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BIOCOMBUSTIVEIS

Entre

Acucares

Aplicacdao do conhecimento
cientifico da cana deverd
servir ao desenvolvimento
de novas ferramentas

para a producdo de etanol

Marcos de Oliveira



s mais velhos diriam que a cana-de-
-acucar estd sendo virada do avesso
tal é o volume de estudos genéticos,
fisioldgicos e agrondmicos a que esta
sendo submetida nos tltimos anos.
0 que se quer é conhecer mais profundamente a
planta e suas peculiaridades com o intuito de au-
mentar a produtividade dessa graminea trazida
pelos portugueses ao Brasil ainda no século X VL.
A meta final é produzir mais etanol em um mes-
mo hectare de terra. Para isso contam também
as pesquisas para tornar a cana mais adaptada a
chamada segunda geracéo de producéo de alcool,
quando enzimas vio aproveitar os acucares que
sdo recuperados do bagaco de cana para a for-
macdo de uma espécie de sopa e entdo produzir
mais biocombustivel. Assim, pesquisadores de
vérias institui¢des brasileiras estdo com um olho
na pesquisa basica e outro 14 na frente, no futuro
do processo industrial de producéo de etanol. O
avanco no conhecimento cientifico comecou em
1999 com o lancamento do Genoma Cana, finan-
ciado pela FAPESP, e o ultimo resultado das pes-
quisas confirma que o colmo e as folhas da cana
possuem mais acticares, substancias primordiais
na elaboracéo do etanol, na porcdo hemicelulose
do que na celulose, um conhecimento que pode
mudar os rumos da produco de etanol de segun-
da geracdo no futuro.

“Fizemos estudos na parede celular tanto do
colmo quanto das folhas da cana que mostraram
apresenca de cerca de 30% de agticares na celu-
lose, 50% na hemicelulose, além de 10% de pec-
tinas. A tecnologia que se estd desenhando hoje
para a futura segunda geracéo de etanol se baseia
apenas na celulose, enquanto os polimeros de
acucares das hemiceluloses, que contém actca-
res complexos como os arabinoxilanos, betaglu-
canos e xiloglucanos, sdo deixados de lado, além
das pectinas, que juntos representam 70% dos
acucares na parede celular da cana”, diz Marcos
Buckeridge, professor do Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sio Paulo e coordenador do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia INCT)
do Bioetanol, que retne 31 laboratdrios em cinco
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O futuro na segunda geracao de etanol

Ap0ds o uso do caldo da cana na primeira geracdo, utilizam-se o bagaco e as folhas no processo de hidrdlise.
Na etapa final, ocorre a fermentacdo tradicional por leveduras que transformam os acdcares em etanol

HIDROLISE FERMENTACAO
DO CALDO

A acdo de enzimas

Saida o |
4o bagaco no bagaco resulta em
CANA 945 um liquido que é levado
Entrada p ara a fermentagdo
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estados brasileiros. Nas paredes celulares da cana, no Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia

as hemiceluloses e pectinas, localizadas entre as do Biotenol (CTBE), e em outras instituicdes e
microfibrilas que sdo aglomerados de moléculas empresas no Brasil e no exterior, que sejam ca-
de celulose, possuem muitos acticares compostos 5 e pazes de utilizar os aguicares de cinco carbonos.
por cinco carbonos e por isso nfo sdo palataveis bi!h oes Na Inglaterra e na Suécia jd conseguiram de-
para as leveduras (Saccharomyces cerevisiae) usa- de litros de monstrar que isso é possivel, mas é tudo feito
das na fermentacéo do caldo de cana. Elas estéo ] em laboratério com esterilizagdo. Porém, para
acostumadas com a sacarose, formada por glicose  €[an ol a mais as usinas brasileiras, isso ainda nfo é suficiente.
e frutose, encontrada no suco de cana, ou ainda s30 estimados E preciso que as leveduras sejam robustas para
na glicose da celulose e de algumas das hemice- sobreviver na presenca de outros microrganis-
luloses, que tém seis carbonos. Com 0 uso dos mos, como bactérias, existentes num ambiente

. sem esterilizacdo”, diz Buckeridge, que é tam-
2™ aproveitamento futuro por meio da hi- aguc'ares da bém diretor cientifico do CTBE, localizado em
% % droélise das pentoses do bagaco, que séo os hemicelulose Campinas, Sdo Paulo.

./ aclicares de cinco carbonos, pode levar a Mesmo nos experimentos em relacio a etapa
um aumento de etanol estimado em, pelo menos, mais avancada que ¢ a hidrdlise da celulose ainds
mais 5 bilhdes de litros na produgéo brasileira pairam muitas ddvidas. “J4 existe um bom conhe-
(ver Pesquisa FAPESP n° 192), hoje com cerca cimehto do processo do pré-tratamento, mas ainda
de 25 bilhdes de litros. A utilizacdo das pento- precisamos investigar as varias op¢6es para fazera
ses também poderd se dar no uso em aplica¢des hidrélise na forma que a industria possa absorver
biotecnoldgicas, em alimentos e medicamentos, rapidamente e de modo econdmico e sustentéve!’,
agregando valor comercial ao bagaco. Nos pro- diz o professor Rubens Maciel Filho, da Universi-
cessos de segunda geracéo, as enzimas formam dade Estadual de Campinas (Unicamp), um dos
um liquido que também serve de alimento para coordenadores do Programa FAPESP de Pesquis:
as mesmas leveduras. “Existem tentativas para em Bioenergia (Bioen) do qual o INCT Bioetand

produzir linhagens de Saccharomyces, inclusive também participa. “Sdo necessarias avaliacdes tec




vada inteira para o processo de hidrélise depois
que se extraisse o caldo para a primeira geracio.

“A biologia das paredes celulares é o cerne des-
ses avancos e € essencial para fazer progressos tec-
noldgicos na area de biocombustiveis sustentaveis
e biomateriais”, diz o professor Leonardo Gomez,
do Departamento de Biologia da Universidade
de York, na Inglaterra. Gomez, que é argentino,
esteve em 2010 no Brasil conhecendo o CTBE.
“Na opinido de muitos especialistas, o desenvol-
vimento de biocombustiveis de segunda geracéo

TANQUE DE ETANOL é favorecido pela presenca de uma industria bem
DESTILACAO estabelecida de primeira geraco. Dessa forma, o
DE ETANOL Brasil apresenta o melhor ambiente para que isso

possa acontecer. Mas isso é apenas potencial. Al-
guém tem que assumir o risco e investir na area

noecondmicas e de sustentabilidade, no aspecto industrial”, diz Gomez.

nesse caso, em analises sobre o con- A cana dO fu turo

sumo de agua e no uso de produtos . a prética, para o avanco no processo de ob-
quimicos no processo de hidroélise”, teria a I g umas tencdo de etanol por meio da segunda gera-
diz Maciel Filho. caracteristicas cflo, Buckeridge destaca um pré-tratamento

“Hoje, nos experimentos para a fisiolégico que deixa a planta mais maleéavel e com
segunda geracdo, o bagaco, depois seme I h antes ao mais potencial para ser processada na hidrolise. “E
que é descartado apds a primeira uma substancia que, aplicada nas plantacdes ainda

geraco quando se extrai o caldo da mamao- papala, quando a planta estd pequena, inibe uma enzima
cana para fazer etanol, passa por um - . na cana que vai fazer fenilpropanoides, que sio os
processo de ruptura das paredes ce- q ue e mais doce precursores da lignina, a substincia que amarra
lulares paraa qbtengéo da‘celulose e mac i o de pois os a.glic\ares na parede ceNIular e daresisténcia me-
que esta envolvida por hemicelulose cénica a planta. Ainda nfo sabemos ao certo o que
e lignina, um polimero que néo pos- d e am ad u re(:|d 0 acontece, mas foi possivel com esse composto au-

sui acucar”, diz Buckeridge. A rup- mentar em 30% o processamento dos xilanos, que

tura acontece atualmente por meio e co I h |d (o] compreendem 50% das hemiceluloses”, diz Bucke-

de vapor em alta pressdo em que a
parede celular do bagaco é afrouxa-
da e a separacéio dos componentes
feita por meio de solventes, dcidos e enzimas. “E
o uso da forca. E feito um esforco para jogar fora
tudo o que vocé tem em volta da celulose”, diz o
professor da USP. “A nossa ideia é comecar o pro-
cesso de hidrolise no campo. Produzir cana mais
preparada para a segunda geracdo, que torne mais
facil a hidrolise e ndo seja mais necessario lavar o
bagaco, o que retira muitos acticares do material.”
Em artigo que serd publicado na revista BioE-
nergy Research, ele e mais dois pesquisadores de
seu grupo na USP, e outros dois pesquisadores do
Centro de Carboidratos Complexos da Univer-
sidade da Gedrgia, nos Estados Unidos, além de
mostrarem a pesquisa que identifica as fracGes de
cada polimero de a¢ticar na cana, fazem obser-
vacdes sobre a complexidade da parede celular
e adificuldade de encontrar as chaves quimicas
ou um codigo que pudesse aproveitar melhor a
rede de polissacarideos. Eles acreditam também
que o resultado da composicdo de acticares na
cana pode levar a uma modificacdo no processo
de segunda geracdo. Como solucéo possivel no
futuro, Buckeridge, com base nos dados atuais,
imagina que a melhor solucéo seria a cana ser le-

ridge. O uso dessa substancia, composta por dcido
piperolinico na cana, tem uma patente depositada
por Buckeridge no Instituto Nacional de Proprieda-
de Industrial (INPI) e pelo seu ex-pos-doutorando
Wanderley dos Santos, que agora, como professor
da Universidade Federal do Parand (UFPR), testa
em campo o produto. “Ainda temos que melhorar
e tentar diminuir o custo”, diz Buckeridge.

Outra solucdo para a segunda geracéo estd sen-
do elaborada no &mbito do Bioen, em que 13 gru-
pos de pesquisadores contribuem para a formacéo
da supercana, uma ou mais variedades agron6mi-
cas e genéticas com caracteristicas de alta qualida-
de para a primeira e a segunda geracfio. Uma delas
é ter maior capacidade de fazer fotossintese. Os
pesquisadores ja identificaram, pelo menos, qua-
tro genes responsaveis por capturar a luz do sol.
Esses genes poderio ser relacionados ao aumento
da taxa de crescimento do nimero de células e o
consequente aumento da producio de sacarose.
A formacéo de plantas transgénicas estd entre as
ferramentas biotecnolégicas na producéio dessa
supercana. A transgenia no caso nio seria apenas
na insercéo de genes externos a planta, mas sim
na ativacdo ou no silenciar de genes da prépria
cana. “Poderiamos também elaborar plantas com
paredes celulares mais adequadas para a segunda



geracfio”, diz Buckeridge. “Pode parecer futurista
pensar assim, mas o Bioen tem genes relativos a
parede celular transformada, em que pensamos
em fazer a ‘cana-papaia’, por exemplo.” Essa cana
do futuro teria algumas caracteristicas semelhan-
tes a0 mamao-papaia, que é mais doce e macio
depois de amadurecido e colhido.

“Ja temos 380 genes ligados a sacarose e mais
de mil relativos a resisténcia a seca”, diz a pro-
fessora Glaucia Mendes Souza, do Instituto de
Quimica (IQ) da USP, que junto com a professora
Marie Anne van Sluys, do Instituto de Biocién-
cias da USP, lidera a pesquisa gen6mica da cana
no Ambito do Bioen e conta com a participacao
do professor Marcelo Menossi, do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campi-
nas (Unicamp). Desses, 250 genes ja estdo sendo
testados em mudas de cana dispostas em tubos
de ensaio, cubas e vasos no IQ da USP ou em es-
tufas na Escola de Agricultura Luiz de Queiroz,
da USP, em Piracicaba, em experimentos sob a
coordenacfo da professora Helaine Carrer, que
analisa a expresséo dos genes. Também ¢é testa-
da a expressdo de genes de cana em tabaco, uma
planta mais facil de manipular em laboratério e
que serve de modelo para esse tipo de experi-
mento. Dois genes de cana ligados a resisténcia
a seca ja foram expressos no tabaco e tiveram o
uso transformado em patente depositada no INPI.

Para transformar a planta com genes de in-
teresse sdo necessarios promotores, ferramen-
tas biotecnoldgicas na forma de sequéncias de
DNA em que o gene vai se expressar. SAo nes-

Imagens
microscopicas para
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células intactas com
formato circular

e cheias de suco

sas moléculas que os pesquisadores vio modu-
lar a superexpresséo ou o silenciar de genes.
“Depositamos uma patente neste ano de 10 pro-
motores de cana que vdo permitir a expressio
dos genes de forma diferente”, diz Glaucia. Em
relacdo as paredes celulares da cana, Glaucia diz
que ja desenvolveu plantas com genes silenciados
ligados a producfo da lignina. “Ela atrapalha a
execucdo da segunda geracéio porque dificulta a
extracdo dos polissacarideos, mas quando desli-
gamos a sua producdo aconteceu, em alguns ex-
perimentos, 0 acamamento em que a planta cai
para os lados. Precisamos encontrar variedades
em que possamos experimentar um caminho
do meio, diminuindo a presenca de lignina, mas
mantendo a planta em pé”, explica Glaucia.

a outra ponta da pesquisa académica re-
lativa & hidrdlise estéio os estudos para se
chegar a enzimas cada vez mais eficientes
para quebrar as paredes celulares da cana, extrair
os aclcares e preparar o material para a produgio
de etanol. Mas quais enzimas usar para processar
os diferentes polissacarideos presentes na parede
celular da planta? Algumas enzimas usadas pela
industria de alimentos, por exemplo, estfio sendo
testadas com cana, mas elas ndo resolvem tudo.
“Essas enzimas industriais sdo produzidas prin-
cipalmente por fungos”, diz o professor Richard
Ward, do Departamento de Quimica, da Facul-
dade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirio
Preto, da USP, e do CTBE, que ja conseguiu de-
senhar duas enzimas multifuncionais com ac¢éo
sobre as hemiceluloses. Chamadas de enzimas
quiméricas, elas sdo produzidas por bactérias.
“Sabemos que a celulose é o componente mais
escondido que os outros polissacarideos presentes
na parede celular da cana e nosso desafio é criar
enzimas que destruam e degradem, de forma pro-
gramada, os outros componentes, que também sio
fontes importantes de actcar, até chegar a celulo-
se”, explica Ward. “E importante desenvolver as
enzimas mais adequadas para cada polissacari-
deo. Mas ainda é dificil encontrar enzimas boase
que possam ter baixo custo. Hoje elas estdo sendo
comercializadas por dezenas de délares o quilo.
Pode parecer barato, mas precisamos pensar no
processamento na usina de centenas ou até milha-
res de toneladas de material lignoceluldsico por
dia” Ward diz que o objetivo é construir enzimas
quiméricas, em que cada uma ataque mais de um
polimero do bagaco da cana. “Isso é importante
principalmente para as hemiceluloses, que tém
um conjunto heterogéneo de polissacarideos.”
Em relacfo as enzimas também surgem pesqui-
sas que poderiamos chamar de inusitadas, mas
baseadas na mais pura observacio da natureza. Na
busca por enzimas que destroem celulose e mate-
rial lignoceluldsico, como é o bagaco, o professor



O aparelho digestivo

-das baratas é alvo de
estudos para se encontrar
enzimas para a segunda
geracao de etanol

Ednildo Machado, do Instituto de Biofisica, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),
estuda a composicio enzimatica do aparelho di-
gestivo de duas baratas, a Periplaneta americana,
comum nas grandes cidades, e a Nauphoeta cine-
rea, criada para servir de alimento para animais
em cativeiro como lagartos e outros répteis. “Em
experimentos em laboratério cheguei a fornecer
apenas bagaco de cana para as baratas e elas se
alimentaram dele, ou seja, conseguiram digerir as
paredes celulares desse material para sobreviver
de forma muito positiva”, diz Machado. Com isso,
ele comecou a pensar nas possiveis enzimas do
aparelho digestivo desses insetos que possam ser
uteis na segunda geracfo de producéo de etanol.
Machado foi apresentado a Buckeridge durante
o0 Congresso Brasileiro de Bioquimica em 2010 e a
partir dai estreitaram uma colaboracéo. Ele esteve
no CTBE, e vérios experimentos foram realizados.
“Conseguimos identificar algumas enzimas que sio
produzidas por bactérias no interior do aparelho
digestivo das baratas. Ndo sabemos ainda se essas
bactérias ja estavam 14 ou se o inseto as adquiriu do
material, no caso o bagaco.” A barata pode também
produzir as enzimas por meio de fungos e proto-
zodrios e tem grande facilidade para se alimentar de
um amplo nimero de residuos, além de se adaptar
facilmente a essa diversidade. “Essa caracteristica
nos permitiu identificar uma série de enzimas nos
insetos, excelentes para diversos processos tecnolo-
gicos”, diz Machado. O préximo passo é identificar
ao certo quais os microrganismos que produzem
as enzimas. Para isso é preciso sequenciar todos os
DNAs presentes no intestino da barata, num pro-
cesso chamado de metagenomica, que possibilita
identificar quais espécies e os genes envolvidos na
producdo de enzimas especializadas na quebra de
celulose e hemicelulose do bagaco de cana. Com
aidentificacdo dos genes é possivel clona-los em
bactérias como a Escherichia coli e assim viabilizar
aproducdo dessas enzimas em escala industrial. O
mesmo processo comeca a ser usado pelo profes-
sor Ward para produzir em laboratério as enzimas
para atacar a parede celular da cana.
Assim cresce o nimero de ferramentas que pode-
rio ajudar, dentro de alguns anos, a cana a produzir
mais etanol. “Nos tltimos 10 anos, aconteceu um

Mudas transgénicas:
ferramentas
biotecnoldgicas

em que sdo usadas
estratégias de
silenciar ou ativar
genes da prépria cana

aumento exponencial na pesquisa e investimento
tecnoldgico para a utilizacdo da biomassa como um
substituto renovavel e sustentavel do petréleo”, diz
Gomez, da Universidade de York. “A pesquisa atual
na area de composicéio de biomassa ja oferece novo
potencial para a energia biorrenovavel.” Para ele,
a producdo de etanol e de produtos quimicos de
alto desempenho a partir da biomassa somente é
possivel com um conhecimento detalhado e multi-
disciplinar de biologia e bioquimica de biomassa. m

Projetos

1. Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia INCT)

do Bioetanol - n® 2008/57908-6; 2. Sugarcane signaling
and regulatory networks - n°® 2008/52146-0;

3. Identificacfio, caracterizagdo e engenharia de enzimas
que degradam a parede celular das plantas - n® 2010/18850.
2. Modalidades: 1. e 2. Projeto Tematico do

Programa FAPESP de Pesquisa em Bioenergia (Bioen);

3. Projeto Temético. Coordenadores:

1. Marcos Silveira Buckeridge — USP; 2. Glaucia Mendes
Souza - USP; 3. Richard John Ward - USP. Investimento:
1. R$ 2.896.588,59 e US$ 303.342,92 (FAPESP);

2.R$ 3.390.743,73 e US$ 1.174.768,67 (FAPESP);

3.R$ 491.952,05 e US$ 313.495,03 (FAPESP).
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