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O Brasil se defronta na atualidade com
a perspectiva de aumento significativo
da demanda de alcool combustivel. Essa
previsao se sustenta em trés realidades
de mercado: aumento interno do consu-
mo de alcool hidratado, motivado pelo
sucesso daintroducdo da alternativa flex
puelno mercado de veiculos automotivos
leves, expansao das exportacdes brasi-
leiras de alcool, em fungao do interesse
mundial crescente pela mistura do alcool
a gasolina como forma de enfrentar o
aquecimento global, e opcao brasileira
pela produgao do biodiesel, utilizando
etanol na transesterificacao dos 6leos
vegetais. Uma visdo realista projeta a
necessidade de aumentar significativa-
mente a producédo de alcool brasileiro
nos proximos 5 ou 10 anos. Esse impor-
tante salto na producao, que comeca a
se tornar realidade por meio da implan-
tacao de usinas, abrindo novas fronteiras
agricolas para a cana-de-acucar, exigira,
paralelamente, esfor¢co concentrado na
busca de incremento significativo de
produtividade, em litros de alcool produ-
zidos por area de cana plantada.

Esse aumento podera ser alcancado
trilhando-se duas rotas tecnologicas. A
primeira tem seu foco voltado para a area
agricola e buscara, por meio da ampliacao
do atual programa de introducao de novas
variedades de cana e, futuramente, do
emprego da cana transgénica, estender,
e talvez potencializar, o atual padrao de
aumento de produtividade, que atualmen-
te situa-se em torno de 2,5% ao ano (CTC,
2006). A segundarota, focada no setorin-
dustrial, buscaré desenvolver tecnologias
que permitam o aproveitamento integral
da cana-de-agticar na producéo de etanol
ou outros combustiveis renovaveis, ou
ainda valendo-se do conceito de biorre-
finaria (agregar valor a cadeia da cana,
com a produgédo de novos produtos). Pela
rota quimica e biologica, a utilizacao de
biomassa lignocelul6sica para aproducao
de etanol envolve basicamente dois pro-
cessos: hidrolise dos polissacarideos em
acucares e sua fermentacao a etanol.

Os materiais lignocelul6sicos tém em
sua composicao basicamente celulose,
hemicelulose e lignina, em proporc¢ao
variada, dependendo da matéria-prima.
No caso do bagaco e da palha de cana, a
composicao aproximada € de 40%, 40% e
20%, respectivamente, variando em fun-
cao da variedade da cana-de-acticar. A
forte associacdo que existe entre os trés
componentes dificulta a utilizacao desses
materiais como matérias-primas para pro-
cessos quimicos e biotecnologicos, razao
pelaqual existe a necessidade do emprego
de um método de pré-tratamento fisico
e/ouquimico que atenue ainteracao entre
os componentes da biomassa e os torne
susceptiveis a conversao em bioprodutos
e/ou insumos para a industria quimica.
Assim, as principais etapas do processo
de utilizacdo dessa biomassa sdo pré-
tratamento da matéria-prima, hidrélise,
fermentacdo e recuperacédo de produtos.

Varios métodos de pré-tratamento tém
sido propostos na literatura para modi-
ficar a estrutura rigida que caracteriza a
biomassa. Eles podem ser caracterizados
com fisicos (moagem, irradiagao), qui-
micos (alcalinos, acidos, com solventes
organicos) e fisico-quimicos (explosao a
vapor, hidrotérmicos e oxida¢ao timida).
Emgeral, pré-tratamentos que combinam
métodos fisico-quimicos sao os mais
eficientes. Dentre as varias alternativas
até entao estudadas, o pré-tratamento
por exploséo a vapor, com ou sem adicdo
de catalisadores (H,SO,, SO, ou CO,), foi
proposto como um dos mais promissores,
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ja que permite uma sensivel atenuacao
do carater altamente recalcitrante
ao ataque quimico ou enzimatico dos
materiais lighoceluldsicos in natura.
A maioria dos pré-tratamentos, devido
a sua severidade, gera compostos ini-
bidores dos microrganismos usados na
etapa de fermentacado, de maneira que a
biomassa pré-tratada precisa ser lavada
para remové-los. A Tabela | mostra uma
comparacao entre diferentes processos
de pré-tratamento.

A celulose é um polissacarideo forma-
do por monémeros de D-glicose. O peso
molecular da celulose, que depende da
espécie do vegetal, pode variar entre
50 x 10% g/mol e 250 x 10°g¢/mol, equiva-
lendo respectivamente de 300 a 1.500
residuos de glicose. A hidrolise pode ser
realizada por processos que utilizam aci-
dos, solventes organicos ou enzimas. O
processo enzimatico, apesar de ser con-
siderado de grande potencialidade, pelo
fato de serrealizado a pressdo ambiente,
temperaturas moderadas (50-60°C) e sem
aformacéo de subprodutos indesejaveis,
enfrenta diversos gargalos tecnologicos,
entre os quais podem ser citados o alto
custo das enzimas, a baixa produtivi-
dade e a dificuldade para atingir altos
rendimentos. Na etapa de fermentacéo, o
hidrolisado sofre a acdo de microrganis-
mos, como por exemplo leveduras, para
transformacao dos acgticares em etanol,
CO, e outros subprodutos, em menores
quantidades.

Ahidrolise enzimatica da celulose é rea-
lizada por enzimas celuloliticas altamente
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especificas. O produto da hidrolise é uma
mistura de agticares, cujo principal com-
ponente é a glicose. O nome “celulase”
¢é usado para designar uma mistura de
varias enzimas. As principais enzimas que
compdem as celulases sao:

1. endoglucanase (CMCase, ou endo-1,
4-B-D-glucanohidrolase; EC 3.2.1.4),
que atacam ao acaso as regioes de
baixa cristalinidade da celulose, di-
minuindo significativamente o grau
de polimerizagao;

2. exoglucanases (celobiohidrolase, ou
exo-1, 4-B-D-glucanohidrolase; EC
3.2.1.91), cuja acao catalitica é capaz
de hidrolisar preparacoes celulésicas
microcristalinas, atuando nas regioes
terminais das moléculas de celulose e
promovendo a sua despolimerizacao
gradativa, por meio da remocao de
unidades de celobiose;

3. B-glucosidase (B-D-glucosideo gluco-
hidrolase; EC 3.2.1.21), que hidrolisam a
celobiose em glicose, reduzindo assim
o efeito inibidor da celobiose sobre as
endo e exoglucanases.

Essas trés classes de enzimas apresentam

alto grau de sinergia durante a hidrélise

da celulose. Além dessas, podem estar
presentes nas celulases enzimas que
atacam a hemicelulose e as cadeias la-
terais da celulose, tais como xilanases,
B-xilosidases e galactomanases. Dessa
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maneira, para a otimizacao do proces-
so de hidrolise enzimatica de um dado
material ligocelulésico faz-se neces-
saria a caracterizacdo do complexo
enzimatico, bem como o conhecimento
dos parametros cinéticos de cada en-
zima dessa mistura. Assim, podem-se
projetar agcdes para superar 0S passos
limitantes desse processo, de maneira a
aumentar o rendimento e a velocidade
de hidrolise.

Os fatores que mais influenciam o
processo de hidrolise enzimatica sdo
o tipo de substrato, a atividade e com-
posicao das celulases, e 0 método de
pré-tratamento empregado. Ja os prin-
cipais parametros do processo sdo a
concentracdo de substrato, arelacao en-
zima/substrato, o pH e a temperatura. A
relagao enzima/substrato exerce grande
influéncia na produtividade do processo.
Avelocidade e o rendimento do processo
aumentam na medida que aumenta a
quantidade de celulase, embora ela faca
crescer significativamente o seu custo. O
enriquecimento em uma das enzimas do
complexo celulolitico, a possibilidade de
reciclagem das enzimas e a sacarificacao
e fermentacéo simultaneas sdo aspectos
de grande importancia para a otimizacao
do processo de hidrélise enzimatica do
bagaco (Lynd et al, 2002), como mostra
aFigural.

0 complexo enzimatico celulolitico é
produzido por varios microrganismos,
como bactérias e fungos. Dentre as bac-
térias, incluem-se diversas espécies de
actinomicetos, Bacillus, Cellulomonas
e Clostridium. A producéo de celulases
por fungos é amplamente disseminada na
natureza, e envolve diversos géneros, tais
como Trichoderma sp, Penicillium sp,
Aspergillus sp, Humicola sp e Fusarium
sp. Trichoderma reesei € o fungo mais
estudado nos ultimos 50 anos, sendo o
mais usado para a producdo de enzimas
celuloliticas (Figura 2).

Embora os complexos enziméaticos
secretados pelos fungos atendam as ne-
cessidades de decomposicao da matéria
lignoceluldsica na natureza, o uso indus-
trial das celulases para a producdao de eta-
nol combustivel pressupde a obtencao de
preparacoes enzimaticas de baixo custo,
comaltos niveis de atividade enzimatica e
estabilidade. A obtencao de preparagoes
comalta atividade celulolitica depende do
microrganismo utilizado e do processo de
produgdo de enzima, principalmente em
relacdo a composicao do meio de culti-
vo, que afeta ndo apenas o crescimento
celular, como também o rendimento em
produto. Esses mecanismos sdo aciona-
dos, entre outros fatores, por substancias
que podem exercer o papel de indutoras,
ativadoras, inibidoras e repressoras.
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Para aprimorar os microrganismos
envolvidos, diversos estudos de me-
lhoramento genético foram efetuados,
empregando-se genética classica (muta-
génese) ou técnicas de biologia molecular.
A producéo de celulases por leveduras
recombinantes também é uma importante
estratégia para obtencao de complexos
enzimaticos mais eficientes. A levedura
metilotrofica Pichia pastoris é um im-
portante microrganismo para atender a
demandaindustrial de proteinas/enzimas
de interesse e vem sendo utilizada com
sucesso para a expressao e secrecao fun-
cional de um amplo espectro de enzimas
do complexo celulolitico (com atividade
CMCase, FPAse e B-glicosidase).

Acucares derivados da hidrolise do ba-
gaco de cana consistem em uma mistura
de hexoses (principalmente glicose) e
pentoses (principalmente xilose). Para a
producao de etanol a partir de materiais

lignocelulésicos, é desejavel que todos
os acgtcares contidos no hidrolisado
sejam convertidos a etanol. No entanto,
as linhagens selvagens Saccharomyces
cerevisiae ndo metabolizam xilose ou
outras pentoses. Adicionalmente, depen-
dendo do processo de pré-tratamento
e hidrolise do bagaco, os hidrolisados
resultantes apresentam substancias
toxicas as células microbianas pela
presenca de substancias como acido acé-
tico, furfural e hidroxi-metilfurfural. A
limitagao oferecida pelas leveduras gera
anecessidade do desenvolvimento de mi-
crorganismos mais robustos, capazes de
produzir etanol a partir dos hidrolisados
de bagaco e palha.

Diferentes estratégias sdo estudadas
para viabilizar a produgao de etanol
a partir de pentoses, dentre as quais
se encontra a busca de linhagens de
leveduras capazes de utilizar xilose.

Linhagens recombinantes S. cerevisiae,
Zymomonas mobilis e Escherichia coli
foram construidas com a capacidade de
co-fermentar glicose e xilose. Alterthum
e Ingram (1989) obtiveram uma linha-
gem de Escherichia coli recombinante
que fermenta acticares como a xilose,
arabinose, galactose e lactose, por meio
da clonagem dos genes da Zymomonas
mobilis que conferem sua capacidade de
producao de alcool. A tecnologia do DNA
recombinante vem sendo usada para a
clonagem e seqlienciamento de genes
de interesse industrial em microrganis-
mos, como estratégia para obtencao de
microrganismos cada vez mais robustos
para a producéo de etanol. Contudo,
muitas barreiras ainda precisam ser
superadas, como a inibicao do microrga-
nismo recombinante pelo alcool ou por
componentes resultantes dos processos
de hidrdlise.
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Na implantacdo desta nova tecnologia,
buscar-se-a coletar a cana integral (apri-
moramento e mecanizagcdo do processo
de colheita), além de otimizar o balango
energético dausina, de forma a aumentar
a quantidade de biomassa excedente.
As usinas de actcar e alcool partem
hoje para a mudanca da tecnologia de
geracao de energia apenas para atingir
a autosuficiéncia da usina com turbinas
de contrapressao, passando a empregar
turbinas de condensacao e aumentando
a pressao de operacdo para patamares
significativamente maiores (atingindo
100 bar), o que viabiliza significativos
ganhos na sobra de bagaco, dos atuais
10%, para valores proximos aos 50%.
Esses excedentes otimizados de bagaco,
o aproveitamento da palha e das pontas
que deixam de ser queimadas no campo,
bem como a produgcao de biogas a partir
da biodigestao da vinhaca integram a
revolucao energética da cadeia produtiva
da cana-de-acticar. Com esse novo para-
digma, ilustrado na Figura 3, para a rota
quimica e biolégica, pode-se projetar um
aumento significativo da producao de
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etanol por hectare de cana plantada/ano,
introduzindo o conceito de biorrefineria,
passando dos atuais 6.000 litros, para
cerca de 12.000 litros (IPT, 2006).

A biorrefinaria do futuro utilizara
tecnologias desenvolvidas nas rotas
quimicas, biolégicas e termoquimicas,
ao mesmo tempo que gerara produtos
de alto valor agregado, empregando a
biomassa disponivel. A Figura 4 integra,
de forma simplificada, as tecnologias que
darao suporte a esse novo conceito de
biorrefinaria.

Ao contrario da plataforma bioquimica
de aproveitamento de material lignoce-
lulésico, para a qual o produto é bem
definido (etanol), existe grande diversi-
dade de configuracoes para a plataforma
termoquimica. Os processos termoliticos
da biomassa incluem a gaseificacédo e a
pirolise para produzir produtos liquidos.
A gaseificacao seguida de sintese catali-
tica pode gerar diversos combustiveis,
entre os quais se destacam o hidrogénio,
o metanol e os chamados liquidos Fis-
cher-Tropsch. Uma comparacéo realizada
por Wright e Brown (2007) concluiu que,
parao estado atual das tecnologias, nem

aplataforma bioquimica nem a platafor-
ma termoquimica apresenta vantagem
clara sobre a outra, no que se refere aos
investimentos e aos custos operacionais,
naproducao dos chamados combustiveis
de 22 e 32 geracoes.
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