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CAPITULO 4

Etanol de segunda geracéao: energia limpa para o futuro do

planeta
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Resumo

Os biocombustiveis oferecem uma alternativa energética limpa e econdmica para mitigar
o efeito estufa e o aquecimento global. O bioetanol, derivado de plantas como a cana-de-
aclcar, pode ser obtido de duas maneiras: a partir de sacarose e amido (etanol de
primeira geracdo) ou de biomassa lignoceluldsica (etanol de segunda geracao). A
biomassa lignocelulésica é composta estruturalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, que conferem rigidez e resisténcia as plantas. Essa resisténcia, chamada de
recalcitrancia, das paredes celulares dificulta a conversdo em bioetanol. Solucbes
biotecnoldgicas encontradas incluem plantas modificadas geneticamente para criar
lignocelulose menos recalcitrante e microrganismos que produzem coquetéis enzimaticos
para facilitar a sua degradacdo. Reduzir a lignina aumenta a sacarificagdo, mas diminuir
a produtividade da biomassa. Outra abordagem interessante, sem utilizar engenharia
genética, é o uso de inibidores quimicos que blogueiam as enzimas envolvidas na via de
formacdo da lignina. Pesquisas apontam que esses inibidores podem alterar a
composicao de lignina, favorecendo a sacarificacdo. Em um futuro préximo, a aplicacdo
desses compostos em campo pode reduzir a quantidade de enzimas necessarias e 0s
custos na producdo do etanol de segunda geracdo, além de outros produtos de
biorrefinaria.
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Abstract

Biofuels offer a clean and economical energy alternative to mitigate the greenhouse effect
and global warming. Bioethanol, derived from plants such as sugarcane, can be obtained
in two ways: from sucrose and starch (first-generation ethanol) or from lignocellulosic
biomass (second-generation ethanol). Lignocellulosic biomass is structurally composed
of cellulose, hemicellulose and lignin, which give plants rigidity and resistance. This
resistance, called recalcitrance, of the cell walls makes conversion to bioethanol difficult.
Biotechnological solutions have been found to include genetically modified plants to create
less recalcitrant lignocellulose and microorganisms that produce enzyme cocktails to
facilitate its degradation. Reducing lignin increases saccharification but decreases
biomass productivity. Another interesting approach, without using genetic engineering, is
the use of chemical inhibitors that block the enzymes involved in the lignin formation
pathway. Research indicates that these inhibitors can alter the composition of lignin,
favoring saccharification. In the near future, the application of these compounds in the
field may reduce the amount of enzymes needed and the costs in the production of
second-generation ethanol, as well as other biorefinery products.
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1. Introducéo

O aumento acelerado das emissdes globais de gases do efeito estufa
estdo sendo cada vez mais frequentemente abordados nos noticiarios e no dia-
a-dia, de modo que as discussdes acerca desses temas se tornem cada vez
mais necessarias e inadiaveis. A Conferéncia das Nac¢des Unidas sobre
Mudancas Climaticas (COP28), realizada em 2023, firmou um acordo que
“sinaliza o ‘inicio do fim’ da era dos combustiveis fésseis, estabelecendo as
bases para uma transicdo rapida, justa e equitativa, sustentada por cortes

profundos de emissdes e financiamento ampliado.™

Sendo assim, com o objetivo abrangente de manter o limite da
temperatura global de 1,5°C ao alcance, além de outras metas discutidas na
COP28, o debate acerca das energias renovaveis e transicdo dos combustiveis
fésseis ganha cada vez mais forca. Embora a geracéo de eletricidade renovavel
possa ser alcancada usando energia solar, nuclear, edlica, geotérmica e
hidrelétrica, esses recursos nao bioldgicos ndo nos fornecem substitutos
sustentaveis para o petroleo. O petréleo serve como principal matéria-prima para
a producédo de combustiveis liquidos para transporte global, bem como produtos

quimicos e manufatura.?

A maioria dos biocombustiveis é atualmente produzida pela fermentacdo
de sacarose ou amido derivados de plantas, ou pela transesterificacdo de 6leos
vegetais. Porém, a crescente demanda global por alimentos e as limitacdes da
expansao agricola desencoraja o aumento da producdo desses biocombustiveis
de “primeira geragdo”, ou seja, ocorre através da fermentacdo de culturas
energéticas como o milho, soja e cana-de-acucar. Uma importante alternativa
biotecnoldgica € a utilizagdo de biocombustiveis mais sustentaveis com base em
biomassa vegetal lenhosa (lignocelulésica) ndo alimentar, também conhecido
como biocombustivel de “segunda geragao”. O maior desafio esta na extracao
de acucares fermentaveis da biomassa lignocelulésica de forma barata o

suficiente para permitir a producédo de biocombustivel com custo competitivo.?

A produgcdo de biocombustiveis de segunda geracdo com biomassa
lignoceluldsica ndo comestivel pode reduzir as preocupacdes enfrentadas pelos

biocombustiveis convencionais e fornecer alternativas limpas e econémicas a
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longo prazo.3 Até 2050, estima-se que o uso de bioenergia deve aumentar pelo

menos quatro vezes para reduzir as emissées mundiais de CO2 em 50%.1?

A biomassa lignocelul6sica engloba cascas de coco, residuos de algodao,
bagaco de cana-de-acucar, trigo, arroz, palha de milho, residuos de madeira
florestal e papéis usados. A producdo de bioetanol por meio dessas matérias-
primas pode ser um substituto atraente para a queima de restolho desses

residuos. 3

Desta forma, muitos laboratérios ao redor do mundo estéo se esforgcando
para encontrar o proximo grande avanco na utilizacdo de recursos naturais,
visando a exploracdo da biomassa como uma alternativa sustentavel.®> O
presente artigo busca explicar em detalhes a estratégia promissora para adaptar
a lignina em culturas de bioenergia, permitindo uma producdo mais econdémica
de biocombustiveis a partir da biomassa lignocelulésica, favorecendo a transicao
dos combustiveis fosseis e mantendo o controle das metas climéticas globais

para os proximos anos.

2. AdaptacdOes das Plantas

As plantas s@o organismos vivos autotrofos, ou seja, sdo capazes de fazer
suas proprias moléculas carregadas em energia a partir de moléculas
inorganicas simples. Os autétrofos considerados mais bem-sucedidos foram
agueles nos quais se desenvolveu um sistema que utiliza a energia solar direta,
processo conhecido como fotossintese, e que alterou a atmosfera do planeta, o

que levou a evolucéo da vida.*

Os primeiros organismos fotossintetizantes do planeta eram células
microscopicas, flutuando abaixo da superficie das aguas iluminadas pela luz
solar. Ao longo do tempo e em respostas as pressdes evolutivas, esses
organismos fotossintetizantes, as plantas, foram desenvolvendo caracteristicas
importantes que permitiram com que colonizassem a terra firme e possibilitaram

sua vida na Terra. 4

Essas caracteristicas podem ser anatbmicas, como exemplo a epiderme,
parede celular resistente, estbmatos (no qual ocorrem as trocas gasosas),

sistema condutor constituido por xilema e floema (transporte de agua, minerais
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e produtos da fotossintese), crescimento primario (aumento em comprimento) e
secundario (aumento em espessura)*; ou fisiol6gicas, onde as plantas
desenvolveram uma série de vias metabolicas especializadas que as ajudaram

a lidar com os novos estresses.

O metabolismo vegetal, portanto, é dividido em metabolismo primario,
constituido por processos como a fotossintese, respiracdo, biossintese de
carboidratos, lipidios e proteinas, assimilacdo de nutrientes, entre outros que séo
necessarios para o crescimento, reproducao e sobrevivéncia das plantas. Ja o
metabolismo secundario € constituido por processos como a via dos
fenilpropanoides, antocianinas, alcaloides, terpenos, taninos, flavonoides e
isoflavonoides, entre outros, 0s quais geram compostos secundarios que
exercem funcdes ecoldgicas relevantes como protetores contra ataques de
herbivoros e patégenos, atrai espécies polinizadoras, ajuda na dispersao das

sementes e também na interacdo planta-planta.®

Estima-se que existam cerca de 450.000 compostos secundarios
distribuidos amplamente no reino vegetal, onde cerca de 200.000 sao
conhecidos e agrupados de acordo com suas semelhancas. Os compostos

fendlicos incluem flavonoides, cumarinas e acidos fenélicos simples. ®

Em geral, o termo composto fendélico abrange uma gama de substancias
gue possuem em comum um anel aromatico (compostos organicos ciclicos e
planares que possuem ligacBes duplas alternadas) ligado a uma ou mais
moléculas de hidroxila (formado por um atomo de hidrogénio e um atomo de
oxigénio). Essas substancias tendem a ser sollveis em agua e é comumente

associada a acUcares.®

Uma das funcdes mais relevantes dos chamados compostos fendlicos é
desempenhada nos processos de comunicacao entre as plantas. As plantas se
comunicam de forma notavel com outras plantas e também com outros
organismos. Esses compostos sdo conhecidos como compostos alelopéticos (ou
aleloguimicos), e podem ser exsudados, lixiviados, exalados ou também
liberados pela degradacéo de raizes, folhas e caules. Os compostos fendlicos
podem estimular ou inibir o crescimento de plantas vizinhas, favorecendo o

crescimento de espécies simbidticas e inibindo o crescimento de plantas
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concorrentes. Podem atuar nas plantas atraindo bactérias simbioticas,

micorrizas e inibindo patégenos e predadores. °

A lignina € um polimero (molécula composta de varias unidades
repetiveis, os mondmeros) complexo formada por varios compostos fendlicos
simples e que confere alta resisténcia mecanica a parede celular vegetal.®
Depois da celulose, a lignina € o segundo biopolimero mais abundante do
planeta, e essa capacidade de sintese da lignina tem sido fundamental para a

adaptacéo evolutiva das plantas no ambiente terrestre.”:8

A deposicdo de lignina na parede celular proporcionou as primeiras
plantas terrestres a rigidez necessaria para ficar em pé, fortaleceu as células
responsaveis pelo transporte de agua de longa distancia e permitiu que essas
plantas aumentassem consideravelmente seu tamanho em comparacao ao seu
grupo irmao, as briéfitas. Além disso, a aleatoriedade das ligacdes na lignina a
tornam um dos biopolimeros mais dificeis de degradar, o que contribui para uma
barreira defensiva forte contra patégenos e herbivoros que logo coevoluiriam

com as plantas vasculares. 78

Por ser uma molécula dificil de ser degradada, esse processo acontece
lentamente, 0 que ocasionou grandes quantidades de carbono atmosférico
fixados pelas plantas terrestres pioneiras, resultando na queda significativa dos
niveis de CO2 atmosférico e aumento correspondente nos niveis de O2. A
biomassa rica em lignina enterrada em pantanos e turfeiras ha milhées de anos
atras fossilizou-se para se tornar carvao (periodo Carbonifero), a reserva de
combustivel féssil mais amplamente distribuida e que impulsionou muito a
industrializacdo humana.8 A lignificacdo é um importante reservatério de carbono
nas plantas, o que representa até 30% da biomassa total produzida na

atmosfera.’

A parede celular, onde ha a deposicéo de lignina nas plantas, € composta
também em sua maioria por agucares, os polissacarideos (>90%), conhecidos
como celulose, hemicelulose e pectinas, além de outros compostos em menor
guantidade. A celulose € um carboidrato insolivel em agua, cuja estrutura fibrosa
permite a manutencao da integridade estrutural. As pectinas possuem papel na
expansao, resisténcia, porosidade, adesao e sinalizagdo intercelular.® Devido a

estrutura da parede celular vegetal, onde ha a presenca de uma matriz de lignina
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e 0s polissacarideos estdo imersos, € o principal obstaculo na desconstrucdo da

parede e utilizacdo dos aclcares para a producéo de biocombustiveis.1°

3. O Avanco das Pesquisas

Durante anos, as pesquisas foram dedicadas a clonar os genes
envolvidos na biossintese dos principais monémeros que compdem a lignina,
com o propdsito de reduzir a producdo ou modificar seu equilibrio, a fim de
facilitar a deslignificacdo. Entretanto, essa diminui¢cdo da lignina no processo de
desenvolvimento da planta pode resultar em crescimento alterado, menor

resisténcia a pragas e outros problemas ambientais.®

A ligagdo entre a lignina e os polissacarideos na parede celular reduz
fortemente o acesso das enzimas que degradam os acucares da parede celular,
esse fendmeno é conhecido como recalcitrancia.® Sendo assim, a via metabdlica
responsavel pela biossintese da lignina € um alvo importante a ser estudado

para diminuir os problemas causados por essa recalcitrancia.*!

A composicao quimica da biomassa lignocelulésica é em sua maioria 35—
50% de celulose, 20—-35% de hemicelulose e 10-25% de lignina. Os acgUcares
estruturais compreendem cerca de 75% da lignocelulose e podem ser
convertidos em acucares fermentaveis em uma plataforma de etanol de segunda
geracdo!l. A eficiéncia da extracdo em etanol de segunda geracdo é
determinada pela degradacdo dos acucares complexos (processo conhecido

como sacarificacdo) e a lignina em mondmeros simples.?

Para que o processo de sacarificacdo seja eficiente, sdo necessarios pré-
tratamento eficazes para remover a lignina, seguida da digestdo enzimatica e
fermentacdo da levedura para a producdo do etanol.!? Uma variedade de
métodos de pré-tratamento foi aplicada para a producao de bioetanol a partir da
biomassa que, em geral, se enquadram em processos fisicos, quimicos, fisico-
quimicos e bioldgicos.2 Porém, sdo processos considerados caros. Portanto,
duas abordagens sao avaliadas: a primeira consiste em perturbar a via de
biossintese da lignina e a segunda consiste em redesenhar estruturalmente a

molécula da lignina.!
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Pesquisas extensas foram realizadas para capturar o maximo de
acucares fermentdveis, com o objetivo de reduzir o consumo de produtos
quimicos e energia caros, produzir subprodutos valiosos e diminuir o custo de
producéo e purificagdo do processo de producédo do bioetanol.? Assim como as
refinarias de petrdleo que separam as fracdes do petroleo para obter diferentes
combustiveis e produtos quimicos, as futuras biorrefinarias, para serem
economicamente vidveis, devem superar a recalcitrancia da lignocelulose e
separar seus diferentes constituintes (celulose, hemiceluloses, lignina e outros
componentes menores) para obter diferentes produtos de valor agregado. A
celulose tem um grande mercado na fabricacdo de papel, e seu futuro também

incluird a producéo de outros produtos quimicos além do etanol.1°

Um grupo de pesquisas vém desenvolvendo uma abordagem alelopética,
ou seja, a utilizacdo de compostos naturais nao toxicos ou compostos sintéticos
altamente biodegradaveis, que sdo capazes de modificar a biossintese de lignina
e melhorar a sacarificacdo de culturas de bioenergia, forragem ou residuos de
culturas. Esse método possui maior vantagem com relacdo as culturas
geneticamente modificadas, pois aproveita a fisiologia natural da planta para
promover alteracdes desejadas. A aplicagcdo desses compostos pode melhorar

a sacarificagdo sem introduzir riscos ecolégicos ou alimentares.!?

Algumas formas de utilizacdo desses compostos alelopaticos de enzimas
envolvidas na via de formacdo da lignina foram testadas. Dentre elas, a
investigacdo do mecanismo de acdo de compostos que sédo capazes de inibir as
enzimas que participam da via de formacéo da lignina, sem alterar o crescimento
da planta. Além disso, novas técnicas estdo sendo utilizadas para descobrir
novos inibidores, como abordagens computacionais, bioquimicas e

fisioldgicas.'®

Estudos realizados com os inibidores mostram que, quando pulverizados
em estagios iniciais de desenvolvimento em plantas jovens, melhoram a
sacarificacdo da biomassa, porém sem afetar o desenvolvimento na fase
madura, ou seja, sem diminuir a produtividade das plantas.'® Estudos estéo
sendo realizados tanto in vitro, em plantas de laboratorio, como em campo, e

essas descobertas sugerem uma nova abordagem biotecnoldgica para aumentar
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e melhorar a sacarificacdo, com o objetivo de enfrentar os desafios no campo

emergentes da agroenergia.'?

As tecnologias que estao sendo estudadas apresentam varias vantagens,
no entanto ha uma necessidade de desenvolver um processo ecologicamente
correto e economicamente viavel para a digestdo de polimeros complexos em
acucares simples, seguido pela fermentacdo em um Unico reator. 3 Sendo assim,
uma visado cientifica clara sobre como controlar as propriedades da biomassa
lignoceluldsica para a producéo de bioetanol ainda € distante. No entanto, com
0s investimentos e 0 avan¢o cada vez mais amplo das pesquisas logo resultara
em tecnologias que serédo importantes para o progresso no campo do bioetanol
de segunda geracdo, além de outros produtos de biorrefinaria.t
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