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Resumo

As técnicas de producdo do alcool, na antiguidade apenas restritas a fermentacdo natural ou espontanea
de alguns componentes vegetais, como agulcares, comecaram a se expandir a partir do processo da
destilagdo. O desenvolvimento de tecnologias para producdo de etanol a partir de materiais
lignocelul6sicos mostra-se promissor devido as varias vantagens da utilizacdo de biomassa residual para
producdo de etanol de segunda geracdo. Dessa forma, pode consistir em uma alternativa tecnoldgica,
pois 0 bagaco de cana-de-agucar, principal material lignocelulésico em paises tropicais, possui enorme
potencial energético. O bagago da cana-de-actcar é um dos subprodutos da indUstria, assim como a
palha. O bagaco pode servir como matéria-prima na producdo de etanol ao ser submetido a hidrolise
acida ou enzimatica, nas quais as fracdes de celulose e hemicelulose sdo convertidas a hexoses e
pentoses que podem ser fermentadas a etanol. Ha dois principais processos para a produ¢do do etanol
lignocelulosico ou de segunda geragcdo. Em um deles, a celulose é submetida ao processo de hidrolise
enzimatica, utilizando-se enzimas denominadas celulases. H& ainda a hidrolise acida, feita com acido
cloridrico ou acido sulfarico concentrados ou diluidos. Ambos processos produzem um hidrolisado rico
em glicose que é entdo fermentado a etanol com a finalidade de melhorar o potencial dos hidrolisados
hemicelulésicos ricos em pentoses, para posterior utilizacdo em processos de conversdo. Varios
tratamentos tém sido utilizados para remover ou reduzir as concentragdes dos compostos tdxicos
presentes nos meios fermentativos, visando a superacdo do efeito negativo destes inibidores nos
hidrolisados. O conhecimento acerca de espécies de leveduras que fermentam pentoses ainda € limitado.
Quatro novas espécies de leveduras fermentadoras de D-xilose do clado Spathaspora sdo encontradas no
norte do Brasil. Estas espécies encontram-se descritas como Spathaspora brasiliensis, Spathaspora
suhii, Spathaspora roraimanensis, Spathaspora xylofermentans. Todas estas espécies sdo capazes de
fermentar D-xilose durante o crescimento aerébico, embora com diferentes eficiéncias. Dentre outras
espécies que fermentam D-xilose, pode-se citar: Pachysolen tannophilus, Scheffersomyces stipitis,
Scheffersomyces shehatae, Candida tenuis, Brettanomyces naardenensis e Scheffersomyces segobiensis.
As linhagens nativas da levedura Saccharomyces cerevisiae, organismo de escolha para a produgéo de
etanol em processos fermentativos, sdo incapazes de metabolizar a D-xilose oriunda da fracdo
hemiceluldsica. Visando avancar e tornar a producdo de etanol de segunda geracdo mais eficiente,
recomenda a incorporacao de técnicas da biologia molecular, a fim de dotar as linhagens de S. cerevisiae
utilizadas com a capacidade de fermentar também a D-xilose.
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Abstract

The techniques of alcohol production in antiquity, only restricted to natural or spontaneous fermentation
of some plant components such as sugars, began to expand from the development of the distillation
process. The development of technologies to produce ethanol from lignocellulosic materials is
promising due to several advantages of the use of residual biomass for second generation ethanol. Thus,
it can be a technological alternative, because the sugar cane bagasse, the main lignocellulosic material in
tropical countries, has enormous energy potential. The sugar cane bagasse is a byproduct of the sugar
industry, as well as straw. Bagasse can serve as feedstock for ethanol production, being subjected to acid
or enzymatic hydrolysis, in which the cellulose and hemicellulose fractions are converted to hexoses and
pentoses that can be fermented to ethanol. There are two main processes for producing lignocellulosic or
second generation. Ethanol first, the pulp is subjected to an enzymatic hydrolysis process, using
enzymes called cellulases. There is also the acid hydrolysis, taken with concentrated or diluted
hydrochloric or sulfuric acid. Both processes produce a hydrolyzate rich in glucose which is then
fermented to ethanol with a view to improving the potential of hemicellulose hydrolyzates, richin
pentoses, for use in a subsequent conversion processes. Various treatments have been used to remove or
reduce the concentrations of toxic compounds present in the fermentation media, aiming to overcome
the negative effect of these inhibitors in the hydrolyzates. The knowledge about yeast species which
ferment pentoses is limited. Four new species of D-xylose-fermenting yeasts from the clade Spathaspora
are found in northern Brazil. These species are described as Spathaspora brasiliensis, Spathaspora suhii,
Spathaspora roraimanensis, Spathaspora xylofermentans. All of these species are able to ferment D-
xylose during aerobic growth, albeit with different efficiencies. Among other D- xylose-fermenting
species are: Pachysolen tannophilus, Scheffersomyces stipitis, Scheffersomyces shehatae, Candida
tenuis, Brettanomyces naardenensis and Scheffersomyces segobiensis. Native strains of the yeast
Saccharomyces cerevisiae, the main organism used in the production of ethanol from fermentative
processes were unable to metabolize, D -xylose originating from the hemicellulose fraction. Aiming to
move forward and make the production of second generation ethanol more efficient, it’s recommended
the incorporation of molecular biology techniques in order to provide the S. cerevisiae strains used to be

able to ferment D -xylose.

Keywords: ethanol, pentose -fermenting yeast, sugar cane bagasse, enzymatic hydrolysis.



1 Introducéo

Os materiais lignoceluldsicos representam a fracdo mais expressiva da biomassa vegetal, a maior
fonte de compostos orgénicos da biosfera. S0 constituidos por trés fracGes principais que, juntas,
perfazem mais de 90% da massa seca total. Sdo elas: celulose, hemicelulose e lignina. (HAHN
HAGERDAL et al., 2006).

A celulose ¢é a base para a fabricagdo de papel. Extraida das arvores, as industrias também a
utilizam para a fabricacdo de certos tipos de plasticos, vernizes, filmes, seda artificial e diversos
produtos quimicos. Atualmente, a celulose também é considerada uma importante matéria-prima para a
obtencdo de etanol. A degradacéo da celulose produz celobiose e/ou glicose por meio de trés enzimas, as
endo-B-1,4-glucanases, as exo-PB-1,4-glucanases ¢ as [-glucosidases (celobiases). A conformacao
estrutural, bem como a estreita relagdo com lignina, hemicelulose, amido, proteinas e minerais faz com
que celulose seja altamente resistente a hidrolise. A decomposicao da celulose é feita principalmente por
bactérias, actinomicetos e fungos filamentosos (KLINKE et al., 2004). A conversdo de celulose a etanol
pela utilizacdo de um organismo capaz de degradar a celulose e fermentar o substrato de forma eficiente
é considerada uma importante contribuicdo para tornar o processo de producdo do etanol de segunda
geracdo viavel economicamente (DEN HAAN et al., 2007).

A utilizacdo de materiais lignocelulésicos em processos biotecnoldgicos exige na maioria das
vezes, etapas preliminares de preparacdo, mediante hidrélise quimica ou enzimatica, para liberacdo das
fracBes celuldsicas ou hemicelul6sicas, seja na forma de mono ou oligossacarideos (PALMQVIST &
HAHN-HAGERDAL, 2000). O alto teor de pentoses, particularmente D-xilose, na fracdo
hemiceluldsica desses materiais, aliada a sua maior facilidade de extracdo do complexo lignocelulésico,
tem atraido a atencdo de pesquisadores para a efetiva utilizacdo desta fragdo em processos de
bioconversdo. A utilizagdo dos hidrolisados hemicelulésicos como meios de cultivos para a
bioconversdo de D-xilose é dificultada pela presenca de compostos téxicos ao metabolismo das
leveduras fermentadoras, os quais sdo provenientes do processo de hidrélise acida da biomassa
lignocelulosica. Em fungéo das altas temperaturas e condi¢es acidas empregadas neste procedimento,
furfural, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), acidos alifaticos e compostos fendlicos sdo produzidos
atuando negativamente na fermentabilidade dos hidrolisados hemicelul6sicos, podendo afetar o
crescimento celular reduzindo assim a atividade enzimética das leveduras fermentadoras. As leveduras

Issatchenkia occidentalis e Issatchenkia orientalis sdo utilizadas para a hidrolise acida diluida e



destoxificacdo do hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar, visando estabelecer condi¢des adequadas ao
processo de bioconversdo da fracdo para a producdo de diversos bioprodutos (WINKELHAUSEN,
1998).

O etanol caracteriza-se por ser um composto organico (CH3;CH,OH), obtido por meio da
fermentacdo de amido e outros aglcares, como a sacarose existente na cana-de-agucar, nos agucares da
uva e cevada e também mediante processos sintéticos. E um liquido incolor, volatil, inflamavel, soltvel
em agua, com cheiro e sabor caracteristicos (ALVES et al., 1998). A producédo de etanol ¢ realizada a
partir da fermentacdo de mono ou dissacarideos assimilaveis por linhagens de Saccharomyces cerevisiae
que fermentam glicose, manose e frutose bem como os dissacarideos sacarose e maltose. Esta é a
espécie de levedura mais usada nas destilarias. A eficiéncia de fermentacdo hoje chega até 18% de
concentragdo de etanol nos processos industriais (FENGEL & WEGENER, 1989).

O etanol de segunda geragdo esta mobilizando um numero crescente de pesquisadores para o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para ampliar a produtividade do etanol de cana brasileiro. O alvo
é aproveitar o bagaco e a palha da cana-de-acucar, fontes de celulose, como matéria-prima para a
producdo de bioetanol (ARRUDA & FELIPE, 2009).

A utilizacdo de tecnologias que utilizam os materiais celuloliticos como matéria-prima (residuos
agroflorestais, madeira de florestas plantadas, residuo urbano) apresenta como vantagens o baixo custo,
fato de poderem ser produzidos nas mais variadas condi¢fes de solo e clima, impacto positivo na
conservacao do ambiente, além de diminuir a dependéncia dos combustiveis fosseis (LYND et al.,
2005).



2 Revisdo de literatura

2.1 Producéo de &lcool no Brasil

O Brasil € o maior produtor mundial de etanol derivado da cana-de-agUcar e 0 Unico pais do
mundo onde se integra totalmente a producdo de acgUcar e etanol na mesma planta, reduzindo os custos
de producdo de ambos os processos. Na safra de 2009/2010 foram produzidos 624.991 milhGes de
toneladas de cana-de-agUcar e 168,8 milhdes de toneladas de bagaco (CONAB, 2011), sendo que para
cada tonelada de cana, obtém-se aproximadamente 140 kg de bagaco seco, composto por 43% de
celulose, 25% de hemicelulose e 23% de lignina (RODRIGUES, 2007).

O processo da transformacdo dos residuos em bioetanol consiste na transformacéo da celulose
presente na biomassa em aclcares usados na fermentacdo alcoolica, por meio da acdo de enzimas. O
interesse brasileiro pelo etanol de celulose busca tornar ainda mais competitivo o etanol de cana,
ampliando sua producdo sem precisar aumentar na mesma propor¢édo a area plantada de cana-de-acUcar.
A cana-de-acUcar gera uma grande quantidade de fibras na forma de bagaco e palha e estudos apontam
que uma destilaria que produz hoje 1 milhdo de litros de etanol por dia a partir do caldo da cana poderia,
a partir com a tecnologia de hidrdlise, gerar um adicional de 150 mil litros de etanol do bagaco. Em
2025, com a técnica aperfeicoada, a mesma producdo poderia ter um acréscimo de 400 mil litros
provenientes do bagaco recuperado. A palha da cana é outra fonte potencial para a producédo de etanol, e
pode ser utilizada como fonte de celulose (KNAUF & MONIRUZZAMAN, 2004).

Os processos de pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos, podem ser térmicos, quimicos,
fisicos, biologicos ou uma combinacdo de todos esses, 0 que dependera do grau de separacao requerido e
do fim proposto (FERRAZ et al., 1994). No Brasil, usa-se como pré-tratamento a explosao a vapor, ja
conhecida e aplicada pelas usinas que utilizam o bagaco para fazer racdo para gado, processo nao téo
eficiente quanto o de oxidacdo. O pais escolheu o processo de explosdo a vapor para pré-tratamento
porque ele é dominado pelas usinas, o que em tese facilitaria a ado¢do mais imediata da tecnologia. Uma
técnica para produzir etanol do bagaco e da palha da cana-de-agUcar, podera aumentar a produtividade
das usinas em cerca de 37%.

A tecnologia do processo de producgéo do etanol de segunda geracdo visa utilizar o excesso de
bagaco para aumentar a producdo de alcool e, 0 mais importante, sem a necessidade de se expandir a

area plantada de cana-de-acucar. O descarte do bagaco da cana-de-acucar representa um desperdicio de



30% da energia que a cana-de-agucar pode gerar, sendo utilizado para produzir energia. A metodologia
do aproveitamento do bagaco da cana-de-acUcar na producdo do etanol vai permitir que as usinas de
acucar e alcool produzam o etanol também durante a entressafra, entre 0os meses de Novembro e Abril
(CAMARGO, 2007).

2.2 Bagaco de cana-de-agucar

O bagaco e a palha sdo subprodutos gerados por usinas e destilarias constituidos por celulose,
hemicelulose e pela lignina, um material estrutural da planta, associado a parede celular vegetal,
responsavel pela rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques aos tecidos vegetais. O bagaco de
cana-de-agUcar, para a maior parte dos paises tropicais, € um dos principais materiais lignocelul6sicos
que pode ser utilizado para a bioconversdo em etanol, uma vez que apresenta alta concentracdo de
carboidratos, baixo contetdo relativo de lignina, baixo custo de transporte e de armazenagem (PANDEY
& SOCCOL, 2000).

3 Etanol

O etanol é um dos produtos quimicos organicos mais antigos e produzidos no mundo, sendo que
atualmente a maior producdo ocorre em escala industrial (RATNAM et al., 2005). Além de ser uma
fonte de energia renovavel, apresenta outras vantagens, como a reducdo da dependéncia do petroleo
advinda do uso de combustiveis fdésseis e reducdo das alteracdes climéticas causadas pela poluicdo
(DEMIRBAS, 2005). Os métodos de producdo de etanol podem ser divididos em dois grandes grupos:
0s que utilizam vias sintéticas, tais como a hidratacdo do etileno, hidratacdo direta (reacdo do gas rico
em etileno com agua) e producéo a partir de acetileno, e os que se fundamentam em vias biotecnoldgicas

responsaveis por cerca de 90% do etanol produzido mundialmente (ZALDIVAR et al., 2001).
3.1 Fermentacao etanolica
A fermentacdo etandlica € um fendmeno bioquimico muito complexo que provoca a

transformacdo do aclcar em etanol, gas carbdnico, &cido succinico, acidos volateis e esteres
(LEHNINGER et al., 2000). Segundo Lehninger (2000), uma molécula de agucar metabolizada pelo



micro-organismo por meio do processo de fermentagdo, produz duas moléculas de ATP (adenosina
trifosfato) contra 38 moléculas no processo da respiracao.

O etanol produzido durante a fermentacdo é dependente da quantidade de agucares presentes no
meio. Em organismos metabolizadores de sacarose, como a levedura Saccharomyces cerevisiae, 0
processo se inicia por meio da atuacdo da exoenzima invertase, a qual, por meio da hidrolise, transforma
a sacarose presente na cana em glicose e frutose (monossacarideos estruturais). Esses monossacarideos
sdo transportados para o interior da célula da levedura, que em condi¢bes de anaerobiose realiza a
fermentacdo e em condigcOes de aerobiose utiliza estas fontes de carbono no processo de respiragéo
aerobica (AMORIM et al., 1996).

Ao trabalhar em condicBes adequadas de fermentacéo, 5% do acucar metabolizado pela levedura
é desviado para rotas metabolicas alternativas, ou seja, para gerar produtos secundarios, enquanto que
95% resultam em etanol. No entanto, nas indUstrias pode se verificar que de 8 a 15% do aglcar geram

produtos secundarios, devido a diversos fatores que afetam o processo (AMORIM & LEAO, 2005).

3.2 Conversao de biomassa a etanol

Residuos como aparas de madeira, bagaco de cana ou sabugo de milho sdo formados por celulose
e podem transformar-se em bioetanol quando submetidos a reacfes de hidrolise, um processo quimico
de quebra de moléculas. Uma grande vantagem dessa abordagem seria reduzir a competicdo entre
biocombustiveis e alimentos, produzindo, no caso do aproveitamento do bagaco, mais etanol por area
plantada. Outra vantagem é o barateamento da producéo do etanol (CAMARGO, 2007).

A biomassa vegetal (bagaco de cana e madeira em decomposicdo) apresenta um grande potencial
para producdo de alcool combustivel. Entretanto, a maioria dos agucares presentes geralmente encontra-
se na forma de polimeros estruturais ou reservas de carbono que precisam ser hidrolisadas até unidades
oligossacaridicas menores ou 0s monossacarideos constituintes para poderem ser fermentados. Além
disso, a producéo de etanol a partir de outras fontes de carbono originadas de hidrolisados de plantas,
como D-xilose e L-arabinose, por exemplo, requer mudancas nas vias metabdlicas de Saccharomyces
cerevisiae, uma vez que estes acucares ndo sdo prontamente fermentados pelas linhagens de S.
cerevisiae utilizadas nas destilarias de alcool (Van MARIS et al., 2006).

Utilizando-se o bagaco e a palha como matéria-prima, e tecnologias apropriadas de conversdo, a

producdo de etanol poderd aumentar entre 50 e 100% por hectare de cana plantada. Assim, o Brasil



poderia produzir de 200 a 300 bilhGes de litros de etanol por ano, de forma sustentavel e mais barato do
que qualquer outra fonte energética (CAMARGO, 2005). Os beneficios da tecnologia de transformacao
da biomassa em etanol estdo relacionados a seguranca do suprimento energético, reducdo em emissées
de gas que causam o efeito estufa, uso de recursos renovaveis, fundagdo de inddstrias de processos
quimicos, beneficios macroeconémicos para comunidades rurais e a sociedade como um todo (KNAUF
& MONIRUZZAMAN, 2004). Apesar de todas essas vantagens, a comercializacdo e a aplicacao
difundida da utilizacdo da biomassa lignocelulésica ocorre lentamente (CARRASCO, 1992).

Os materiais lignocelulésicos apresentam grande potencial para producdo do etanol por meio de
hidrolise quimica ou enzimatica seguida por fermentacdo, com a vantagem de estarem disponiveis em
todo o territorio nacional durante o ano todo. Diversas espécies de levedura tém a capacidade de gerar
alcool etilico a partir de fontes de carbono. Para a qualidade e eficiéncia do processo sdo importantes
que, durante a fermentacdo, sejam usadas linhagens Unicas e com grande capacidade fermentativa
(VASQUEZ, 2007).

Existem vérias maneiras de converter o material celulosico a etanol. Uma delas é a converséao
direta (DMC - Direct Microbial Conversion) onde todos os estagios da producdo sdo interconectados
pela sintese de celulase, a hidrélise enzimatica e a fermentagdo. Este método se baseia na utilizacdo de
culturas de micro-organismos que metabolizam celulose a etanol (SZCZODRAK & FIEDUREK, 1996).
A sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF- Simultaneous Saccharification and Fermentation) é
um processo que combina a hidrolise enzimatica e fermentacdo em um sé reator, evitando a inibicdo da
celulase pela glicose resultante da hidrolise. Entretanto, este processo ndo evita a inibi¢do causada pela
celobiose, ja que as leveduras industriais que fermentam glicose ndo conseguem fermentar celobiose.
Apesar destas vantagens, a SSF tem alguns pontos negativos, entre eles as diferentes temperaturas
Otimas para hidrolise (45-50°C) e fermentacdo (28-35°C) e a inibicdo dos micro-organismos
fermentativos e da celulase pelo etanol e por substancias toxicas vindas do pré-tratamento do material
lignocelulésico (SZCZODRAK & FIEDUREK, 1996). Neste caso, 0 uso de pré-tratamento bioldgico
poderia melhorar o rendimento, ja que minimiza a presenca de substancias toxicas (KELLER et al.,
2003). A abordagem que tem mostrado maior flexibilidade para controle das condi¢es operacionais é a
sacarificacdo seguida de fermentacdo, na qual os processos de hidrdlise e fermentacdo ocorrem
separadamente. No entanto, como os produtos da hidrolise enzimatica inibem as enzimas, ha limitacéo
da taxa de sacarificacdo, levando a baixos rendimentos em etanol (SZCZODRAK & FIEDUREK, 1996).



Embora a taxa de hidrolise e a composicdo dos acucares resultantes dependam do método de pré-
tratamento/hidrolise e das circunstancias empregadas, 0s constituintes principais dos hidrolisados séo a
glicose e xilose liberados da celulose e hemicelulose, respectivamente. A glicose obtida da hidrolise da
celulose pode facilmente ser fermentada por micro-organismos tais como a levedura Saccharomyces
cerevisiae como ¢ feito atualmente. Entretanto, na hidrdlise da fracdo hemiceluldsica sdo geradas
pentoses, aclcares dificilmente fermentados. Consequentemente, as tecnologias de fermentacdo que
utilizam as pentoses necessitam ser bem desenvolvidas para alcancar a eficiéncia total do processo da
conversdo (LEE, 1997). Micro-organismos fermentadores que metabolizam as pentoses vém sendo
isolados e modificados geneticamente, mas o rendimento em etanol ainda ndo é suficiente para tornar o

processo economicamente atrativo (KURTZMAN, 2006).

4 Producéo de etanol de primeira geracao

Apesar da producdo de etanol a partir da sacarose presente na cana-de-agucar ser um processo
bem estabelecido atualmente, com 0s menores custos e maior produtividade do mundo, ainda ha espaco
para crescimento e reducdo de custos. A producdo do etanol de cana-de-acUcar demanda menos de 1%
das terras cultivaveis do pais, podendo facilmente ser expandida sem representar competicdo com a
producéo de alimentos (UNICA, 2011).

Existem ainda diversas possibilidades de investimento em pesquisa, desenvolvimento e inovacéo
que visem o aperfeicoamento do processo de producdo de etanol a partir do caldo da cana, elevando-se o
rendimento e reduzindo-se os custos. Sdo exemplos de possiveis estudos de otimizacdo da producdo de
etanol de primeira geracdo: 1) aplicacdo de melhores praticas agronémicas; 2) desenvolvimento de
melhores variedades para novas areas e de cultivares mais produtivas e resistentes; 3) selecdo de
linhagens e melhoria das caracteristicas de micro-organismos que garantam alta eficiéncia fermentativa;
4) maior eficiéncia de conversdo e resisténcia ao alcool (PACHECO, 2010).

Segundo Andrietta e colaboradores (2008), o emprego dessa nova tecnologia representard uma
economia entre R$ 0,02 e R$ 0,03 por litro de etanol produzido, o que é muito significativo para as
usinas. A eliminagdo dos estagios de centrifugacdo e reciclo representa uma economia de 16% nos
custos de processamento e de 10% para os custos de instalacdo. A utilizacdo de leveduras floculantes em
reatores de leito fixo, operando nas condi¢bes otimizadas, fornece uma produtividade de

aproximadamente 15 Qewno/L.h, enquanto uma fermentacdo continua convencional, usual de um



processo industrial, em que se utilizam separadoras centrifugas, reatores de mistura e células de
leveduras ndo floculantes, geralmente opera com produtividade de aproximadamente 8 Qetanol/L.h quando

0 melago é utilizado como matéria-prima.
5 Producéo de etanol de segunda geracao

Tanto para a producdo de etanol de primeira geracdo, a partir de cana-de-agucar, quanto de
segunda geracdo, a partir de biomassa de composi¢do lignocelulésica, a via fermentativa € a via mais
importante para a obtencao destas fontes de energia. Um dos fatores que torna a producéo de etanol por
fermentacdo a forma mais econdmica para sua obtencdo, é o grande nimero de matérias-primas naturais
e residuais existentes em todo pais (PEREIRA JR. et al., 2008).

O micro-organismo que mais se emprega na fermentacdo alcodlica é a levedura S. cerevisiae,
devido a sua capacidade de assimilar facilmente a glicose da cana ou da celulose de biomassas residuais
(SANCHEZ & CARDONA, 2008). Dentre as bactérias, a mais promissora € a Zymomonas mobilis, que
tem elevada eficiéncia energética resultando em um elevado rendimento de etanol (maior que 90%).
Uma das desvantagens do uso desta bactéria na fermentagdo do caldo de cana e de outros meios com
sacarose é a formacdo de polissacarideos, que aumentam a viscosidade do meio de fermentacdo, e de
sorbitol, um produto da reducdo da frutose que diminui a eficiéncia da conversdo de sacarose a etanol
(LEE & HUANG, 2000).

A fermentacdo alcodlica inicia-se com a glicolise, também chamada de via Embden-Meyerhof,
na qual ocorre a oxidacdo da glicose em dois acidos piravicos em duas etapas, podendo ocorrer na
presenca de oxigénio ou ndo. Na primeira etapa, duas moléculas de ATP sdo utilizadas enquanto uma
molécula de glicose é fosforilada, reestruturada e quebrada em dois compostos de trés carbonos:
gliceraldeido 3-fosfato (GP) e diidroxiacetona fosfato (DHAP), que é imediatamente convertida em GP.

Na segunda etapa, as duas moléculas de GP sdo oxidadas, em varias etapas, em duas moléculas de &cido

N
piravico. Nessas reagdes, duas moléculas de NAD sdo reduzidas a NADH e quatro moléculas de ATP
sdo formadas pela fosforilagdo em nivel de substrato, com saldo final positivo de duas moléculas de
ATP para cada molécula de glicose que € oxidada. Apdés a glicolise, as duas moléculas de acido piravico

sdo convertidas em duas moléculas de acetaldeido e duas moléculas de COZ. As moléculas de



acetaldeido séo entdo reduzidas utilizando-se duas moléculas de NADH para formar duas moléculas de
etanol, o produto final da fermentacdo (TORTORA et al., 2005).

Juntamente com o etanol e o CO,, o metabolismo anaerdbico leva também a formagéo e excregdo

de glicerol, acidos organicos (succinico, acético e piravico), alcoois superiores, acetaldeido, acetoina,
butilenoglicol e outros componentes em menor quantidade. Estima-se que 5% do aclcar metabolizado
pela levedura sejam desviados para gerar tais produtos secundarios da fermentacéo, resultando em um
rendimento de 95% em etanol. Entretanto, em condi¢fes industriais, nas quais fatores quimicos (pH,
oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos e inibidores), fisicos (temperatura, pressdao osmotica) e
microbiologicos (espécie, linhagem e concentracdo do micro-organismo, contaminagdo bacteriana)

afetam a levedura, rendimentos de 90% normalmente s&o obtidos (GUTIERREZ et al., 1991).
5.1 Estratégias para a producao de etanol de segunda geracéo

Com o intuito de aproveitar ambas as fracbes polissacaridicas (celulose e hemicelulose) das
biomassas residuais de composi¢cdo lignoceluldsica para a producdo de etanol de segunda geracéo,
algumas estratégias sdo empregadas. A Hidrolise e Fermentacdo em Separado (Separated Hydrolysis
and Fermentation — SHF) - é a concepcdo na qual a hidrélise da celulose, ap6s o pré-tratamento da
biomassa para a hidrélise e solubilizacdo da hemicelulose, ocorre em um estagio separado da
fermentacdo, bem como a producdo de celulases que sdo utilizadas na hidrolise da celulose. Neste tipo
de estratégia os acUcares provenientes da hemicelulose apds o pré-tratamento podem ser convertidos a
etanol em um fermentador separado, sendo o solido remanescente, denominado celulignina,
encaminhado para a hidrolise da celulose (PEREIRA JR. et al., 2008). A principal vantagem dessa
estratégia € permitir que a hidrdlise e a fermentacdo possam ser conduzidas nas condi¢es Otimas.
Geralmente, a temperatura 6tima para as celulases esta entre 45°C e 50°C, dependendo do micro-
organismo produtor. E a temperatura 6tima para a maior parte dos micro-organismos produtores de
etanol estd entre 30°C e 37°C (OLSSON et al., 2006). Por outro lado, a principal desvantagem €é a
inibicdo do complexo celulolitico pelos agucares liberados na hidrélise, principalmente celobiose e
glicose que se acumulam no meio, conferindo uma hidrélise incompleta da celulose e rendimentos nao
muito elevados (WINGREN et al., 2005). Segundo Taherzadeh e Karimi (2007), outra desvantagem do
SHF € a possibilidade de contaminacdo. Como o tempo envolvido na etapa de hidrolise é muito longo, a

solucdo de glicidios torna-se uma fonte disponivel para os micro-organismos indesejados. Além disso,
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as proprias enzimas podem constituir uma fonte potencial de contaminacdo. Em escala industrial, seria
muito dificil esterilizar as celulases, ja que isso deveria ser feito por filtracdo, pois a autoclavacdo

inativaria as enzimas.

A Sacarificacdo e Co-fermentagdo Simultdneas (Simultaneous Saccharification and
Cofermentation — SSCF) - outro modo de operacdo, no qual a co-fermentacéo se refere a fermentacdo de
ambos o0s aclcares, pentoses e hexoses, que ocorre N0 mesmo reator, juntamente com a sacarificacdo da
celulose. A hidrolise da hemicelulose e a producdo de celulases ocorrem separadamente (TEIXEIRA et
al., 2000). No reator do SSF, somente as hexoses séo convertidas a etanol e as pentoses séo fermentadas
em outro reator, por um organismo diferente. J& no processo de SSCF, tanto as hexoses quanto as
pentoses sdo fermentadas por um Unico micro-organismo em um mesmo reator (HAMELINCK et al.,
2005). Para isso, é necessaria a aplicacdo da engenharia genética para desenvolver um micro-organismo
que fermente ambos os agucares (LAWFORD & ROUSSEAU, 1998).

No processo denominado Bioprocesso Consolidado (Consolidated Bioprocess — CBP) - tanto a
producdo de enzimas quanto a de etanol, produzido a partir dos acucares da hemicelulose e celulose, sdo
conduzidas em um Unico reator e realizado pelo mesmo micro-organismo (TAHERZADEH & KARIMI,
2007). Duas estratégias podem ser seguidas para a obtencdo de organismos para 0 Bioprocesso
Consolidado. A primeira estratégia envolve a modificacdo de micro-organismos naturalmente
produtores de etanol, a fim de torna-los produtores eficientes também de celulases e/ou Xxilanases, se a
hidrélise da hemicelulose também for enzimatica. A segunda estratégia segue o caminho oposto, ou seja,
modificar excelentes produtores de celulases com a finalidade de transforméa-los também em eficientes
produtores de etanol (LYND et al.,, 2005). De acordo com Lynd (2002), todavia, ndo existem
organismos ou consércios de micro-organismos capazes de produzir celulases nos niveis desejados e
também produzir etanol com elevada produtividade e elevadas concentragdes, embora varios organismos
ja combinem ambas as funges.

Fujita e colaboradores (2004) desenvolveram uma linhagem de S. cerevisiae em cuja superficie
celular foram expressos trés tipos de enzimas celuloliticas, obtendo um rendimento de 0,45 gg™* (gramas
de etanol por grama de carboidrato consumido), o que corresponde a 88,5% do rendimento tedrico.
Outro trabalho similar a este foi publicado por Den Haan e colaboradores (2007), demonstrando a
possibilidade de se desenvolver linhagens de leveduras capazes de crescer e de converter celulose em
etanol em uma unica etapa. O CBP parece ser uma abordagem alternativa com visivel potencial e o

ponto final na evolucéo da producéo de etanol de segunda geracdo a partir de materiais lignocelulésicos.
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A aplicacdo do CBP ndo vincula custos de operacdo ou investimento de capital para a compra de
enzimas ou sua producdo, apresentando assim vantagens em relacdo ao custo de producdo do etanol
(LYND et al., 2005).

Independentemente da rota tecnoldgica, € importante notar a relevancia que o custo da biomassa
tem sobre o custo final do etanol. Em geral, nas estimativas realizadas para os paises do hemisfério
norte, o custo da biomassa representa cerca de 40% do custo do etanol, e grande parte das reducdes do
custo do bioetanol para o futuro se baseia na redugdo do custo da biomassa. Evidentemente, isso cria
grandes expectativas quando se considera algumas regides do planeta, para as quais existem opcoes de
biomassa com custos bem mais baixos, como por exemplo, a cana-de-acUcar no Brasil, ou de residuos

agroflorestais, como os da industria de celulose (BNDES, 2008).

6 Biomassa lignocelul6sica

A biomassa lignoceluldsica é composta de celulose (40-55%), hemicelulose (25-50%) e lignina
(10-40%), além de outros componentes em menor quantidade. As hemiceluloses sdo encontradas no
bagaco da cana-de-aglcar na propor¢do de 25 a 27% e quando sofrem hidrdlise &cida podem ser
despolimerizadas em xilose, arabinose, acido urénico e furfural (PATURAU, 1989). As hemiceluloses
ou polioses estdo intimamente associadas a celulose e sdo compostas por diferentes unidades de agucares
formando cadeias ramificadas (FENGEL & WEGENER, 1989). Estas diferentes unidades de acucares
sdo compostas por glicose, manose e galactose (hexoses) além da xilose e arabinose (pentoses), podendo
ainda apresentar quantidades variaveis de acidos urénicos e desoxi-hexoses (CANETTIERE, 2004). O
principal aclcar encontrado nas hemiceluloses do bagaco é a xilose. As concentracdes, apos hidrdlise,
para xilose, glicose e arabinose podem equivaler a, respectivamente, 20g/L, 4g/L e 1g/L (MORAES,
2008).

Para que a biomassa possa ser utilizada como matéria-prima para processos quimicos e
bioldgicos, ela precisa ser submetida a um pré-tratamento capaz de desorganizar o recalcitrante
complexo lignocelulosico. A lignina € um grande obstaculo nesse processo e sua degradacdo libera
substancias que inibem a fermentacdo. A lignina é a segunda macromolécula organica mais abundante
dentre os materiais lignoceluldsicos, representando 20 a 30% da massa total. E uma substancia
incorporada durante o crescimento vegetal, sendo composta basicamente de unidades fenilpropano que

formam uma macromolécula tridimensional e amorfa. (DEN HAAN et al., 2007).
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6.1 Celulose

A celulose (23% - 50% da matéria seca da biomassa lignocelulésica) € um polimero linear que
contém até 15.000 unidades de B-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas -1,4 carbono-carbono e por
ligacGes de hidrogénio intramoleculares (ligacGes entre unidades de glicose da mesma molécula) e
intermoleculares (entre unidades de glicose de moléculas adjacentes) (ARANTES & SADDLER, 2010).
As ligacOes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez e as ligacBes intramoleculares s&o
responsaveis pela formacdo de fibrilas, estruturas altamente ordenadas que se associam formando as
fibras de celulose. As fibrilas apresentam desde regides com elevado grau de cristalinidade, nas quais as
cadeias de glicana estdo firmemente ligadas em paralelo, até regibes com menor grau de ordenacao,
chamadas de regides amorfas. Na regido cristalina, as fibras tém maior resisténcia a tragdo, ao
alongamento e a solvatacdo (absorcdo de solvente) que na regido amorfa, na qual a fibra possui sua
maior flexibilidade (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

O indice de cristalinidade e o grau de polimerizacdo sdo propriedades importantes para a
classificacdo dos polimeros celulésicos. O grau de polimerizacdo informa a frequéncia relativa de
ligacBes glicosidicas internas e terminais, disponiveis para atuagéo de celulases. Pode ser definido com
base no numero médio de mondmeros e no peso médio do polimero, assim como inferido a partir de sua
viscosidade. Ja o indice de cristalinidade esta associado a reatividade do substrato e pode ser
quantificado pelo método de difracdo de raios X (D"ALMEIDA, 1988). Estas caracteristicas, juntamente
com o envoltério de lignina, conferem a celulose uma grande resisténcia a hidrélise, o que representa um
desafio para a utilizacdo dos materiais lignoceluldsicos em aplicacdes biotecnoldgicas, como a producao
de etanol de segunda geracdo (ARANTES & SADDLER, 2010).

6.2 Hemicelulose

A fracdo hemicelultsica (15% - 45% do material lignocelul6sico seco) consiste em cadeias
ramificadas de agUcares, cujas unidades incluem principalmente aldopentoses, como Xxilose e arabinose,
e aldohexoses, como glicose, manose e galactose. Esta macromolécula contém ainda &cidos
hexurdnicos, como os acidos B-D-glucurénico, D-4-O-metilglucurénico ¢ -D-galacturanico, e deoxi-

hexoses. A variedade de ligacOes e de ramificagdes, assim como a presenca de diferentes unidades
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monomeéricas, contribui para a complexidade da estrutura hemiceluldsica e suas diferentes conformacdes
(KOOTSTRA et al., 2009).

Diferentemente da celulose, a hemicelulose apresenta baixa massa molecular (100-200 unidades
glicosidicas) e ndo contém regides cristalinas, sendo, portanto, mais suscetivel a hidrolise quimica sob
condi¢cdes mais brandas. Porém, a fermentacdo dos agucares de cinco carbonos (pentoses) ainda nédo é
tdo desenvolvida quanto os processos envolvendo a fermentacdo de hexoses, como a glicose (SUN &
CHENG, 2005).

6.3 Lignina

A estrutura bioquimica da fracao lignina (10% - 30%) ndo esta relacionada a moléculas simples
de acucar, ndo sendo utilizada, portanto, para a producdo de etanol por rotas fermentativas. Essa fragéo,
no entanto, desempenha um papel fundamental para o sucesso da tecnologia de hidrdélise, uma vez que
dificulta o acesso a celulose. A estrutura da lignina apresenta forma tridimensional e é formada por
unidades de p-propilfenol, com substituintes metoxila no anel aromatico, unidas por ligac@es do tipo éter
e que estabelecem ligacdes cruzadas entre si. Esta macromolécula é formada pela polimerizacao de trés
diferentes mondmeros: alcool cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (PEREIRA JR. et al.,
2008).

A lignina representa o maior dep0sito de estruturas quimicas aromaticas, constituindo-se em uma
fonte potencial de valiosos insumos para a industria quimica. Apesar de ser possivel produzir diversos
produtos com base na lignina, atualmente o foco dos estudos tem sido voltado para 0 uso desse material
como fonte de energia, 0 que garantiria a autossuficiéncia e, eventualmente, até a possibilidade de

exportar alguma energia elétrica excedente (D> ALMEIDA, 1988).

7 Pré-tratamentos

A conversdao da maioria dos materiais lignocelulosicos a alcool a partir da celulose requer pré-
tratamento antes da hidrdlise deste polissacarideo ser realizada. O objetivo do pré-tratamento é remover
a hemicelulose e a lignina, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais.
Além disso, deve evitar a degradacdo ou perda de carboidratos e a formagdo de bioprodutos que possam

inibir os micro-organismos fermentadores. Existem diversos tipos de pré-tratamentos, com diferentes
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rendimentos e efeitos distintos sobre a biomassa e consequente impacto nas etapas subsequentes. Dentre
0s varios métodos de pré-tratamento, 0s mais comumente utilizados sdo pirolise, explosdo a vapor,

explosdo da fibra com amoénia, explosdo de COZ, ozondlise, hidrdlise &cida, hidrolise alcalina,

deslignificacdo oxidativa e solventes organicos (organosolv) (SUN & CHENG, 2005).

Para McMillan e colaboradores (1999), os pré-tratamentos dos materiais lignocelulésicos para
producdo de alcool, que podem ser metodos fisicos, fisico-quimicos e bioldgicos, devem seguir 0s
seguintes requerimentos: 1) promover a formagdo de agucares ou dar condi¢cdes para sua formacao por
hidrélise enzimatica apds o pré-tratamento; 2) evitar a degradacdo ou perda do teor de carboidratos; 3)
evitar a formacdo de bioprodutos inibidores do processo de hidrélise enzimatica e fermentacédo; 4) ser

economicamente viavel.

8 Hidrodlise enzimatica da biomassa vegetal

As celulases sdo enzimas envolvidas na hidrdlise enzimatica de biomassas de origem vegetal,
que desempenham uma fungdo de grande importancia biotecnoldgica. Trata-se da hidrélise da biomassa
vegetal presente em residuos lignocelul6sicos da agricultura, com a finalidade de se obter xaropes de
acucares fermentesciveis (TEIXEIRA et al., 2000). Os trés maiores grupos de celulases que estdo
envolvidas no processo de hidrolise séo: endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidase (SUN &
CHENG, 2002).

As endoglucanases agem de forma aleatéria, clivando ligagBes beta dentro da molécula da
celulose, as celobiohidrolases (exoglucanases) removem as unidades de celobiose a partir das
extremidades redutoras da cadeia da celulose e a B-glicosidase quebra a celobiose em duas unidades de
glicose (LIMA et al., 2005).

De acordo com Sun e Cheng (2002), a conversdo de compostos lignocelulésicos a etanol €
dividida em dois principais processos, a hidrolise da celulose para produzir aglcares simples e a
fermentacdo destes por via microbioldgica. A hidrolise é usualmente catalisada pelas enzimas celulases,
e a fermentacdo realizada por leveduras e bactérias. Os fatores que afetam a hidrdlise da celulose
incluem a porosidade (&rea de superficie acessivel) do material lignoceluldsico, cristalinidade da fibra de
celulose, e o conteddo de hemicelulose. O contetdo de hemicelulose e lignina dificulta o acesso da
celulase a celulose, diminuindo a eficiéncia da hidrolise, efeito tal que pode ser minimizado pela
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remocdo destes componentes, pela reducdo da cristalinidade e pelo aumento da porosidade em processos

de pré-tratamentos do material do qual se quer obter etanol (McMILLAN et al., 1999).

8.1 Obtencao de agucares a partir da hidrolise do bagaco de cana-de-agucar

A obtencdo de acucares a partir de materiais celulosicos pode ocorrer por meio dos processos de
hidrélise acida e enzimética. Ambos 0s processos precisam de um pré-tratamento para remocdo da
lignina e, em alguns casos, separacao da hemicelulose. (MACEDO & NOGUEIRA, 2005).

Segundo Rodrigues (2007), a hidrolise acida é eficiente, com até 90% de recuperacdo de
acucares fermentesciveis, podendo gerar alguns produtos inibidores da fermentacdo (compostos
fendlicos, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural), assim como a degradacdo dos acucares. A
hidrélise enzimética, de acordo com Bastos (2007), € um processo que apresenta especificidade da
reacao, auséncia de reacOes secundarias, auséncia de formacdo de produtos secundarios (inibidores da
fermentacdo alcoolica) e reacdo em condi¢bes que ndo requerem altas pressbes e temperaturas, ou
ambientes corrosivos para 0s equipamentos. Entretanto, segundo Canettiere (2004), a cristalinidade da
celulose, a protegédo da lignina e as configurac6es espaciais do complexo celulose-hemicelulose-lignina
tornam esse tipo de hidrélise um processo lento, pouco econdmico e menos eficiente.

Durante a hidrélise sdo gerados dois tipos de aclcares, as pentoses e as hexoses. As pentoses sao
provenientes da hidrélise da fracdo hemicelulose, e as hexoses sdo geradas na degradacdo de parte das
hemiceluloses e celulose. O xarope obtido apds a hidrélise da celulose é usado para a fermentacdo
etanolica, utilizando-se a levedura S. cerevisiae que converte hexoses em etanol (RABELO, 2007). De
acordo com Chandel e colaboradores (2007), Scheffersomyces stipitis, Scheffersomyces shehatae,
Pachysolen tannophilus e Spathaspora passalidarum séo os micro-organismos capazes de fermentar nao
S0 as hexoses (agluicares compostos por seis carbonos), mas também as pentoses (agucares compostos por

cinco carbonos).
8.2 Compostos inibidores da fermentagéo
No bagaco h& vérias substancias quimicas como terpenos/terpendides, gorduras/ceras, Varios

tipos de compostos fendlicos, assim como proteinas e cinzas, os quais podem ser extraidos usando

solventes polares e apolares. Estes componentes variam em cada espécie de material lignoceluldsico,
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representando aproximadamente 5-20%. A presenca desses compostos pode levar a uma inibi¢do do
processo fermentativo, uma vez que esses podem ser toxicos as leveduras (FENGEL & WEGENER,
1989).

Devido as condigdes empregadas nos pré-tratamentos térmicos e quimicos é originada uma série
de compostos que podem atuar como inibidores potenciais tanto da hidrolise enzimatica, quanto da
fermentacdo. Os tipos de compostos tdxicos e suas concentracbes em hidrolisados lignocelulésicos
dependem tanto da matéria-prima, quanto das condi¢des operacionais empregadas no pré-tratamento. Os
produtos de degradacdo, que séo potenciais inibidores da fermentagdo se agrupam em trés categorias:
derivados furanicos (furfural e 5-hidroximetilfurfural - HMF), acidos organicos fracos (como acido
acetico) e derivados fendlicos (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Segundo Chandel e colaboradores (2007) ao analisar os custos do processo de hidrolise, devem
ser levados em consideragdo os compostos que inibem o crescimento dos micro-organismos, formados
pela hidrolise do material em questdo. Durante o processo de hidrolise acida, pode ocorrer a formacao de
alguns subprodutos que interferem negativamente no processo de fermentacéo, tais como acido acético,
que é formado pela hidrdlise do grupo acetil presente na hemicelulose. Acidos férmicos e levulinicos,
produtos da degradacdo de acucares, compostos fendlicos formados principalmente pela degradacdo
parcial da lignina e furaldeidos ou aldeidos furanos, principalmente furfural e 5-hidroximetilfurfural, sdo
formados pela degradacéo de pentoses e hexoses, respectivamente (MARTIN et al., 2007).

De acordo com Martin e Jonsson (2003), a maioria das leveduras, inclusive as linhagens
industriais é suscetivel a varios compostos inibidores derivados da hidrélise acida e especialmente
suscetivel a presenca de maltiplos inibidores.

Conforme Narendranath e colaboradores (2001), a presenca de &cidos organicos no meio
fermentativo resulta em um aumento no consumo de ATP pela levedura. Nessas condicGes, parte do
ATP que seria utilizado para crescimento ou fermentacdo € desviado para manutencdo de seu pH
interno. Os compostos fendlicos podem inibir a bioconversdo, inibindo a atividade enzimatica,
destruindo a integridade da membrana e afetando as suas propriedades, como a barreira seletiva
(HEIPIEPER et al., 1994). Os furanos (furfural e 5-hidroximetilfurfural) sdo compostos que afetam os
micro-organismos, pois reduzem suas atividades enzimaticas e biologicas, desintegram o DNA e inibem
a sintese de RNA e proteinas (MODING et al., 2002).

Chandel e colaboradores (2007) ao realizar a hidrélise do baga¢o a 140°C por 30 min com

diferentes concentrac6es do acido cloridrico (0,5; 1,5; 2,5 e 3,5%), verificaram que na concentracdo de
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2,5% foi quantificada a maior producdo de acUcares totais (30,2g/L), xilose (21,5¢/L), arabinose
(2,99/L), e glicose (5,8g/L). No entanto, foi com esta concentracdo de &cido que ocorreu a maior
producdo de compostos inibidores da fermentacdo como furanos (1,8g/L), compostos fendlicos (2,7g/L)
e acido acético (5,4g/L).

9 Leveduras metabolizadoras de xilose

Para a producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos, o micro-organismo ideal deve
ser capaz de metabolizar pentoses e hexoses (CHENG et al., 2008). A levedura S. cerevisiae, mais
utilizada na fermentacdo alcodlica, é capaz de fermentar apenas hexoses em etanol. Sua inabilidade em
fermentar xilose pode ser contornada por meio de artificios tais como o uso de xilose isomerase exdgena
(WALKER, 1998).

Segundo Hahn-Hargerdal e colaboradores (1994), o conhecimento a respeito de espécies que
fermentam pentoses ainda € limitado. Dentre as principais espécies que fermentam Xilose, pode-se citar
Pachysolen tannophilus, Scheffersomyces stipitis e Scheffersomyces shehatae. Segundo Chandel e
colaboradores (2007), Kluyveromyces marxianus, segundo Margaritis e Bajpai (1982) Candida
guilliermondii, segundo Felipe (1995) Candida tenuis, Brettanomyces naardenensis e Scheffersomyces
segobiensis. De acordo com Walker (1998), existem alguns desafios na fermentacdo industrial de
pentoses a etanol, tais como a baixa toleréncia ao etanol por leveduras fermentadoras de pentose.
Também, a presenca de glicose nos hidrolisados hemicelul6sicos pode atuar como repressora dos genes
responsaveis pela utilizacdo da xilose.

Leveduras do clado Spathaspora sdo encontradas no norte do Brasil. Estas espécies encontram-se
descritas como Spathaspora brasiliensis, Spathaspora suhii, Spathaspora roraimanensis, Spathaspora
xylofermentans e Spathaspora arborariae. Todas estas espécies sdo capazes de fermentar D-xilose

durante o crescimento aer6bico, embora com diferentes eficiéncias (CADETE et al., 2013).
9.1 Metabolismo de xilose em leveduras
A utilizacdo de xilose por leveduras é possivel gracas a capacidade que alguns destes micro-

organismos apresentam de metabolizar esta pentose (McMILAN, 1993). A xilose passa por duas reacoes

de oxi-reducdo: na primeira, € convertida a xilitol e em seguida a xilulose na segunda reacdo, a qual
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sofre uma fosforilacdo a xilulose 5-fosfato. A conversdo da xilose a xilitol é feita pela enzima xilose
redutase (XR), que € a primeira enzima desta via metabdlica, sendo esta reacao dependente da coenzima
NADH ou NADPH (JEFFRIES, 1983). O xilitol formado pode entdo ser excretado ao meio ou ser
oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase, com a participagdo de NAD" como coenzima
(SLININGER et al., 1987).

A xilulose produzida é fosforilada pela enzima xilulose quinase, formando xilulose 5-fosfato, que
é metabolizada na via das fosfopentoses (WEEB & LEE, 1990). Os metabolitos resultantes da via das
fosfopentoses, frutose-6P e gliceraldeido-3P, sdo metabolizados na glicolise (via Embden Meyerhof
Parnas — EMP) sendo levados a piruvato, o qual pode ser oxidado pelo ciclo dos &cidos tricarboxilicos,
recuperando as coenzimas por meio da cadeia respiratoria, ou ser fermentado a etanol, pela acdo das
enzimas piruvato descarboxilase e etanol desidrogenase, sendo, neste processo, reoxidado o NADH
resultante da oxidacdo de gliceraldeido-3P. O numero reduzido de leveduras que conseguem converter
xilose a etanol é devido ao elevado requerimento de oxigénio por estes micro-organismos para gque isso

ocorra, o0 que € inviavel em um processo fermentativo industrial. (ALVES, 1994).

10 Desafios para a implementacéo da tecnologia do etanol de 22 geragdo

Para a utilizacdo de celulose, para a producdo de etanol em larga escala, em um nivel
economicamente competitivo, importantes gargalos precisam ser sanados e esforcos de pesquisa Sdo
necessarios, para que se alcance: 1) desenvolvimento de tecnologias mais eficientes para a biomassa
lignocelulésica no que diz respeito ao pré-tratamento, por exemplo, a aplicacdo de novos sistemas de
engenharia de enzimas para a hidrdlise da celulose; 2) desenvolvimento e producdo de micro-
organismos capazes de metabolizar os agucares pentoses e hexoses, de forma simultanea, de maneira
que resistam ao estresse imposto pelo processo de inibidores; 3) encontrar e possibilitar que micro-
organismos geneticamente modificados se mantenham estaveis, em operacGes de fermentacdo em escala
comercial; 4) proporcionar condi¢des de viabilidade econdmica (MARGEOT et al., 2009).

Os desafios atuais estdo focados em promover a recuperacdo eficaz de agUcares, através da
hidrolise de fragdes de celulose e hemicelulose da biomassa, assim como uma melhor fermentacdo do
acicar (MACEDO, 2005). Na tecnologia de producdo do etanol de 2% geracdo, que consiste no
aproveitamento da biomassa lignoceluldsica, ocorrem as seguintes etapas: pré-tratamento prévio da

biomassa, hidrolise, fermentacdo de celulose e hexoses, a separacdo e tratamento de efluentes e,
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dependendo da matéria-prima, recolhimento, que pode ter um custo adicional (OJEDA; KAFARQV,
2009). Dentre as etapas de producdo citadas acima, o pré-tratamento é considerado o principal desafio
dos pesquisadores. Segundo McMillan (1994), o pré-tratamento consiste em remover a lignina e
hemicelulose, reduzindo a cristalinidade da celulose e aumentando a porosidade dos materiais que
constitui a parede celular. O pré-tratamento deve alcangar aos seguintes requisitos: 1) proporcionar uma
melhoria na formacéo de acucares; 2) evitar a degradacédo ou perda de carboidratos; 3) evitar a formacao
de subprodutos que inibam a acdo da hidrélise subsequente e a fermentagdo; 4) obter custo efetivo
satisfatorio. O conjunto de processos de ordem fisica, fisico-quimicas, quimicas e processos bioldgicos
tém sido utilizados para viabilizar o pré-tratamento de matérias lignoceluldsicos. Varios grupos de
pesquisa de instituicdes brasileiras estdo empenhados em desenvolver métodos de pré-tratamento que
sdo: organosol, auto-hidrolise, a explosao a vapor, a hidrélise acida e a extracdo alcalina com peréxido
de hidrogénio. A lavagem alcalina de bagago de cana-de-agucar, por exemplo, estd possibilitando a
extracdo da maior parte da lignina matriz, fazendo com que a celulose e hemiceluloses estejam mais
disponiveis para hidrolise enzimatica (PANDEY et al., 2000).

Desde a estruturacdo do programa de etanol no Brasil, os estudos vém sendo direcionado
principalmente em técnicas de pré-tratamento. A explosdo a vapor é considerada um dos métodos mais
utilizados na quebra dos trés principais componentes da biomassa (KLINKE, 2004). A explosao a vapor
consiste em uma técnica a qual materiais lignocelulésicos sdo submetidos a vapor de alta pressdo em um
reator para que ocorra uma expansao adiabatica (LEE, 1997).

Dessa forma, a hidrolise enziméatica pode ser realizada em conjunto com 0s processos de
sacarificacdo e fermentacdo de forma simultanea, podendo diminuir os custos de producdo em virtude da
eliminacdo de uma etapa no processo de obtencdo do etanol. A partir do momento que a cana-de-agucar
com seus agucares e fibras passarem a ser uma fonte de materiais de interesse, passivel de serem
utilizadas em uma ampla gama de produtos, em processos integrados e interdependentes, as usinas de
acucar e etanol decididamente irdo se configurar, cada vez mais, no contexto das chamadas
biorrefinarias, que mimetizam as atuais refinarias da industria do petr6leo, mas em novas bases e
ambientalmente mais sustentaveis e renovaveis (BNDES, 2008).

O futuro da producdo de energia, a partir de biomassa, estd baseado na producdo de
biocombustiveis de segunda geracdo, a partir da proxima decada, quando o etanol sera produzido de

bagaco, celulose e outras matérias organicas, terdo um incremento de produtividade aumentada de 40-
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50%. Essa producdo de segunda geracao sera sustentavel, em harmonia com o meio ambiente e iniciara

“uma civilizagao moderna de biomassa” (SACHS, 2005).

10.1 Estratégias de fermentacéo de novos genes para S. cerevisiae

A producédo fermentativa de etanol a partir de substratos chamados de "primeira geracdo™, como
cana-de-acucar, ja atingiu niveis muito elevados de eficiéncia. As linhagens industriais utilizadas nestes
processos ja sdo adaptadas ao ambiente industrial e possuem caracteristicas que dificultam o
melhoramento por engenharia genética tradicional. Duas abordagens inovadoras foram utilizadas para
buscar processos fermentativos mais eficientes: o uso de reatores bioelétricos para alterar os produtos da
fermentacdo e um ensaio de engenharia evolutiva. As fermentagdes bioelétricas com Saccharomyces
cerevisiae, obtém aumentos de produtividade de etanol, sem alterar o rendimento final, e também
mudancas nas proporc¢des dos subprodutos glicerol e acetato. Uma resposta distinta foi observada para
uma linhagem industrial cultivada nas mesmas condi¢6es, mas ndo foram observadas alteracGes na via
fermentativa, havendo apenas variacfes grandes na expressdo de genes relacionados a outros aspectos da
fisiologia da levedura, como genes para sintese de lipidios de membrana e genes desconhecidos ou com
funcbes aparentemente ndo relacionadas ao processo fermentativo. O método automatizado para ensaios
de engenharia evolutiva, permitiu a selecdo de linhagens a um crescimento em celobiose. A
variabilidade presente no genoma de uma linhagem industrial dipldide, foi possivel obter linhagens
haploides com desempenho superior a linhagem parental. Portanto, esta estratégia pode ser viavel para

se obter fendtipos superiores utilizando linhagens distantes de S. cerevisiae (TIZEI, 2013).
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11 Conclusoes

e O investimento em novas pesquisas buscando-se elevar o rendimento da conversdo de bagaco em

acucares visando-se a producéo de etanol deve ser realizado.

e Novos estudos devem ser conduzidos para alcangar esse objetivo, tais como o0 emprego de novas
enzimas ou micro-organismos com maior eficiéncia na conversdo de materiais lignoceluldsicos a

acucares simples e etanol, respectivamente.

e A utilizacdo de residuos lignocelulosicos, principalmente os agroindustriais, deve ser a nova rota
para obtencdo de uma maior quantidade de etanol necessario para suprir a demanda internacional
por esse biocombustivel, visto que muitos paises devem adotar o etanol como uma opcdo de
substituicdo aos combustiveis fosseis, principalmente pelos problemas ambientais, incluindo o

aquecimento global, causado pela queima dos derivados do petroleo e carvéo.

e A biomassa residual derivada de materiais lignocelulésicos pode ser utilizada como fonte de
matéria-prima para a obtencdo de etanol, evitando a utilizacdo de areas agriculturaveis para

producdo do etanol de primeira geracéo.

e Considerando-se a abundancia e disponibilidade do bagaco e da palha da cana-de-acucar, é
possivel inferir que, uma vez consolidada a tecnologia de hidrdlise, o Brasil consiga aumentar
ainda mais a produtividade do etanol produzido no pais.

e Finalmente, é conveniente observar que, mesmo que o bioetanol de segunda geracdo seja viavel
técnica e economicamente, sera muito dificil a substituicdo total dos combustiveis fdsseis de

forma sustentavel e com a preservacdo de um minimo de biodiversidade.
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