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RESUMO

Com a demanda crescente por fontes alternativas de biocombustiveis devido a escassez dos combustiveis
fésseis, tem-se percebido muitos estudos buscando novas alternativas renovdveis e de baixo custo para producaio
de etanol. O etanol produzido a partir de material lignocelulésico é uma boa alternativa, uma vez que ndo estd
relacionado & polémica food versus fuel” e também devido a capacidade de utilizactio completa dos materiais
na obtencdo de um produto. Esta ideia nos remete co conceito de biorrefinarias, uma vez que garante a viabi-
idade econémica e ambiental do processo. No enfanto, a producdio de etanol de segunda geracdio exige alta

complexidade tecnolégica. Assim, hd algumas etapas adicionais quando se utiliza materiais lignocelulésicos para
obtencdo de etanol, séio necessdrios o pré-tratamento e a hidrélise, que sdo efapas essenciais. Deste modo, o pre-
sente artigo propde uma revisdio da degradacdo lignoceluldsica por hidrélise enzimdtica para producdio de efanol.
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Com o desenvolvimento industrial dos paises

desenvolvidos e subdesenvolvidos no Ultimo século,
bem como com o crescimento da populacéio mundial,
um grande aumento no consumo de energia esfd
sendo observado atualmente (HENDRKS; ZEEMAN,
2009). Deste modo, juntamente com o esgotamento
das reservas energéticas provenientes de combustiveis
fésseis, com o aumento significativo no custo destes e
emissdes de gases poluentes advindos da queima
destes combustiveis, tem-se notado um grande interesse
por novas alternativas de combustiveis renovdveis
e ndo poluentes (HENDRKS e ZEEMAN, 2009).
Atualmente, houve um grande avanco nos estudos
sobre producaio de efanol de segunda geragéio, como
forma de diminuir o dependéncia do petréleo e com
isso aumentar a matriz energética. Nesse contexto, o
efanol lignocelulésico ou de segunda geracdio pode
ser uma alternativa potencial, principalmente devido
ao baixo custo de producdio e a ndo competicdio com
almentos, uma vez que sdo utlizados os residuos
agricolas, florestais e industriais (KHARE; PANDEY;
LARROCHE, 2015).

O termo ‘lignocelulésico” de acordo com
Brown (1999) ¢ utilizado para descrever os principais
constituintes encontrados na maioria dos vegetais,

ou seja, a celllose, hemicelulose e a lignina, cuja

composicdo ndo depende somente do tipo de vegetal,
mas fambém das condicdes de crescimento, época de
colheita, entre outros.

A producio de efanol a partir de residuos
agroindustriais, € uma das alternativas mais importantes
para a producdio de combustiveis renovdveis. Por isso,
diferentes tecnologias de pré-tratamento, hidrélise e
fermentacdo vém sendo a cada dia mais estudadas,
pois deste modo serd possivel demonstrar a viabilidade
deste processo (LU, et al, 2002; SOCCOL et al., 2010).

Deste modo, o presente artigo de reviséo traz uma
abordagem dos materiais lignoceluldsicos (celulose,
hemicelulose e lignina), descrevendo alguns pré-

tratamentos utilizados na degradacio da biomassa

lignocelulésica com énfase na hidrélise enzimdtica
envolvendo as principais enzimas envolvidas assim
como a sua composicdo quimica, para producdo de

efanol de segunda geracdo.

O presente  trabalho teve com  principal
metodologia a revisdo de literaturas  existentes
relacionadas ao objetivo do artigo de revisdo. Foram
escolhidas quatro bases de dados para a pesquisa
(Scielo, Google Schoolar, Science Direct e PubMed).
Para melhor definicdio dos termos de busca nas bases
selecionadas, foram utilizadas palavras-chaves como
efanol, material lignocelulésico, biocombustiveis, cana-

de-acicar, hidrélise enzimdtica, dentre outras.

As maiores fontes de carboidratos existente no
mundo s&o oriundas da biomassa lignocelulésica. Esta
biomassa inclui vdrios residuos agricolas como palhas,
cascas, pedinculos e caules. A principal dificuldade
do uso de biomassa lignocelulésica na converséo em

aclcares fermentesciveis, reside nas caracteristicas

quimicas e morfolégicas existentes entre os  trés
principais componentes dos materiais lignoceluldsicos
(celulose, hemicelulose e ligninal. Geralmente a
concentracdo dos componentes é de 35-50% de
celulose, 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina
e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos.
Porém, essas concentragdes variam de acordo com o
tipo de biomassa, conforme a Tabela 1. Basicamente,
os materiais lignoceluldsicos s@o constituidos  por
cadeias de celulose envolvidas em uma matriz amorfa
de polioses e lignina, cuja princioal funcdo é a acdo
confra os afaques de microrganismos e/ou enzimas,

assim tornando esses materiais estruturalmente rigidos
e pouco reativos (ZANG et al, 2007; SANTOS et al,
2012; WATKINS et al, 2015).




Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagagco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de miho 35 25 35
Espiga de miho 45 35 15
Algodao Q5 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 n
Palha de arroz 433 26,4 16,3
Forragem de miho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de 60-65 6-8 510
bananeira
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Tabela 1 - Composicaio quimica de biomassa lignocelulésica de
diferentes fontes

FONITE: Santos et al. (2012).

A celulose é o polimero natural em maior
concentracdo na biomassa lignocelulésica e de
maior ocorréncia no mundo, respondendo por
aproximadamente 40% de toda reserva de carbono
disponivel na biosfera atual (ZHANG et al, 2007).
A estrutura desse polissacarideo ¢ formada por
moléculas de dlicose ligadas através de ligacdes
B-14-glicosidicas unidas por ligacdes de hidrogénio
(Fig. 1) Na parede celular priméria de planfas as
cadeias de celulose t&m graus de polimerizacdo (DP)
que variam entre 5000 a 7.500. Na celulose de
madeira o DP é de aproximadamente 10000, j& de
celllose de algodao ¢ 15000. Essas cadeias s@o

formadas por camadas, unidas por forcas de van der

Waals com ligacdes de hidrogénio (GAN et al, 2003).
E importante ressaltar que em temperatura ambiente
os anéis de dlicose rigidos s&o encontrados no mais
baixo nivel de energia (WYMAN et al, 2005).

A cadeia linear da D-glicose possui uma liberdade
rofacional que permite o ataque da hidroxila do
carbono 5 ao carbono 1, resulfando na formacdo de um
hemiacetal em relacéo intramolecular. Apds a reacdo
que fecha o anel, as hidroxilas do carbono anomérico
(quiral) podem assumir duas possiveis orientacdes, axial
ou equatorial, resultando os anémeros A e B. As formas
a e B podem se interconver em solucdes aquosas,
onde pode ocorrer a abertura ou fechamento do anel
(mutarrotacdo) até o estabelecimento de um equilibrio
(LEHNINGER et al, 1995).

A estrutura da celulose pode ser classificada de trés
formas. A primeira forma é definida pelas sequéncias
de residuos [3-D-glicopiranosidicos unidos entre si por
ligacdes covalentes, onde formam um homopolimero
anidroglicose com ligagdes B-D (1—4) dlicosidicas.
A segunda forma é a descricio da conformacdo
molecular, onde caracteriza as distancias das ligacdes
e respectivos angulos das unidades repetitivas
(celobiose), ou seja, a organizagdio espacial. A terceira
forma define a associacdo molecular que formam
agregados com uma deferminada estrutura cristaling,
estes agregados que conferem a insolubiidade da
celulose em dgua e em alguns tipos de solventes, bem
como a resisténcia as tensdes (ATALLA et al, 1993;
DING et al, 2006),

As  hemicellloses sd@o heteropolissacarideos
complexos compostos por D-glucose, D-galactose,
D-manose, D-xilose, L-arabinose, dcido D-glucurénico
e 4cido 4-O-metil-glucurdnico (Fig. 2). As hemiceluloses

sdo classificadas de acordo com o residuo de acicar
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Figura 1: Representacdio esquemdtica da molécula de celulose.

FONTE: Santos et al. (2012).



que é seu principal constituinte (WYMAN et al, 2005).
Sua estrutura apresenta ramificagdes que interagem
com a celulose, assim possibilitando maior estabilidade
e flexibilidade co agregado, é importante ressaltar
que sua estrutura & mais semehante & celulose do
que a lignina (RAMOS, 2003). Hemiceluloses podem
ser encontradas em diferentes subclasses, que incluem
glucuronoxilanas, arabinoxilanas, mananas  lineares,
glicomananas, galactomananas, galactoglicomananas,
B-glucanas e xiloglucanas, essas subclasses variam
de acordo com a espécie da planta, estdgio de
desenvolvimento e do tipo de tecidos.

A cadeia linear da D-glicose possui uma liberdade
rofacional que permite o ataque da hidroxila do
carbono 5 ao carbono 1, resultando na formacdo de um

hemiacetal em relag@io intramolecular. Apds a reagéio

que fecha o anel, as hidroxilas do carbono anomérico

(quiral) podem assumir duas possiveis orientacdes, axial

ou equatorial, resultando os anémeros A e B. As formas
a e B podem se interconver em solucdes aquosas,
onde pode ocorrer a abertura ou fechamento do anel
(mutarrotacdo) até o estabelecimento de um equilibrio

(LEHNINGER et al, 1995).

A estfrutura da celulose pode ser classificada de trés

formas. A primeira forma é definida pelas sequéncias
de residuos B-D-glicopiranosidicos unidos entre si por

ligacdes covalentes, onde formam um homopolmero

anidroglicose com ligagdes B-D (1—4) dlicosidicas.
A segunda forma é a descricio da conformacdo
molecular, onde caracteriza as distancias das ligacdes

e respectivos angulos das unidades repetitivas

(celobiose), ou seja, a organizagdo espacial. A terceira
forma define a associacdo molecular que formam
agregados com uma deferminada estrutura cristaling,
estes agregados que conferem a insolubiidade da
celulose em dgua e em alguns tipos de solventes, bem
como a resisténcia as tensdes (ATALLA et al, 1993;
DING et al, 2006).

As  hemiceluloses

complexos compostos por D-glucose, D-galactose,

sdo  heteropolissacarideos
D-manose, D-xilose, L-arabinose, dcido D-glucurdnico
e acido 4-O-metil-glucurénico (Fig. 2). As hemiceluloses
sdo classificadas de acordo com o residuo de aclcar
., 2005).

Sua estrutura apresenta ramificacdes que interagem

que & seu principal constituinte (WYMAN et a

com a celulose, assim possibilitando maior estabilidade

z

e flexiblidade co agregado, ¢ importante ressaltar

que sua estrutura é mais semehante & celulose do
que a lignina (RAMOS, 2003). Hemiceluloses podem
ser encontradas em diferentes subclasses, que incluem
glucuronoxilanas, arabinoxilanas, mananas  lineares,
glicomananas, galactomananas, galactoglicomananas,
B-glucanas e xloglucanas, essas subclasses variam
de acordo com a espécie da planta, estdgio de
desenvolvimento e do tipo de tecidos.

Existem diferentes funcdes que as hemiceluloses
sdo capazes de realizar como por exemplo as
arabinoxilanas,  glucuronoxilanas,  xiloglucanas e
mananas lineares sdo responsdveis pela estabilizacdo
da parede celular através das interacdes de hidrogénio
com a celllose e ligagdes covalentes com a lignina.

Qutras como as galactoglicomananas, glicomananas,

Figura 2: Representacdo esquemdtica da molécula de hemicelulose.
FONITE: Santos et al. (2012).



Figura 3:
Representagaio
esquemdtica

dos precursores
monomérico da lignina.
FONTE: Watkins ef al,
(2015).

Alcool p-cumarilico

galactomananas e B-glucanas séo fontes de energia
extracelular e agem no sistema de armazenagem
dos produtos brutos, além disso, estdo envolvidas
no mecanismo de refencdio de agua em sementes

(WYMAN et a

maioria das vezes as hemiceluloses estdo quimicamente

, 2005). E importante ressalfar que, na

associadas ou reficuladas a outros polissacarideos,
proteinas ou |igninosA

Depois da celulose, a macomolécula  mais
abundante dentre os materiais lignocelulésicos ¢ a
lignina, representando de 20 a 30% da massa fotal
da biomassa lignocelulésica. Esta ¢ um heteropolimero
amorfo que possui trés unidades diferentes de
feniloropanos (élcool p-cumarilico, dlcool coferflico e
dlcool sinapilico) que sdo precursores monoméricos
(Fig. 3) (DENCE; LIN, 1992). Estes fenilpropanos geram
unidades p- hidroxibenzilicas, guaiacilicas e siringilicas.

Para que ocorra o deposito da lignina junfamente
com os carboidratos, deve ocorrer a lignificacdo, onde

serdo formadas ligagdes covalentes com unidades

monossacaridicas das hemiceluloses (WATKINS et al,
2015). E imporfante ressaltar que a composicdo e a
organizacdo dos constituintes da lignina variam de
acordo com a espécie e damatriz celulose-hemicelulose.

Qutros extrativos s@o encontrados nos materiais
lignocelulésicos, além dos trés constituintes principais.
Esses componentes podem variar em cada
espécie de biomassa lignocelulésica e representam

aproximadamente de 5 a 20% da massa As

substancias  quimicas que estdo incluidas nesses

Aleool comiferilico

My

Alcool sinapilico

extrativos s@o: terpenos/terpenoides, gorduras/ceras,
vdrios componentes fendlicos, proteinas e cinzas
(RABELO, 2007). Essas substancias quimicas fornecem
caracteristicas da planta, como cheiro, cor, sabor e
propriedades abrasivas (FENDEL;, WEGENER, 1989
D'ALMEIDA, 1988).

Os materiais lignocelulésicos sdo insoliveis e
recalcitrantes, e precisam de pré-tratamento mecanico,
fisico ou quimico, seguido de hidrélise para obtencdo de
mondmeros e consequente producdio de etanol. Para
que a biomassa lignocelulésica possa ser utilizada como
matéria -prima em processos quimicos ou bioldgicos,

estas necessitam passar por um pré-tfratfamento para

desorganizar o complexo lignocelulésico. A lignina é o
principal obstdculo, pois a sua quebra libera alguns
subprodutos que inlbem o processo fermentativo
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

O pré-tratamento é responsdvel pela quebra da
lignina e solubilizagdo dos componentes hemicelulésicos
a fim de fornecer agicares fermentesciveis. Esse
processo fem como principais objefivos reduzir a
cristalinidade da celulose, reduzir a polimerizacgo da
hemicelulose e lignina e aumentar a drea de superficie
para a atuagdo de enzimas (KHARE: PANDEY;
LARROCHE, 2015)

O pré-tratamento deve melhorar a formacdo
de aclcares, evitar a perda ou degradaciio de
carboidratos, evitar a formacdo de subprodutos

inibidores para a fermentacdo e hidrélise e além disso



o prétratamento deve ser rentavel (SUN; CHENG,
2002)

Pré-tratamentos para a biomassa lignocelulésica
incluem métodos  quimicos, mecanicos ou fisicos,
biolégicos e vdrias combinagdes dos mesmos, e a

escolha de cada pré-tratamento ird depender da

matéria-prima (LEE; OH; LEE, 2015).

Consiste basicamente na trituracdio e moagem da
matéria-prima e tem como objetivo reduzir o tamanho
das particulas e a cristalinidade. Reduzir o famanho da
particula possibilita o aumento da superficie disponivel
e uma reducdo do grau de polimerizacdo. Vale
ressaltar que este tipo de pré-tratamento nd&o gera
inibidores e apresenta bons rendimentos de efanol e
metano. Muito embora, este processo ndo € tao viavel
economicamente, uma vez que gera alto consumo
de energia e consequentemente aumenta o custo do
processo (GHAFFAR; FAN: MCVICAR, 2015).

Pré-tratamento fisico-quimico (Exploséo a vapor,

Térmico, AFEX e Explosaio de CO2)

Este processo faz uso de elevadas temperaturas
(superiores a 180°C) para que seja possivel a ruptura
do complexo lignocelulésico, quando se empregam
temperaturas superiores a 250°C este processo
é denominado pirdlise. Uma desvantagem do pré-

tratamento térmico é que este libera compostos

inibitérios (HENDRKS; ZEEMAN, 2009)

Este processo consiste no uso de alta pressdo de
vapor safurado, onde a temperatura varia entre 160
a 260 °C. A biomassa lignocelulésica &€ submetida a
uma despressurizacdo rdpida, que acarrefa em uma
explos@o do material. Existem algumas variacdes do
pré-tratamento de explos@o a vapor, onde pode-se
utilizar liquido de agua quente, aménia (AFEX) ou CO2
ao invés do vapor (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

O pré-tratamento quimico consiste em tratamentos

com ozénio, dcidos, bases e solventes organicos.

A ozondlise consiste em um pré-tratamento que
faz uso do ozénio para que ocorra a degradacdo dos
materiais lignocelulésicos. Tal processo remove a lignina
de forma eficaz e ndo hd a producdo residuos téxicos.
Além disso, outra vantagem desse processo utilizando
ozénio é que as reacdes sdo realizadas a temperatura
e pressdo ambiente. (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009)

J& o processo denominado organosolv € feito com
a mistura de solventes organicos e dgua em elevadas
temperaturas na presenca de um catalisador, podendo
ser &cido cloridrico, écido sulfirico, clorefo de cdlcio,
dentre outros (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Diversos
tipos de solventes podem ser utilizados nesse processo,
como: acetona, etanol, metanol, dcido acético e dcido
ferico RAMOS et al, 2013; WU et al, 2014). Entretanto,
devido ao baixo custo, as caracteristicas quimicas e a
fécil recuperacdo o etanol é atualmente o solvente
mais utiizado no processo de organosolv (ZHANG et
al, 2013). A vantagem desta técnica é a recuperacdo

elevada, ndo apresentar toxicidade e o alto grau de
pureza da lignina, em torno de 70% (ZHANG et al,
2010; WEN et al, 2013).

Esta forma de pré-tratamento ocorre por meio de
microrganimos, como por exemplo, o fungo da podridao
branca e marrom, que produzem naturalmente enzimas
como lacases e peroxidases (capazes de degradar a
lignina e hemicelulose dos materiais lignocelulésicos). O
pré-tratamento com uso de microrganismos apresenta
a vantagem de ter baixo custo de energia, além
de condigdes ambientais amenas. Por outro lado,

apresenta baixa taxa de hidrélise e perda da fracdo

celulésica (GHAFFAR; FAN; MCVICAR, 2015).



As duas principais técnicas mais estudadas na
literatura para obtencdio de aglcares fermentesciveis
de materiais lignocelulésicos sdo a hidrélise com dcidos
ou a hidrélise enzimdtica (DELABONA et al., 2012).

A hidrélise com d&cidos é bastante conhecida
e explorada, porém apresenta desvantagens em
relac@o a sua toxidez e corrosividade, assim no ponto
de vista ambiental é uma técnica poluente por confa
dos solventes utilizados. Além disto, se faz necessdrio

o uso de reatores alfamente resistentes & corrosdo.

CELULDSE

HEWICELULOSE -J
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o I -
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ey
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Figura 4: Representacdo esquemdtica da produgdio de etanol a
partir de biomassa lignoceluldsica.
Fonte: Santos et al. (2012).

Deste modo, apesar de um custo mais elevado, a
hidrélise enzimdtica se destaca, uma vez que apresenta
rendimentos mais efetivos, ndo gera inibidores e &
ambientalmente mais vantajosa (KHARE; PANDEY;
LARROCHE, 2015).

O processo de hidrélise enzimdtica pode ser
ofimizado através da suplementacdo de B-glicosidases
ou remocdo dos agicares durante a hidrélise ou ainda
pode-se mehorar a hidrélise através da adicdo
de agentes surfactantes tensioativos (HENDRIKS;
ZEEMAN, 2009),

Através de estudos sobre a hidrolise enzimdtica da
celulose, consideram-se que este polimero & encontrado
em duas formas: amorfa ou cristalna. A enzima
celulase, que realiza a hidrélise enzimdtica da celulose,
é altamente especificas em relagéio ao seu substrato,
essa especificidade da celulase evita a degradacdo
da glicose, o que pode ocorrer na hidrélise dcida,
portanto uma vantagem para utlizacdio da hidrélise
enzimdtica (CONTERO, 1992). O rendimento da
hidrélise enzimdtica da celulose com a enzima celulase
é muito baixo, isto & explicado pela estrutura altamente
cristalina da celulose, que dificulta o acesso cos sitios
ativos do substrato (DADI et al, 2006). Além disso, a
absorcao fisica da celulase sobre a lignina dificulta mais
ainda o processo de hidrélise.

Devido a estas dificuldades, necessita-se de uma
efapa de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica,
cujo principal objetivo é a quebra da estrutura cristalina
de celulose e hemicelllose e a remocdo da ligning,
possibilifando assim a a¢do enzimdtica nas moléculas
de cellose e hemicelulose. A lignna age como
barreira fisica para as enzimas que atuam na hidrélise
da biomassa e influencia na quantidade de enzima
requerida para o processo, dificulfando a recuperagéio
da enzima apds o processamento de hidrélise (LU
et al, 2002). Na hidrédlise enzimdtica geralmente
o rendimento de acucares é menor que 20%, j@ em
processos de produciio de efanol, onde utiiza-se a

efapa de pré-tratamento, o rendimento pode alcancar

até Q0% (SOUSA et al, 2009).



O efanol que é produzido a partir de carboidratos
complexos segue algumas etapas: 1) pré-tratamento
da biomassa para abertura das fibras; 2) hidrélise
enzimdtica para obtencdo de agucares fermentesciveis;
3) fermentacdo destes aclcares em efanol e 4)
separacdo e purificacgo (Fig. 4) (BINOD et al, 2012,
ROCHA et al, 2013)

CONCLUSAO

Portanto, para a producdo de etanol por biomassa
lignocelulésica & essencial a etapa de pré-tratamento
da matéria prima, pois nesta etapa ocorre a quebra
da estrutura cristalna de celulose e hemicelulose
e a remogdo da lignina, possibilitando assim a agdio
enzimdtica nas moléculas de celulose e hemicelulose na
efapa posterior de hidrolise enzimdtica. E importante
ressalfar que a hidrolise enzimdtica possui  alta
especificidade com o substrato, porfanto isto & uma
vantagem comparado a outros métodos de hidrélise
de biomassa lignocelulésica, pois a especificidade da

celulase evita a degradacao da glicose.
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