 Junho 2006
Wheat GTldb Trigo 8300 Janeiro 2008
GHDB Arabidopsis, arroz 319 Junho 2004
Arabidopsis, arroz e
XTH World 1962 — 2006 Julho 2006
tomate
Expansin Plantas
226 Margo 2006
Database

Fonte: CAO et al., 2010.

7. Biomassas e Melhoramento Genético

O bagaco e a palha do milho estdo entre as biomassas mais promissoras para a
produgdo de bioetanol em larga escala nos Estados Unidos; outras sdo as cascas
de trigo, gramineas e residuos organicos. Diversas biomassas serdo empregadas
para atingir as metas de produ¢do do governo americano, haja vista as diversas
peculiaridades biogeograficas regionais do pais (DOE, 2006).

Por terem rapido crescimento e baixa necessidade de nutrientes e agrotdxicos,
as gramineas perenes sdo significativamente eficientes na producgao de bioetanol.
Um estudo na universidade de Nebraska concluiu que o bioetanol produzido da
graminea Panicum virgatum, cultivada em terras marginais de dez fazendas na
regido central dos Estados Unidos, logrou elevado rendimento energético (i.e.,
baixo uso de insumos agricolas e alta taxa de conversao), e o bioetanol produzido
através desta planta reduziu em 94% as emissoes de GEF em comparaciao com a
gasolina (SCHMER, 2008).

O estudo do genoma de organimos susceptiveis a producdo de bioenergia
¢ conhecido como biogenomics. Diversas plantas mais amenas a degradacao
enzimadtica estdo sendo estudadas, dentre as quais se inclui a arvore Populus
Tricocarpa — primeira arvore a ter o genoma sequenciado —, devido ao seu rapido
crescimento e compacto DNA (ZHOU, 2009).

A tabela 3 mostra quais sdo os organimos mais importantes para a producao
de bioenergia e o estado das pesquisas sobre os seus genomas.
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Tabela 3, Genomas dos organismos usades na producio de bisenergia

Crganismo (ienoma {tamanho em megabases) Sratus
Prochtores de biomassa
Pamlus trichocarpa 48D Completo
Chlampdomanas reinhardnii 120 Completo
Aanihat esculenta 770 Em progresso
Sarghum hicolar TED Em progresso
Encalyptus globulis 600 Em progresso
Brachypadium distachkyaon 155 Em progresso
Elasis guinsensis ~3400 Em progresso
Panicim virgatim ~5 &0 Em progresso
Seraria italica ~515 Em progresso
Diegradadores de biomassa
Acidothermus cellwlalyticus 11 8 24 Completo
Bacillus pumilis S4FR 0132 i7 Completo
Caldicellilasirgnrar saccharalyticus 0 Completo
DEN 8003
Clastridim phyrafermentans BSDg 4.8 Completo
Clastridin thermacellm ATOC 27408 18 Completo
Crraphaga futchingonil ATCOC 33406 4.4 Completo
Flavohacrerim jolmsaniae UW 1N 6,1 Completo
Ruhrobacter xplanaphilus DEM 994) 32 Completo
Saccaraphagus degradans 51 Completo
Thermabifida fisca strain ¥X 16 Completo
Clastridium cellulaliticim H 1 4.0 Em prospecgdo
Elusinicrobium minitum Pei 19] 1.6 Em prospeegdo
Fusarium salani 51 Em prospecgdo
FPhanerachastes chrypsosparilim s 1 Em prospecgdo
Pastia placenta i1 Em prospecgdo
Sagithila srellate E-37 53 Em prospeegdo
Thrichaderma reesei 33 Em prospecgdo
Calllomas flavigena DEW 20009 4.0 Em progresso
Cellvibrio japonicus Usda 107 -0 Em progresso
Fibrabacter succinogenss 585 ~38 Em progresso
Ruminacoccus athus 4.0 Em progresso
Teredinibacter tumerge T7902 ] Em progresso
Termite hindqut community g Completo
Degradadores de biomassa do género 51 Em progresso
FPaplar
Anaplanharg glabripennis =1 Em progresso
Prochtores de combustivel
Clostridium acetabutplicum ATCC 824 4.0 Completo
Clastridium beijerincidi NCIMEB 8052 6,0 Completo
Fichia stipitis 15,4 Completo
Thermaoanasrobacter tengoongensis MB4 17 Completo
Zumananas mobilis ZM4 11 Completo
Bacilius coaguians 3601 149 Em prospecgdo
Thermaanaerobacter  psewdethanolicus 14 Em prospecgdo
J9E
Clostriditm Giungdakiii ~4.0 Em prospecgdo

Fonte: RUBIN, 2008.

Estudos para “amolecer” a parede celular de plantas estdo sendo feitos. Lewis
et al. (2010) reportou resultados significativos numa pesquisa que objetivou
diminuir a recalcitrancia da palha do milho a hidrélise — e também maximizar o
grau de agucares fermentisciveis nos graos — mediante varios cruzamentos entre
mudas de Zea mays geneticamente recombinadas. Os resultados apresentaram
graos com elevado teor de agucar e palhas mais suscetiveis a sacarificagao.

Objetivando estudar a interferéncia da pectina a exposi¢do das fibras de
celulose, pesquisadores na Italia produziram variantes da planta Arabidopsis com
menos homogalacturanos esterificados, mediante a expressao da enzima fingica
poligalactunorase e um inibidor da pectina metilesterase. Esse estudo identificou
o aumento da atividade das glicosidases em Arabidopsis (LIONETTI, 2010).
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Minimizar a formagdo da lignina durante a etapa de crescimento das plantas
¢ uma tatica promissora (CHEN e DIXON, 2007). Buanafina et al. (2010)
conseguiu reduzir a expressao de derivados do acido ferulico envolvidos na
sintese de lignina em gramineas (e.g., Festuca arundinacea I). A inibigao ocorreu
pela expressao de uma esterase do acido feralico derivada do fungo Aspergillus
niger. A degradagao da parede celular dessas gramineas teve significativamente
menos inibi¢dao do que as plantas de controle.

8. Conclusoes

A meta de producao de bioetanol do governo americano ¢ muito arrojada e
exige elevados investimentos em pesquisas e tecnologias para que o bioetanol se
torne competitivo com a gasolina. A celulose ¢ uma fonte de energia abundante,
entretanto, ¢ muito bem protegida contra a sacarificagdo. Dominar essa
recalcitrancia da natureza ¢ um dos maiores desafios da biotecnologia moderna.
Os ganhos ambientais do uso de combustiveis renovaveis sdo extraordinarios,
pois literalmente “queimamos” materiais fosseis que liberam gases nocivos ao
meio ambiente.

Os cristais de celulose impdem um grande desafio a eficiéncia das rotas
bioquimicas. E preciso, entdo, desenvolver técnicas eficazes na desestruturagio
desses cristais; se ndo, corre-se o risco de frequentes oscilagcdes dos rendimentos
na produgao de bioetanol.

No pré-tratamento, deve-se investir mais em estudos que maximizem a
integracao dessa etapa a hidrolise e a fermentacao. Faz-se necessario entender
ao maximo a qualidade e quantidade dos compostos inibidores para viabilizar a
constru¢dao de métodos mais limpos. Ademais, seria ideal suprimir a fase de pré-
tratamento mediante o aperfeicoamento dos insumos € processos.

O bioprocessamento ¢ a etapa mais critica para a consecu¢do da meta do
governo americano. A integracdo de todos os processos em um sé bioreator ¢
determinante para viabilizar o bioetanol em larga escala. Controlar e aperfeigoar
todas as varidveis que intervém no rendimento dos processos de producao de
bioetanol sera vital para o éxito do CBP. Deve-se, também, evitar a miscelanea
de técnicas e equipamentos incongruentes com a operacionalidade do CBP,
e minimizar os conflitos de interesse oriundos dos desenvolvedores das
tecnologias.

Aspesquisas de melhoramento genético de microrganismos e desenvolvimento
de enzimas sdo as fases mais avangadas. Desse modo, ¢ indispensavel integrar
essa gama de estudos cientificos e tecnologias para construir um modelo de
bioprocessamento adaptado aos mais diferentes tipos de biomassas e regides dos
Estados Unidos. O Departamento de Energia deve, nesse ambito, exercer um
papel mais pragmatico e integrador.

O melhoramento da parede celular e desenvolvimento de plantas que
competem minimamente por nutrientes ¢ solo sdo promissores. A gama de
vegetais Uteis para bioenergia vem crescendo continuamente, porém, observa-se
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um ritmo menos acelerado na producdo de plantas que possam se desenvolver
em terras marginais ou em sistemas bioldgicos mais sustentaveis.

Sendo assim, devem-se unir mais esfor¢os para modificar com sucesso o
paradigma dos combustiveis fosseis. As mudancas geralmente sdo sempre
recalcitrantes tanto no dominio vegetal quanto humano. No entanto, através de
bons exemplos, resultados e persisténcia, os Estados Unidos rumam no caminho
certo para que o bioetanol se torne uma das principais fontes de combustivel do
pais.
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