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BIOMASS ENZYMATIC HYDROLYSIS. Production of ethanol from biomass fermentation has gained much attention recently.
Biomass cellulosic material is first converted into glucose either by chemical or by enzymatic process, and then glucose is fermented

to ethanol. Considering the current scenario, where many efforts are devoted for the search of green routes to obtaining ethanol from

renewable sources, this review presents the relationship between structure and properties of cellulosic material, pre-treatments and

hydrolysis of cellulosic material, and structure and function of cellulase enzyme complex.

Keywords: biomass; cellulose; hydrolysis.

INTRODUCAO

Atualmente, o sistema energético internacional € fortemente
dependente de combustiveis fosseis (carvao, petréleo e gas), pois
cerca de 80% do consumo mundial de energia se originam dessas
fontes; o consumo apresenta um crescimento anual de cerca de 2%
(média em 20 anos) e cresceu 3,1% ao ano nos Gltimos 5 anos.' Esta
é uma situacio que merece mudancas ndo sé pela exaustao gradativa
das reservas de combustiveis fésseis como também pelos efeitos
negativos ao meio ambiente que resultam do seu uso, entre 0s quais
o aquecimento global. A busca por combustiveis alternativos levou al-
guns paises a optar por biocombustiveis devido principalmente a esse
recente interesse na energia da biomassa, o que gerou combustiveis
liquidos tais como o etanol produzido pela fermentacio de actcares
(etanol de primeira geracdo) extraido, principalmente, da cana-de-
agticar, do milho, da beterraba, entre outras fontes.”> Outra via para
a produgdo de etanol € pela hidrélise de biomassa celuldsica,®* com
geracdo de glicose, a qual pode ser fermentada produzindo etanol
(etanol de segunda geragdo).

O Brasil estd avangado quando se trata de substituir combustiveis
fésseis, como a gasolina, por etanol renovdvel; o estado de Sao Paulo
€ um dos maiores produtores de cana-de-aguicar (68% do total das
plantagdes no pafs).™ O Brasil produz cerca de 18 bilhdes de litros
de etanol combustivel (dado da safra 2008/09 de maio/2009),'° o que
representa 36% do total mundial. O Projeto Bioetanol (“Producéo de
Bioetanol através de Hidrélise Enzimdtica de Biomassa de Cana-de-
actdcar”), iniciado em 2006 e financiado pela FINEP (Financiadora
de Estudos e Projetos) através do Ministério de Ciéncia e Tecnologia
(MCT) tem como meta viabilizar uma tecnologia para a conversao da
celulose do bagago e da palha da cana ao combustivel etanol, ja que
apenas um ter¢o da biomassa contida na planta cana € aproveitada
para a producdo de actcar e etanol,' minimizando a expansio dos
canaviais. O Projeto Bioetanol € uma grande rede de pesquisa que
agregou competéncias geradas ao longo da histdria brasileira, em
especial pelo Prodlcool, para desenvolver o processo de hidrdlise
enzimadtica de modo a torné-lo vidvel comercialmente.!?

Projeto da FAPESP que também objetiva a produgdo de bioener-
giano Brasil € o Programa BIOEN, o qual estd voltado para aprimorar
a produtividade do etanol brasileiro de 1* e 2* gerac¢do e avangar
tanto em ciéncia bdsica quanto em desenvolvimento tecnolégico re-
lacionados a geragdo de energia a partir de biomassa.>'* O programa
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ja gerou uma série de trabalhos, indo desde o sequenciamento do
genoma da cana-de-aguicar por um equipamento chamado Pirosse-
quenciador 454!* até diversos workshops, como o Bioen on Sugarcane
Improvement,” onde se discutiu tanto caracteristicas intrinsecas da
cana-de-acticar — 0 seu genoma — como 0s parametros ambientais
que aperfeicoariam o crescimento e rendimento da planta.'* Em outro
workshop, o BIOEN/PPP Etanol on Sugarcane Photosynthesis," que
uniu o programa BIOEN a outro programa da FAPESP, o Programa
de Pesquisa em Politicas Piblicas (PPPP), responsdvel por financiar
atividades de pesquisa que beneficiem a formulag¢ao e implementacdo
de politicas ptiblicas, cujos resultados tenham impacto no estado de
Sdo Paulo,'® discutiram-se as caracteristicas da fotossintese na cana-
de-acucar, os mecanismos de fixagdo de energia da planta e os meios
para se alcancar uma melhor produtividade.

Basicamente, a biomassa celuldsica é composta de cadeias de
celulose (polissacarideo formado por moléculas de glicose ligadas
através de ligagdes B-1,4-glicosidicas) unidas entre si por ligacdes
de hidrogénio. Essas longas fibras celuldsicas sdo, por sua vez, re-
cobertas por hemiceluloses (polissacarideos ramificados formados
principalmente por D-xilose com pequenas quantidades de L-arabi-
nose, D-glicose, D-manose, D-galactose, dcido glucurdnico e dcido
manurdnico) e ligninas (redes poliméricas tridimensionais formadas
por unidades fenilpropano interligadas).!” As por¢des celulésicas e
hemiceluldsicas da biomassa, representando em torno de 40-50 e 20-
30% do peso seco das plantas, respectivamente, sdo polissacarideos
que podem ser hidrolisados a aguicares e fermentados. As ligninas,
quando degradadas a fragdes de massas molares menores, podem ser
utilizadas na fabricag@o de espumas de poliuretanas, resinas fendlicas
e epoxi, como fontes de fenol e etileno, e podem ser convertidas
em fibras de carbono.?!

Pode-se dizer de uma maneira simples que a obtencéo de etanol
a partir de biomassa envolve duas etapas.”? A primeira consiste na
hidrdlise dos polissacarideos, gerando mono e dissacarideos. A se-
gunda etapa envolve a fermentacdo dos monos e dissacarideos em
etanol. A hidrdlise de celulose gera glicose e celobiose (um dimero
de glicose). Por outro lado, a hidrélise de ligninas e hemicelulose
gera actcares e subprodutos (principalmente, difendis, derivados de
fenilpropano, cetonas, furfural e dcido acético), que muitas vezes
inibem a fermentagdo microbiana.

Os processos hidroliticos nio sdo triviais devido as complexas
interacdes entre hemicelulose e celulose presentes nas paredes celu-
lares dos vegetais e entre estes polissacarideos e ligninas; a natureza
cristalina da celulose e, a barreira fisica formada por ligninas ao
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redor das fibras celuldsicas. Por esta razdo, a biomassa sofre um pré-
tratamento para separar a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade
da celulose e hidrolisar a hemicelulose, separando o hidrolisado da
celulose, a qual sofre tratamento especifico para a obtengao de glicose.
Esta revisdo descreve as caracterfsticas estruturais e propriedades
de materiais celuldsicos, a estrutura e fungdo do complexo celulase,
o pré-tratamento de biomassa e a hidrdlise de material celuldsico.

ESTRUTURA E PROPRIEDADES DE MATERIAIS
CELULOSICOS

Material celuldsico ou lignoceluldsico é um termo genérico
para descrever os constituintes principais na maioria dos vegetais,
ou seja, a celulose, a hemicelulose e a lignina, cuja composigao de-
pende ndo apenas do tipo de vegetal, mas também de condicdes de
crescimento,”?* da parte da planta escolhida,” da idade de colheita,
etc. Entretanto, atualmente a pesquisa em genoma de plantas esta
sendo estimulada para otimizar a produtividade e composi¢do de
diferentes matérias-primas, com o intuito de facilitar a degradacédo
e aumentar a producio de etanol. Por exemplo, uma selecdo de di-
ferentes clones hibridos de 4lamo tem resultado em um clone com
percentual de celulose significantemente maior, além de um menor
contetdo de ligninas.?®

A celulose é um polimero linear com ligagdes glicosidicas B-1,4
entre unidades D-glicopiranose. Tipicamente, cadeias de celulose em
parede celular primdria de plantas tém graus de polimerizacdo (DP)
na faixa de 5.000 a 7.500; o DP de celulose de madeira € em torno
10.000, e a de celulose de algoddo 15.000.2 A temperatura ambiente,
os anéis relativamente rigidos de glicose s@o todos encontrados em
sua energia mais baixa, C4 mantido em conformagdo cadeira, ndo
fazendo transicdes para outra conformacdo cadeira ou para varias
possiveis formas barco-deformado. Com os anéis nesta conformacao,
todos os grupos hidroxilas ligados por ligacdes de hidrogénio e os
substituintes hidroximetilas dos anéis de piranose sdo equatoriais,
direcionados a periferia do anel, enquanto que os prétons hidrofébicos
alifaticos estdo em posigdes axiais, apontando tanto para cima quanto
para baixo, em rela¢do ao plano médio dos anéis.

A estrutura cristalina da celulose foi primeiramente descrita por
Mark e Meyer, em 1928. Desordem e polidispersidade no com-
primento das cadeiras previnem a formagdo de cristais simples, e
estudos de difra¢ao de raios-X da estrutura cristalina da celulose tém
sido limitados a experimentos de difracdo da fibra.!"” A combinagdo
de difracdo de raios-X com cdlculos de modelo indica que cadeias
de celulose cristalina estdo em conformacio de duplas hélices,
achatadas e estendidas; pequenas variacdes nesta conformac@o ou no
empacotamento das cadeias celuldsicas dentro dos cristais levam a
um bom ntimero de polimorfos cristalinos, muitos dos quais podem
ser interconvertidos por vdrios processos de tratamento.””* Sob
condicdes normais, celulose € extremamente insolivel em dgua, o
que € necessdrio para sua propria fun¢do como sustentacdo estrutural
nas paredes celulares vegetais. Sete formas cristalinas foram identi-
ficadas para celulose, e sdo designadas como Io, I, I, I, I, TV,
e [V,. As condi¢des que permitem a interconversdo entre elas estao
representadas na Figura 1.7

Cada uma destas formas cristalinas apresenta caracteristicas
fisicas e quimicas préprias, como solubilidade, densidade, ponto de
fusdo, forma do cristal, além de propriedades Gpticas e elétricas.?*
Na natureza, celulose Iot e Iff sdo as mais abundantes e, logo, sdo
chamadas de celulose nativa.

Celulose Io € o alomorfo majoritario produzido por fontes de
bactérias e fungos e € um cristal triclinico P, com um residuo de
celobiose por cela unitdria.>! As cadeias de celulose sdo orientadas de
modo paralelo como seria esperado para uma cela unitdria com uma
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Figura 1. Representagdo das condi¢cdes que permitem a interconversdo entre
as diferentes formas cristalinas da celulose. Adaptada da ref. 27

cadeia. Celulose Io € convertida a forma mais estdvel If através de
um processo de recozimento a 270 °C em vérias fontes.”’ Celulose I
¢é a forma cristalina majoritdria em plantas superiores e ¢ monoclinica
na natureza, com duas metades de celobiose por cela unitdria.

Celulose 1II € o polimorfo majoritdrio na industria de processa-
mento de celulose. Celulose II por ser formada a partir de regeneragio
ou mercerizagdo da celulose I e € também o alomorfo termodinami-
camente mais estdvel. H4 outras caracteristicas qualitativas impor-
tantes a respeito da conformag@o cristalina das cadeias individuais
de celulose que devem ser notadas.!” Como pode ser visto na Figura
2, na propria extensdo da conformacio cristalina, cada glicose esta
“torcida” em 180° em relagdo a anterior e a seus anéis subsequentes,
de forma tal que os grupos exociclicos alcodlicos primdrios apontam
alternadamente para a direita e para esquerda da dire¢cdo da cadeia.
A cadeia € estabilizada por ligacdes de hidrogénio fortes ao longo
da direcdo das cadeias, do grupo exociclico hidroxila alcodlico
primério O6 ao grupo hidroxila alcodlico secundario O2 do residuo
subsequente, e do grupo hidroxila O3 para o anel de oxigénio O5
do préximo residuo de agticar. Estas ligacdes de hidrogénio ajudam
a manter e refor¢ar a conformacgdo linear e plana da cadeia para
além da rigidez que poderia ser esperada para este tipo de ligagdo. E
importante notar que, para a maioria dos modelos de celulose cris-
talina, ndo hd ligacdes de hidrogénio entre as cadeias em diferentes
camadas do cristal. Com todos os dtomos de hidrogénio alifdticos em
posic¢des axiais e todos os grupos polares de hidroxilas em posicdes
equatoriais, as partes superior e inferior das cadeias de celulose sdo,
em esséncia, completamente hidrofébicas, enquanto que as laterais
das cadeias sdo hidrofilicas e capazes de fazer ligacdes de hidrogénio.
Esta topologia € extremamente importante para o empacotamento das
cadeias nos cristais. Em todos os esquemas propostos de empacota-
mento cristalino, as cadeias sdo empilhadas emparelhando as faces
hidrofébicas, as quais contribuem para a insolubilidade da celulose
sob condigdes normais."

A maioria dos polissacarideos encontrados em paredes celulares
vegetais pertence as celuloses, hemiceluloses ou classes de pectinas.
Ainda que a celulose funcione como o componente rigido e susten-
tador de peso da parede celular, a rigidez da microfibra celuldsica ¢
refor¢cada dentro de uma matriz de hemiceluloses e pectinas.

Hemiceluloses sdo geralmente classificadas de acordo com o
residuo de acticar principal no esqueleto, como, por exemplo, xilanas,
mananas e glucanas.'”” Dependendo da espécie da planta, estagio de
desenvolvimento e tipo de tecidos, vérias subclasses de hemiceluloses
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Figura 2. Celo-hexose mostrando a conformagdo planar e a “torcida”
de 180° dos residuos de celobiose na celulose linear. Adaptada da ref. 19

podem ser encontradas, incluindo glucuronoxilanas, arabinoxilanas,
mananas lineares, glicomananas, galactomananas, galactoglicoma-
nanas, B-glucanas e xiloglucanas. Arabinoxilanas, glucuronoxilanas,
xiloglucanas e mananas lineares sao pouco hidratados e, com excecdo
das mananas lineares (que servem como componente de armaze-
namento de sementes), eles estabilizam a parede celular através de
interacdes de hidrogénio com a celulose e ligacdes covalentes com
alignina. Outras hemiceluloses como, por exemplo, galactoglicoma-
nanas, glicomananas, galactomananas e 3-glucanas sdo usadas como
energia extracelular e sistema de armazenagem dos produtos brutos,
além de mecanismo de retengio de d4gua em sementes.'” Acredita-se
que as hemiceluloses estejam envolvidas na regula¢do da elongacio
e modificacdo da parede, e que as interagdes entre hemiceluloses e as
microfibrilas de celulose sejam mais fortes do que as interagdes entre
as hemiceluloses e ligninas.*> A composicéo quimica e caracteristicas
estruturais das hemiceluloses variam amplamente através de espécies,
localizacdes sub-celulares e estdgios de desenvolvimento. Geralmente
as hemiceluloses estdo quimicamente associadas ou reticuladas a
outros polissacarideos, proteinas ou ligninas.

Além da celulose, as B-glucanas e xiloglucanas possuem um
importante papel na estrutura e fungdo da parede celular porque estao
envolvidas no suporte e reticulagdo da matriz celuldsica através de
ligacdes de hidrogénio com a celulose, com outras hemiceluloses e
pectinas.**3 Estruturalmente elas sdo similares a celulose, pois seus
esqueletos sdo formados por ligagdes B-glicosidicas. B-glucanas
consistem de misturas de residuos de B-(1-3) e B-(1-4) glicosidicas,
enquanto que as xilanas sdo polissacarideos que possuem um esqueleto
de B-(1-4)-D-xilopiranose, com uma variedade de cadeias secundérias.®
A composicdo e ligacdo das cadeias secunddrias determinam o tipo
especifico de variacdo da xilana. Removendo estas cadeias secunddrias
geralmente se eleva a taxa de degradagio por enzimas endoxilanases.*
Os grupos laterais de xilanas podem ter um papel importante na ligacdo
de ligninas com hemiceluloses.*”*® Grupos secundarios, especialmente
substituintes acetilas, afetam propriedades fisico-quimicas e biodegra-
dabilidade das hemiceluloses soldveis ou presas a matriz. A acetilagdo
aumenta a solubilidade do polissacarideo em dgua, desfavorecendo o
estado agregado.** Por outro lado, a presenga de ésteres ligados a
residuos de ndo-carboidratos faz com que as glucanases individuais
ndo consigam liberar produtos de degradag@o uniforme, diminuindo a
degradagdo enzimdtica dos polissacarideos.*

O termo “mananas” indica um polimero linear de residuos com
ligagdes B-(1-4)-glicosideas de manopiranosila. A estrutura e, logo,
a degradac@o de mananas, sdo andlogas a celulose.*' No entanto,
mananas sdo encontradas em apenas algumas plantas particulares.
Sua estrutura pode ser ramificada com diferentes combinacdes de
residuos de glicose e galactose, dando origem as muito mais comuns:
glicomananas, galactomananas e galactoglicomananas.
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ESTRUTURA E FUNCAO DA CELULASE

Celulase ¢ um complexo enzimdtico, cujas enzimas atuam
sinergicamente e estdo subdivididas em trés classes: endo-1,4-f3-D-
glucanases ou endoglucanases, que quebram as liga¢des glicosidicas
das cadeias de celulose criando novos terminais; exo-1,4-B-D-
glucanases ou celobio-hidrolases, responsaveis pela acio nos termi-
nais levando a celobiose; e 1,4-B-D-glucosidades que hidrolisam a
celobiose a glicose.”? A Figura 3 é uma representacéo simplificada da
acdo enzimadtica de cada classe de enzimas. As endo-1,4-B-glucanases
ou 1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolases (EC 3.2.1.4) atuam ran-
domicamente nas regides amorfas da celulose e de seus derivados,
hidrolisando ligagdes glicosidicas B-(1,4). Sua atividade catalitica
pode ser medida através da diminuicdo da viscosidade do meio
decorrente da diminui¢do de massa molar média de celulose ou deri-
vados de celulose.*” As celobio-hidrolases (exo-1,4-B-D-glucanases,
EC 3.2.1.91) atuam nos terminais redutores das cadeias de celulose,
liberando D-celobiose, que pode ser detectada pelas técnicas de HPLC
ou CG.® As “B-D-glucosidases” ou B-D-glucoside gluco-hidrolases
(EC 3.2.1.21) catalisam a libera¢do de unidades monoméricas de
D-glicose a partir da celobiose e celodextrinas soldveis. A atividade
catalitica pode ser medida através da andlise dos produtos por HPLC
ou CG, ou mesmo por espectrofotometria.'”

Celulose

Endoglucanase

Celobiohidrolase

Celobiose

X

p-glicosidase

Glicose Glicose
—_— @

Figura 3. Representagdo esquemdtica da ag¢do catalitica do complexo enzi-
mdtico (celulase) sobre celulose com geragdo de glicose. Adaptada da ref. 48

O sistema da celulase de fungos foi largamente interpretado
em termos de desenvolvimento substancial biolégico molecular e
bioquimico para o fungo Tricoderma reesei — o primeiro fungo a ser
utilizado na producio industrial de celulase, permanecendo ainda
como a fonte mais utilizada. De varias maneiras, este sistema foi
o sistema arquétipo desenvolvido de celulase. Muito da pesquisa
subsequente neste campo focou em mutacdo/selecdo de melhores
descendéncias para comercializacdo da enzima, incluindo conversao
em biomassa. Além de celulases de fungos, hd celulases produzidas
por bactérias aerébicas e anaerébicas.* Recentemente foi publicada
uma excelente revisdo sobre 0s principais aspectos tecnolégicos da
produgéo e aplicagdo de celulases.*”

T. reesei produz duas celobio-hidrolases, a0 menos cinco endo-
glucanases e duas B-glucosidades. A Tabela 1 mostra classificac@o,
substratos, caracteristicas e teores relativos das celulases produzi-
das pelo T. reesei.”> A arquitetura molecular das endoglucanases e
celobio-hidrolases tem um papel importante nas respectivas atividades
cataliticas. Celobio-hidrolases CBHI apresentam terminais de peque-
nos glicopeptideos, os quais se ligam a celulose e grandes nicleos
proteicos que carregam o sitio ativo.*® De fato, a maioria das endoglu-
canases e celobio-hidrolases consiste de um grande ntcleo proteico
e um pequeno dominio ligante de celulose unidos por sequéncias
longas de aminodcidos (até ~60 residuos). O dominio ligante tem a
fun¢do de aproximar o nucleo catalitico da superficie da celulose. Os
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sitios ativos das endoglucases estdo expostos para fora da enzima,
enquanto os sitios ativos das celobio-hidrolases estdo dentro de um
tuinel. Por exemplo, no caso da CBHI do 7. reesei, um tinel de 50 Ade
comprimento e 10 sitios ligantes de celulose garantem a permanéncia
da celulose dentro do tiinel, enquanto ocorre a hidrélise.*’

Tabela 1. Nomenclatura, substratos, massa molar média ponderal (MW), ponto
isoelétrico (pl) e teores relativos das celulases produzidas pelo 7. reesei.” A familia
diz respeito a classificagdo de enzimas com sequéncias homélogas de aminodcidos
similares, as quais geram estruturas tridimensionais e sitios ativos semelhantes e,
portanto, mecanismos cataliticos semelhantes. Adaptada da ref. 49

. . M Teor relativo
a b { w

Enzima Substratos Familia (ke/mol) pl %)
EGI CM, CA, CMC, 7 48,2 4,5 6-10
(Cel7B) HEC, xilana
EGII CM, CA, CMC, 5 442 5,5 1-5
(Cel5A) HEC, galactomanana
EGIIL CM, CA, CMC, 12 25,2 7,5 <5
(Cell2A) HEC
EGIV CM, CA, CMC, 61 35,5 d.d d.d.
(Cell61A) HEC
EGV CM, CA, CMC, 45 24.4 2,9 <5
(Celd5A) HEC
CBHI CC, CM, AC 7 54,1 39 60-75
(Cel7A)
CBHIIL CC, CM, AC, CMC 6 49,7 5,9 10-20
(Cel6A)
BGI CB, CT 3 78,4 d.d. 1-2
(Cel3A)
BGII CB, CT 1 52,2 d.d. 1-2
(CellA)

d.d. - dados desconhecidos. * Abreviagdes entre parénteses correspondem a
classificacdo das familias das glicosil hidrolases. ® Substratos para os quais
as celulases sdo ativas. CM-celulose microcristalina (Avicel), CA-celulose
amorfa, CMC-carboximetil celulose, HEC-hidroxietil celulose, CC-celulose
cristalina, CB-celobiose, CT-celotriose.

No mecanismo sinérgico exo-endo, as endoglucanases clivam
randomicamente cadeias na superficie da celulose, fornecendo assim
numerosos sitios adicionais para ataque das celobio-hidrolases. Logo,
cada evento hidrolitico catalisado por uma endoglucanase resulta em
novos sitios para as celobio-hidrolases. Entretanto, este mecanismo
ndo € capaz de explicar porque o sinergismo entre endoglucanases
e celobio-hidrolases é maior no inicio da hidrélise do que no fim do
processo.” No inicio, o niimero de terminais disponiveis para a celo-
bio-hidrolase € abundante e o efeito das endoglucanases produzindo
mais terminais € desprezivel. Depois, o efeito sinérgico da produ¢do
de novos terminais celuldsicos pelas endoglucanases deve ser maior.
Por isso, uma extensdo desta teoria foi proposta, a qual se baseia
no modelo do obsticulo (ver refs. 51-53). Tal modelo sugere que a
hidrdlise progressiva das cadeias celuldsicas pela celobio-hidrolases
fica bloqueada devido a um obstdculo, que pode ser uma cadeia de
celulose isolada cobrindo a superficie ativa da celulose. A fun¢@o
das endoglucanases € de remover o obstaculo e, assim, “reativar” a
celobio-hidrolase; a acdo da endoglucanase também resulta numa
diminui¢do do comprimento da cadeia, o que ird reduzir a probabi-
lidade da celobio-hidrolase ser presa novamente em um obstaculo.”

O papel de tantas endoglucanases € que parece ndo estar ainda
muito claro. As duas endoglucanases EGl e EGIV possuem atividade
para o mesmo substrato; a tinica diferenca € que a atividade da EGIV €
vdrias ordens de magnitude menor do que a EGIL.** Diferengas em pH
e temperaturas 6timas podem ser uma das explicagdes para a producio
de tantas endoglucanases. Ja foi também especulado que o tamanho
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menor da EGV poderia permitir que ela penetrasse mais facilmente
no material fibroso e, logo, ajudaria a abrir a estrutura do material.*

O processo de se ligar na celulose € a primeira etapa na degra-
dacdo enzimdtica da celulose. Celulases que carregam tanto um
dominio ligante de celulose livre como ligado a um peptideo parecem
altamente susceptiveis em se perder da celulose, pois pode ocorrer
adsor¢do ndo especifica e ligagdo ndo-produtiva de varias enzimas
a celulose.”® A ligacdo de enzimas Cel7, como as 7. reesei CBH 1,
ndo segue o modelo de isoterma de adsor¢do de Langmuir, prova-
velmente porque os sitios de ligag@o para as proteinas na superficie
da celulose né@o sdo energeticamente equivalentes.”” Lignocelulose
apresenta-se como um substrato ainda mais complexo para a a¢ao da
celulase. Evidéncia clara de uma relacio entre o contetido de lignina
e a reducdo na hidrélise da celulose em substratos lignoceluldsicos
foi demonstrada na literatura.®®

PRE-TRATAMENTOS DE BIOMASSA

A hidrdlise da celulose a glicose em meio aquoso catalisado
pelas enzimas celulase possui uma taxa de rendimento muito baixa,
principalmente devida a estrutura altamente cristalina da celulose, a
qual dificulta o acesso do substrato aos sitios ativos.” A dificuldade
aumenta também porque celulase adsorve fisicamente sobre ligninas.
Além disso, a lignina restringe a hidrélise, pois esconde a superficie
celuldsica impedindo o intumescimento das fibras. Logo, torna-se
necessdria uma etapa de pré-tratamento, tanto a fim de quebrar a
estrutura cristalina da lignocelulose quanto a fim de remover a lignina,
expondo as moléculas de celulose e hemicelulose a agdo enzimatica.

Normalmente, hidrélises enzimaticas possuem um rendimento de
acucar menor que 20%, enquanto que, se uma etapa de pré-tratamento
for utilizada, o rendimento pode alcangar até >90%.% Atualmente, hd
uma grande quantidade de processos de pré-tratamento disponiveis,
podendo ser fisicos, quimicos, bioldgicos ou de fracionamento por sol-
vente.®' As operagdes fisicas de pré-tratamento sdo baseadas na redugiao
do tamanho da particula através de moagem, aumentando a performance
da enzima pelo aumento da area superficial e, em alguns casos, pela
redugdo do grau de polimerizagio e cristalinidade da celulose.®!¢*

As principais tecnologias de pré-tratamento estdo representa-
das junto aos pré-tratamentos quimicos, incluindo pré-tratamentos
dcidos, alcalinos ou oxidativos. Neste tipo de processo, a maior
parte dos pré-tratamentos difere nos tipos de quimica e mecanismos
responsdveis pelas modificagdes estruturais e quimicas da parede
celular, que resultam numa acessibilidade melhorada da enzima,
além de rendimentos maiores. Em pré-tratamentos catalisados por
dcidos a camada de hemiceluloses € hidrolisada, enquanto que nos
pré-tratamentos catalisados por bases, parte da lignina é removidae a
hemicelulose tem que ser hidrolisada pelo uso de hemicelulases. Uma
das tecnologias de pré-tratamentos mais amplamente implementada é
aexplosido a vapor, que tem sido aplicada com sucesso a diversos tipos
de biomassa celuldsica (madeiras macias e duras, além de residuos
agricolas).®® Esse processo pode ocorrer com ou sem a presenca de
catalisadores quimicos (4cido sulfirico, diéxido de enxofre,* hidré-
xido de s6dio e amonia).®> Opera a altas temperaturas (160-290 °C) e
pressao, durante um certo periodo de tempo (de alguns segundos até
vérios minutos), antes que a pressio seja liberada explosivamente.

Os pré-tratamentos bioldgicos normalmente utilizam fungos e
algumas bactérias (actinomicetes). Durante o processo, estes micro-
organismos secretam enzimas extracelulares como lignina peroxi-
dases e lacases que ajudam a remover uma quantidade considerdvel
de lignina da biomassa. A empresa de pesquisa em biocombustiveis
Mascoma Corporation® desenvolveu o bioprocessamento consolida-
do, no qual as celulases sdo produzidas pelo mesmo micro-organismo
que fermenta os agticares em etanol em uma tnica etapa.
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A categoria de pré-tratamento de fracionamento por solvente
aplica o conceito da solubilizagdo diferencial e do fracionamento dos
varios componentes da parede celular vegetal, incluindo a celulose,
pelo rompimento das liga¢des de hidrogénio entre as microfibras.®’
Ha muitos métodos disponiveis hoje em dia; os mais atraentes sdo
0s processos organosolv, fracionamento por dcido fosférico® e os
baseados em liquidos i6nicos.®!

Uma comparagdo direta dos rendimentos resultantes de actcar
pelos métodos de pré-tratamento conhecidos ¢ dificil devido as
variagdes de como os rendimentos sdo relatados e quais acticares
estdo incluidos. A Tabela 2 sumariza as vantagens e desvantagens
de cada um deles.

O uso de liquidos i6nicos como meio para dissolucio e hidrélise
de biomassa caracteriza-se como um potencial pré-tratamento.*® Li-
quidos i0nicos sdo substancias compostas de fons e liquidas (<100 °C)
a temperatura ambiente. O interesse nestes compostos, comumente
anunciados como o “meio verde” e a “alta tecnologia do futuro”,
estd aumentando devido a baixissima pressdo de vapor, estabilidade
térmica, além das vérias propriedades ajustdveis, como polaridade,
hidrofobicidade e miscibilidade com solventes (pela modificacio
apropriada do cdtion e do anion). Liquidos idnicos demonstram
um grande potencial de revolucionar a tecnologia das rea¢des. Sua
sintese, propriedades fisico-quimicas e campos de aplicacdo t€ém
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sido revisados, com seu nimero de aplicagdes como meio de reagio
para catdlise e sistemas organicos estando em constante crescimento.
Muitos tipos de liquidos i0nicos com alto grau de pureza estdo agora
comercialmente disponiveis.

Especialmente na quimica de carboidratos e polissacarideos os
liquidos i6nicos vém ganhando um espago especial.”’”> Por exemplo,
alguns liquidos idnicos hidrofilicos como o cloreto de 1-butil-3-
metilimidazdlio ((BMIM]CI) e cloreto de 1-alil-3-(1-metil)imidaz6lio
sdo excelentes solventes para celulose. A Tabela 3 nos dd exemplos
de solubilidade, utilizando celulose de alta massa molecular (DP =
1000), sem pré-tratamento. A maior solubilidade de celulose em
[BMIM]CI, observada a partir de andlise comparativa dos dados da
Tabela 3, pode ser devida a maior penetragio dos fons na extensa rede
de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de celulose, permitindo
uma dissolu¢@o mais rdpida. J4 a presenga de d4gua no liquido idnico
diminui significantemente a solubilidade da celulose.” Apés a disso-
lucdo em liquido idnico a celulose pode ser regenerada pela adi¢ao
de 4gua, etanol ou acetona a solucgdo. A celulose regenerada possui
graus de polimerizacio e polidispersidade semelhantes aos iniciais,
indicando que ndo ha degradacdo das cadeias de celulose pelo liquido
ionico. Entretanto, a morfologia inicial de microfibras se transforma
em uma macroestrutura homogénea, revelando perda de cristalinidade
apos a regeneracdo.”® Resultados semelhantes foram obtidos para

Tabela 2. Sumadrio das vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de pré-tratamento e hidrélise de material celuldsico. Adaptada da ref. 22

Método Vantagens Desvantagens

Métodos diretos

Acido concentrado = Alto rendimento de glicose = Alto custo do dcido ou na recuperacdo do dcido utilizado
= Pouca formacdo de inibidores = Equipamento caro devido a problemas de corrosdo
= Realizado a temperatura ambiente

Acido diluido = Menos problemas com corrosdo quando comparado ao = Formacao de produtos de degradagdo

4cido concentrado

= Método de duas etapas: bom rendimento de glicose

e de acicares de hemicelulose

Pré-tratamentos Fisicos

Moagem ou Vibragdo —seca ® Diminui o tamanho da particula, aumentando

ou timida a drea superficial

= Em alguns casos, reduz o DP e a cristalinidade

Pré-tratamentos de Fracionamento por Solvente

= Necessidade de reatores mais sofisticados para
obtencdo de altos rendimentos
= Concentragio baixa de acticar no fluxo de saida

= Naio € suficiente para aumentar a taxa de conversao de agticar
= Nao retira lignina

Processo Organosolv = Solubiliza ligninas e hemiceluloses (dependendo = Alto custo dos solventes orgénicos, bem como na sua recuperagao
do solvente utilizado) = Alto custo na recuperacao de subprodutos
= Aumento da digestibilidade da biomassa celulésica = Taxa de liquido-sélido deve ser fixada com cuidado
Fracionamento por Acido = Resulta em fibras de celulose amorfas = Alto custo na recuperacdo e purificacdo do dcido fosférico, ace-

Fosférico = Opera a baixa temperatura e pressao
= Altos rendimentos de glicose e xilose

Liquidos Ionicos = Reuso do liquido i6nico apds o processo
= Substrato final com digestibilidade >90%

Pré-tratamentos Quimicos

Explosao a Vapor (com/ = Otimo para madeira macia (na presenca de
sem adicdo de dcido como um catalisador 4cido)

tona e 4cido acético

= O liquido i6nico deve ser completamente retirado antes da hi-
drolise (interfere na atividade hidrolitica das enzimas)
= Alto custo dos liquidos i6nicos

= Formacao de produtos de degradagio
= Uma etapa adicional € necessdria para a remogao da lignina

catalisador) = Altos rendimentos de glicose e acticares de hemicelulose

Expansdo da fibra com aménia ® Pouco gasto de energia: pré-tratamento realizado

(AFEX) a temperaturas de 60-140 °C
= Baixa formacdo de inibidores
Oxidacio Umida Alcalina = Formacdo minima de inibidores

= Remocdo eficiente de lignina

= Alto custo: grande quantidade de amdnia necessaria,
recuperacdo da amonia

= A fragdo da hemicelulose precisa ser hidrolisada por enzimas
= Remocdo desprezivel de ligninas

= Custo de oxigénio e catalisador alcalino (Na,CO,)

= Processo exotérmico: pouca energia necessaria no processo

Pré-tratamentos Biologicos

Uso de Fungos (white rot = Remove quantidade considerdvel de lignina = Maior tempo de residéncia
basidiomycetes) ou bactérias = Pré-tratamento brando (6timo para materiais com alto = Bactérias/fungos consomem um pouco do carboidrato disponivel —
(Actinomicetes) conteudo de carboidratos) menor rendimento de agticar




1554 Ogeda e Petri

celulose microcristalina regenerada a partir de solucdo em cloreto de
1-alil-3-(1-butil)imidazélio” ou acetato de 1-etil-3-metilimidazdlio
([EMIM]ACc).™ Portanto, o uso de liquidos i6nicos como solvente é
um excelente pré-tratamento de celulose, o qual leva a reducdo de
cristalinidade da celulose e consequente aumento dos rendimentos
nos processos hidroliticos e da produco de actcares fermentaveis.

Tabela 3. Solubilidade de celulose de alta massa molar (DP~1000) em liquidos
ionicos. DMIM, AMIM, EMIM, BMIM, HMIM e OMIM representam os ca-
tions 1,3-dimetilimidazdlio, 1-alil-3-metilimidazélio, 1-etil-3-metilimidazdlio,
1-butil-3-metilimidazdlio, 1-hexil-3-metilimidazdlio e 1-octil-3-metilimida-
z6lio, respectivamente. Adaptada das refs. 70 e 72

Liquido iénico Meétodo S?ﬁ’rﬂlgj)de
[DMIM][(CH,),PO,] Aquecimento (30 °C) 2
[AMIM]C1 Aquecimento (80 °C) 2,9-5
[EMIM]C1 Aquecimento (97 °C) 4
[EMIM]Ac Aquecimento (80 °C) + 900 rpm 3-4
Aquecimento (110 °C) ~10
[BMIM]C1 Aquecimento (70 °C) 3
Aquecimento (80 °C) + ultrassom 5
Aquecimento (100 °C) 10
Aquecimento por microondas, 25, solug@o
pulsos de 3-5-s viscosa clara
[BMIM]Br Micro-ondas 5-7
[BMIM]SCN Micro-ondas 5-7
[BMIM][BF,] Micro-ondas Insoldvel
[BMIM][PF,] Micro-ondas Insoldvel
[HMIM]C1 Aquecimento (100 °C) 5
[OMIM]C1 Aquecimento (100 °C) Pouco soltvel

Estudos de hidrdlise enzimdtica de celulose em liquidos idnicos
mostraram que hd uma perda da atividade enzimadtica da celulase em
[BMIM]CL.” A inibi¢do da celulase acontece pela alta forca idnica da
solu¢do, a qual provoca desnaturacdo e inativagdo da enzima. Mesmo
efeito € observado para celulase em acetato de [EMIM]Ac.™ A Figura
4 mostra espectros de dicroismo circular de celulase de 7. reseei em
dgua, em acetato de EMIM puro e na mistura de acetato de EMIM e
dgua (5%/95% v/v). Nota-se que a banda em 216 nm, caracteristica
de o hélices da estrutura nativa da celulase, desaparece na presenga
do liquido i6nico, mesmo em misturas contendo somente 5% de
acetato de EMIM, indicando desnaturag@o da enzima. Por outro lado,
estudo recente mostrou que em misturas de dietilfosfato de 1-etil-
3-metilimidazdlio e d4gua na razdo volumétrica de 1:4 proporcionou
condicdes favordveis para celulase, que converteu 70% da celulose
a glicose e celobiose.™

A hidrolise dcida € aprimorada em liquidos idnicos.”” Além de
H,SO,, outros dcidos minerais incluindo HCI, HNO, e H,PO, foram
testados, utilizando [BMIM]CI como solvente. Quando a celulose é
completamente dissolvida no liquido i6nico, se forma uma solugdo
homogénea, de modo que as ligagdes B-glicosidicas se tornam mais
acessiveis aos fons H*, ao contrario de outros meios, onde somente
a superficie da celulose fica acessivel, consequentemente, as taxas
de conversdo sdo mais altas.

HIDROLISE DE MATERIAL CELULOSICO

Com o passar dos anos, varios métodos foram propostos para
hidrdlise de material celulésico. Comum a todos estes métodos é
que o material deve ser antes mecanicamente quebrado ou moido, a
fim de aumentar a drea superficial.”® Duas rotas sdo frequentemente
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Figura 4. Espectros de dicroismo circular obtidos para celulase em dgua
(linha continua), na mistura de dgua e [EMIMJAc (95/5% v/v) (linha ponti-
lhada) e em [EMIM]Ac puro (linha tracejada). Ref. 74

empregadas para a hidrdlise. A primeira € o uso de hidrélise dcida e
a segunda € a hidrdlise enzimatica do material pré-tratado. Em ambos
os casos, hd varios modos de operacdo; a escolha deve ser baseada
em vdrias considera¢des como, por exemplo, qual o produto bruto
que serd usado, o organismo usado para a fermentagdo dos actcares
liberados, além da economia.

Hemicelulose e celulose podem ser hidrolisadas a agucares e
fermentados microbianamente a varios produtos como o etanol, ou
serem convertidas quimicamente em outros produtos.”-” As cadeias
de hemicelulose sdo formadas por mondmeros de arabinose ou Xi-
lose, a hidrdlise da hemicelulose resulta em moléculas de arabinose
ou xilose (pentoses). A hemicelulose também pode sofrer ataques
a posicdes intermedidrias ao longo de seu esqueleto, liberando oli-
gOmeros feitos de muitas moléculas de aguicares; estas podem ser
sucessivamente quebradas em oligdmeros ainda menores, antes que
uma molécula de um simples agticar possa ser formada.® Tal quebra
pode ser catalisada por enzimas conhecidas como hemicelulases ou
por 4cidos diluidos, com os dltimos utilizando temperaturas de 100-
200 °C, onde se formam produtos de degradagdo, se o objetivo for
bons rendimentos de agticares de hemicelulose em solucdo. Apesar
de tudo, a degradacdo dos agticares liberados pode ser modesta o
suficiente para recuperar cerca de 80-90% do maximo possivel de
agticares.® Por outro lado, operagdes sem a adi¢@o de dcido limitam a
recuperacgdo dos agticares de hemicelulose para 65% ou menos, com
a maioria na forma de oligdmeros.*

Em édgua pura a hidrdlise da celulose ocorre espontaneamente,
porém, de forma extremamente lenta.’! Acidos ou celulase catalisam
a reacdo de dgua com moléculas de glucanas liberando mono, di e/
ou trissacarideos.

A hidrdlise dcida inicia com a protonacao do oxigénio glicosidico
(Figura 5a) com posterior quebra da ligagdo C,—0.”"> O carbocation
gerado na etapa b € estabilizado pela deslocalizagio do par de elétrons
existente sobre 0 oxigénio do anel glicosidico, adjacente a C,. O ataque
nucleofilico da dgua sobre C, (Figura 5¢) com regeneragdo do dcido
(Figura 5d e Se) encerra a etapa de despolimerizagao (se esta ocorrer
no interior da cadeia da celulose, gerando novos terminais) ou de pro-
ducdo de glicose (quando ocorre hidrdlise diretamente nos terminais).

A hidrdlise com dcido concentrado € feita a baixas temperaturas
(cerca de 30 °C) e resulta em rendimentos altos tanto de hexoses
quanto de pentoses (85-90% da teoria),”>** causando apenas uma limi-
tada quantidade de produtos de degradagdo de agticares.”*° O uso de
grandes quantidades de 4cido necessita de uma recuperacdo eficiente
do 4cido. Esta é uma das maiores desvantagens desde método, ja que
arecuperacgdo € um processo que demanda energia, além de ser uma
etapa cara.”* Além disso, a natureza corrosiva do dcido requer o uso
de ligas caras na construcio de canos e trocadores de calor.
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Figura 5. Mecanismo de hidrélise da celulose catalisada por dcido. Adap-
tada da ref. 92

Acido diluido também foi usado com sucesso para a hidrélise de
material lignocelulésico em escala comercial desde o comego de 1930
(o processo Scholler ou Madison de percolag¢do).”*” O dcido mais
comumente utilizado € o H,SO,, devido ao seu menor prego e poucos
problemas com corrosao quando comparado ao, por exemplo, HCI. O
uso de concentracdes baixas de 4cido (<1%) demanda o uso de altas
temperaturas (180-230 °C) para alcancar taxas de reagdes aceitdveis na
hidrdlise da celulose, além de obter altos rendimentos de glicose.”>*
Entretanto, em temperaturas elevadas, as pentoses da hemicelulose, e
numa extensao menor as hexoses, sdo rapidamente degradadas. A for-
macao de produtos de degradac@o pode inibir a fermentacao; portanto,
a hidrélise com 4cido diluido € dividida em duas etapas. Na primeira,
a hemicelulose, principalmente, € hidrolisada em condi¢des menos
severas com temperaturas em torno de 170-190 °C, e concentragdes
de 4cido de 0,5-1,2% (m/m).”-12 Depois, os sélidos restantes sdo re-
movidos e tratados na segunda etapa sob temperaturas na faixa de 200
a 230 °C e em concentragdes maiores de dcido (até 2,5% m/m).%39102
Isto resulta em um rendimento total de 50-60% para a glicose e quase
a90% para agticares da hemicelulose dos rendimentos tedricos. %103

Cadeias longas de celulose, quando aquecidas a altas tempera-
turas com dcido sulfirico diluido, quebram grupos mais curtos de
moléculas que liberam glicose e que, por sua vez, pode ser degradada
a hidroximetil furfural.'™ Geralmente, a maior parte da celulose &
cristalina, e condigdes extremas (altas temperaturas, altas concen-
tracoes de dcido) sdo necessarias para liberar glicose destas cadeias
fortemente associadas. Além disso, o rendimento aumenta com a
temperatura, chegando até 70% a 260 °C.!* Entretanto, a geragdo de
alcatrdo e outros produtos secunddrios dificeis de lidar'® e o dificil
controle do tempo de reag@o para rendimento maximo de glicose sao
grandes desafios comerciais.

A hidrélise dcida da hemicelulose € similar a da celulose." Entre-
tanto, como a hemicelulose € amorfa, condi¢des menos severas sao
necessdrias para liberar os agticares da hemicelulose. Vapor € injetado
diretamente a biomassa para aquecé-la rapidamente, e o dcido acético
contido nas cadeias de hemiceluloses pode gerar {ons de hidrogénio
para promover a hidrélise. Apesar disso, neste caso, os rendimentos
de agticares de hemicelulose sdo limitados a cerca de 65% do méaximo
possivel.?* Por outro lado, adicionar dcido sulftrico ou outros dcidos
resulta em rendimentos mais altos e celulose mais digestiva a um
preco menor.**% Por exemplo, rendimentos de 80-90% dos agicares
podem ser recuperados da fracdo da hemicelulose com temperaturas
em torno de 160 °C, tempos de reag¢@o de cerca de 10 min e niveis
dcidos de 0,7%.% Além disso, aproximadamente 90% da celulose
solida restante pode ser digerida enzimaticamente para produzir
glicose. Estes altos rendimentos sdo vitais para baixos custos’#!83.85
e tém motivado o uso de 4cido sulfirico diluido na hidrdlise dcida
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para aplicagdes a curto prazo.33% Apesar de considerada inovadora, a
hidrélise com acido sulfurico diluido € cara; seu ambiente corrosivo
demanda o uso de materiais de construgio caros.”$!14385 Além disso,
produtos de degradagdo, como fragmentos de furfural e lignina, e
compostos de biomassa solubilizada, como acido acético, devem ser
removidos por serem inibitdrios para fermentacdo microbiana.!?’-1%8

Industrialmente a conversdo enzimdtica da celulose a etanol
envolve operagdes de pré-tratamento para retirar ligninas e expor
celulose e hemicelulose ao ataque da celulase.*®19019110 ApGs o
pré-tratamento comegam as operacdes de hidrdlise e fermentagao.
Quando a hidrélise ocorre sequencialmente a fermentacao a operacao
é designada de SHF - Separate Hydrolysis Fermentation. O problema
nesta operacgdo € que a glicose e celobiose permanecem no mesmo
meio que a celulose e celulase e estes mono e dissacarideos inibem
a acdo da celulase. Embora os rendimentos possam ser melhorados
adicionando grandes quantidades de celulase, esta estratégia aumenta
o custo do processo. Para contornar este problema adiciona-se o
micro-organismo fermentativo ao mesmo vasilhame onde estio
sendo produzidos os acticares. Desta forma, glicose e celobiose sdao
rapidamente fermentadas a etanol, reduzindo o acimulo destes ini-
bidores de celulase'"" e de custos de equipamentos e de produgio de
etanol.®! A baixa concentragdo de glicose livre e a presenca de etanol
também fazem com que seja mais dificil para micro-organismos in-
vasivos tomarem o comando das rea¢des de fermentacio, formando
produtos indesejaveis. Esta estratégia é conhecida como processo
de sacarificagdo simultanea e fermentagdo, SSF (Simultaneous Sac-
charification and Fermentation). Embora a temperatura do processo
SSF tenha que ser reduzida abaixo do 6timo, o desempenho € melhor
em termos de taxas, rendimentos e concentracdes de etanol do que
na hidrdlise separada a altas temperaturas (que sdo Otimas para a
hidrélise da celulose).®!

Industrialmente o uso de celulases ainda € proibitivo devido ao
seu alto custo. De modo geral, a catdlise enzimdtica deve combinar
eficiéncia e baixo custo. Uma maneira de fazer o processo enzimético
economicamente vidvel € imobilizar enzimas sobre substratos sélidos,
de tal forma que as propriedades cataliticas sejam mantidas, além de
serem reutilizadas muitas vezes. O grande desafio € que ao imobilizar
aenzima, esta mantenha sua estrutura nativa. A forca motriz que dirige
a adsorc¢do de muitas proteinas e enzimas € o ganho entrépico devido
as mudancas conformacionais, mudancas estas que podem desnaturar
as macromoléculas bioldgicas.!”> Em muitos casos, a imobiliza¢do
sobre substratos hidrofilicos favorece a manutencio da estrutura
nativa das biomoléculas, porque a camada de hidratagdo ¢ mantida.
Este comportamento ja foi observado para hexoquinase,'"* enolase,''*
fosfatase,'" creatina fosfoquinase,''® peroxidases.'!’

Celulase tem sido imobilizada sobre diferentes substratos. Celu-
lase ligada covalentemente a superficie externa de lipossomos modi-
ficados com grupos aldeidos apresentou alta atividade enzimética.''®
Celulase imobilizada sobre microesferas e esponjas de quitosana pu-
deram ser utilizadas 10 vezes consecutivas, e apenas depois de 8 (para
microsesferas) e 9 (para esponjas) vezes € que foi observada perda de
50% da atividade relativa.'' Celulase adsorvida sobre nanofibras de
poli(dlcool vinilico) apresentou atividade 65% superior a da enzima
livre, sendo reutilizadas 6 vezes com perda de 64% da atividade
inicial.’® Celulase aderida sobre suportes de nylon ou quitina'?' ou
mesmo ligada covalentemente a espumas de poliuretano apresentou
boa eficiéncia.'”? A coimobiliza¢do de celulase e glicose isomerase
em particulas de poliestireno modificado com p-trimetilamina per-
mitiu a conversdo de celulose em glicose e frutose numa taxa molar
de 60:40, retendo 50% da atividade inicial apds 5 ciclos de uso.'?
Celulase adsorvida sobre 1aminas de silicio com camada nativa de
SiO, apresentou atividade 20% menor que a de celulase livre e pode
ser reutilizada 6 vezes sem perda de atividade catalitica.*
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Em geral, tanto celulases livres como imobilizadas apresentam
maior atividade na faixa de temperatura de 60 a 70 °C e pH entre 4,5 ¢
548124125 O aquecimento pode favorecer a diminuigéo da cristalinidade e a
mobilidade da dgua de hidratagdo, fatores que inibem a acdo da celulase.
Simulacdes moleculares t€m sido usadas para modelar a estruturacio
da dgua adjacente a duas diferentes faces da celulose I monoclinica e
microcristalina.'” Moléculas de dgua adjacente foram encontradas na
primeira camada de hidratagdo, devido as ligagdes de hidrogénio entre
as hidroxilas das unidades glicosidicas e a hidratac@o das superficies
hidrofébicas resultantes dos d&tomos de hidrogénio alifdticos (C6) axiais
do “topo” das unidades de mondmeros de glicose. As camadas altamente
estruturadas de dgua podem representar uma barreira substancial a
aproximacdo da celulase em direcdo a superficie (1,0,0) na hidrdlise
catalisada por enzimas, e pode inibir significantemente o escape de
produtos soldveis em hidrélise com 4cido diluido, contribuindo para as
taxas lentas de hidrdlise observadas experimentalmente. J4 a face (1,1,0)
induz muito menos estruturagio e pode ser mais facilmente hidrolisada.

A remocio de hemicelulose aumenta o rendimento da hidrélise
enzimdtica de celulose. 1% Ligninas também devem ser removidas
porque celulase adsorve sobre elas'*!'* e impede o intumescimento
das fibras de celulose.'3*!%

Todas as celulases principais do T. reesei tém aminodcidos
hidrofébicos expostos em sua superficie, que podem interagir com
a superficie hidrofébica da lignina.'*¥ Este tipo de adsorc¢éo ndo
especifica de celulases pode causar inativa¢do da enzima durante a
hidrélise, reduzindo a eficiéncia do processo catalitico.!*>131% Uma
forma de minimizar este tipo de adsor¢ao nao especifica da celulase
€ a adigdo de surfactantes ao meio reacional.'*® Surfactantes ndo
ionicos (como o Tween ou Triton) favorecem a hidrélise,'*! enquanto
que surfactantes carregados desfavorecem a hidrélise.

Como ja discutido, a biomassa € um material complexo. Para a hi-
droélise de hemicelulose hd enzimas especificas, como as xilanases ou
mananases. Entretanto, ndo se sabe como a acdo destas hemicelulases
afeta o desempenho das celulases.'*> Hemicelulases sdo produzidas
por muitas espécies de bactérias e fungos, assim como por vdrias
plantas. Muitos micro-organismos produzem um padrao multiplo
de hemicelulases para degradar o material vegetal eficientemente.
Hoje, preparacdes de hemicelulases comerciais sio obtidas a partir
dos fungos Trichoderma ou Aspergillus geneticamente modificados."

Uma parte majoritdria dos trabalhos publicados sobre hemi-
celulases lida com as propriedades e modos de acdo, assim como
com aplicacdes das xilanases. Devido a sua natureza complexa, a
hidrdlise enzimdtica da xilana € mais complicada do que a maioria
dos polissacarideos vegetais, por causa das ramificagdes das cadeias.
Tipicamente, as ramificacdes das xilanas sdo removidas e depois o
esqueleto € despolimerizado. Conforme os substituintes sdo remo-
vidos, a xilana pode se tornar menos soltvel e formar agregados que
impedem estericamente a continuagdo da degradagdo. A remocido
simultanea dessas cadeias secunddrias e a clivagem do esqueleto
polimérico sinergicamente aumentam a taxa de degradagdo por
enzimas endoxilanase.'

CONSIDERACOES FINAIS

A producio de etanol a partir de celulose € um desafio que vem
provocando vérios pesquisadores em muitos paises.'** O etanol é
inegavelmente um combustivel menos poluidor e, especialmente no
caso do Brasil,' a polémica alimentos versus combustivel perde
forca. Um exemplo disto € a implementa¢@o de programas de pesquisa
voltados para pesquisa de conversdo de biomassa de cana-de-agucar
em etanol.” Apesar da obtencdo do etanol a partir de fermentagio da
glicose ser uma etapa ja bem controlada, o grande desafio ainda € a
obtencio de glicose a partir de celulose (biomassa) usando métodos

Quim. Nova

“limpos”, onde altas temperatura e pressao e solventes organicos sao
desnecessarios, e economicamente viaveis.
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