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RESUMO

O etanol produzido por matérias-primas renovaveis surge como fonte
substituta dos combustiveis fésseis, 0 qual permite a realizacdo de um
processo biotecnolégico de menor impacto ambiental. A utilizacdo de
biomassa lignocelulésica para a bioprodugdo se tornou vital para a
economia, devido ao seu carater renovavel, abundante e de baixo custo. Os
residuos lignocelulésicos (bagaco e palha) proveniente da cana-de-acucar
séo fontes abundantes em carboidratos e a sua bioconverséo tem recebido
grande atencgdo. Tais residuos sédo formados por: celulose, hemicelulose e
lignina. Uma das linhas de estudo esta a hidrolise desse residuo, que pode
ser acida ou enzimatica, visando a obtencdo de acUcares fermentesciveis.
A hidrélise enzimatica é a mais empregada por ter menores taxas de
degradacédo da glicose, menor formacédo de coprodutos inibidores e por
apresentar bons rendimentos. A conversdo do componente celuldsico
dessas biomassas residuais, a glicose, requer o uso de enzimas
celuloliticas. O grande potencial que as celulases assumem nas
emergentes industrias de bioenergia e bioprodutos se torna uma motivacao
para o desenvolvimento de melhores preparacdes enzimaticas para a
hidrélise da celulose. Entretanto, uma das maiores dificuldades na
implantacdo de um processo de bioconversdo da biomassa consiste no alto
custo e na baixa atividade especifica das enzimas necessarias a
sacarificacdo da celulose. Uma maneira de fazer o processo
economicamente viavel é imobilizar as celulases de tal forma que as
propriedades cataliticas sejam mantidas. Imobilizacdo consiste no
confinamento da enzima em uma suporte sélido para posterior reutilizacdo

do biocatalizador.

Palavras Chave: etanol, biomassa lignocelulésica, hidrolise, enzimas,

celulases, imobilizagéo.
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OBSTRACT

Ethanol produced from renewable raw materials arises as a substitute
source of fossil fuels, which allows the realization of a biotechnological
process with less environmental impact. The use of lignocellulosic biomass
to bioproduction has become vital to the economy due to their renewable
nature, abundance and low cost. The lignocellulosic residues (bagasse and
straw) from the sugarcane are abundant sources of carbohydrates and their
bioconversion has received great attention. Such residues are formed by:
cellulose, hemicellulose and lignin. A study of the lines is the hydrolysis of
the residues, which can be acid or enzyme, in order to obtain fermentable
sugars. Enzymatic hydrolysis is the most used to have lower glucose
degradation rates, lower formation of byproducts inhibitors and to present
good yields. The conversion of cellulosic component of such waste biomass,
glucose, requires the use of cellulolytic enzymes. The potential cellulases
assume that the emerging industry bioenergy and bioproducts becomes a
motivation for the development of improved enzyme preparations for
hydrolysis of cellulose. However, a major difficulty in the implementation of a
biomass bioconversion process is the high cost and low specific activity of
the enzymes necessary for the saccharification of cellulose. One way to
make the process economically viable immobilized cellulase is such that the
catalytic properties are maintained. Immobilization is the enzyme

confinement in a solid support for reuse of the biocatalyst.

Keywords: ethanol, lignocellulosic biomass hydrolysis, enzymes, cellulases,

immobilization.
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1.0 INTRODUCAO

O aumento do uso dos combustiveis fosseis como fonte de energia,
acarretou transformacdes econdmicas, sociais e principalmente ambientais.
Desta forma, a sua escassez pelo uso prolongado acelera o esgotamento das
reservas petroliferas mundiais, principal fonte de energia na Terra. Com isso,
aumenta o colapso ambiental de tal forma que a natureza ndo consegue se
recompuser, sendo necessario a busca de fontes renovaveis de energia.

Segundo Silva (2012), a possibilidade de utilizacdo dos combustiveis
renovaveis tem despertado um interesse cada vez maior em todo o mundo. A
utilizacdo da bioenergia, além de reduzir a dependéncia do petréleo e os
gastos com energia, resulta em uma diminuicdo significativa das emissbes de
gases de efeito estufa, e desta forma diminui o impacto ambiental causado pela
gueima dos combustiveis fosseis. O principal agente para a substituicdo dos
derivados de petréleo sdo os biocombustiveis.

Segundo a Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis- (ANP), biocombustiveis séo derivados de biomassa renovavel
gue podem substituir, parcial ou totalmente, combustiveis derivados de petréleo
e gas natural em motores a combustao ou em outro tipo de geracéo de energia.

O etanol produzido por matérias-primas renovaveis aparece como fonte
substituta dos combustiveis fosseis, o qual permite a realizacdo de um
processo biotecnoldgico de menor impacto ambiental (PEREIRA Jr. et al., 2008
Apud SILVA, 2012).

Internacionalmente, algumas das mais promissoras alternativas para
obtencdo de energia renovavel estdo focadas na utilizacdo de residuos
agroindustriais, dentre os quais, residuos fibrosos da industria de agucar tém
atraido especial atencdo (BOTHA e BLOTTNITZ, 2006 Apud RODRIGUES,
2012).

Denomina-se biomassa qualquer matéria de origem vegetal que dispde
de bioenergia e que pode ser processada para fornecer formas bioenergéticas
mais elaboradas e adequadas para o uso final. A utilizagdo de biomassa
lignoceluldsica para a bioproducéo se tornou vital para a economia, devido ao

seu carater renovavel, abundante e de baixo custo.



12

No Brasil encontra-se bastante residuo agricola (bagaco, palha) para
producdo de etanol combustivel (etanol de segunda geracéo). De acordo com
CONAB (2014) estima-se que a producéo de cana-de-acucar a ser moida é de
652 milhGes de toneladas de cana na safra de 2013/2014. Considerando-se
gue cada tonelada de cana gera em torno de 140 kg de bagaco e 140 kg de
palha (ambos em massa seca), estima-se uma geracdo de 84 milhdes de
toneladas de bagaco e 84 milhdes de toneladas de palha. E um enorme
potencial que ndo pode ser subestimado e que dita que estes residuos
necessitam ter um aproveitamento mais racional. Nenhum outro lugar no
mundo apresenta essas vantagens, uma vez que o acoplamento dos processos
de producdo do etanol, de primeira e segunda geracfes, traz vantagens
competitivas significantes. Desta forma o Brasil pode contribuir para o combate
ao aquecimento global de maneira decisiva, e impulsionar seu desenvolvimento
economico (PETRAGLIA et al., 2009; LEITE; CORTEZ, 2008).

A biomassa lignoceluldsica constitui a maior fonte de carboidratos
naturais do mundo. A dificuldade de converter a biomassa lignocelulésica em
insumos quimicos € atribuida as suas caracteristicas quimicas e morfoldgicas.
A conversao do componente celulésico dessas biomassas residuais a glicose,
requer o uso de enzimas celuloliticas. As enzimas hidroliticas tém papel
fundamental nessa bioconversdo, que sao utilizadas em varios setores
industriais, como industria de papel e celulose, alimentos e téxtil. Apesar da
existéncia dessa alternativa a dificuldades na ativacdo das enzimas hidroliticas
responsaveis pela conversdo dos componentes celuldsico da biomassa, devido
ao seu alto custo e baixa atividade especifica das enzimas necessérias a
sacarificagdo da celulose no contexto da producdo do etanol, a partir da
biomassa lignocelulésica (BONOMI, 2011 Apud QUEIROZ et al., 2013). Diante
dessa realidade torna-se imprescindivel o uso da imobilizacdo de enzimas
sobre substratos sélidos, de tal forma que as propriedades cataliticas sejam

mantidas, além de serem reutilizadas muitas vezes.
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2.0 ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

O etanol de segunda geragdo, mas precisamente € o etanol produzido a
partir da celulose de matérias-primas lignoceluldsica (Silva et al., 2010).

A utilizacdo de residuos celulésicos € uma alternativa emergente para
producdo de bio-commodities (LYND et al., 1996 Apud RODRIGUES, 2012). O
etanol celuldsico é especialmente promissor, pois é obtido a partir de matérias-
primas abundantes e de baixo custo, tem alta octanagem, pode ser misturados
a combustiveis originados do petréleo ou usados puro em alguns motores,
além de ser considerado ambientalmente correto.

Celulose € um polissacarideo constituido por cerca de quarenta cadeias
glicosidica unidas em um feixe compacto. Cada cadeia tem grau de
polimerizagao em torno de 10000 unidades de glicose, unidas por ligacdes -
1,4. As muitas pontes de hidrogénio intra e intermoleculares presentes na
estrutura da celulose torna esse polimero muito recalcitrante a hidrélise. A
biodegradacdo da celulose por celulases e celulossomos tem grande
importancia para a agricultura e processos de reciclagem, e poderia ser
completamente utilizada na obtencdo de produtos sustentaveis e bioenergia
que substituissem a utilizacdo de combustiveis fosseis (ZHANG et al., 2006
Apud RODRIGUES, 2012).

A producdo de etanol por fermentacdo da celulose requer a sua
separacao dos outros dois componentes (hemicelulose e lignina) presentes na
estrutura da biomassa lignocelulésica e posterior hidrélise para geracdo de
glicose.

A presenca de hemicelulose e lignina envolvendo as cadeias de celulose
dificulta o acesso de reagentes e catalisadores, sendo necessario um
tratamento prévio para a remocao destes componentes, facilitando o acesso
das enzimas a celulose. Sendo necessaria a separacdo de cada fracdo do
complexo celulose-hemicelulose-lignina por técnicas de pré-tratamento para
degradacdo enzimética. Na tabela 1 mostra os diferentes tipos de pré-

tratamento.
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Tabela 1: Diferentes tipos de pré-tratamento em materiais lignocelulésico

Caracteristicas composicionais

Prré-tratamento Vantagens Diesvantagens
Celulose Hemice lulose Lignina
Intensiva Reducio de
Fisico Muoinho de bolas diminuicio do grau ME0 remove NEo remove wedugdo Alto consumo de energia
g . cristalinidade
de cristalinidade
L . Pouca S0-100% de Pouca remogio. mas  Condiges m_cdms_ D‘]{I(E]] n:r_'up:l:vlqau
Acido diluido desnolimerizacio re 30 ocorme mudanga da altas produgio de do dcido, comrosivo e
po ¥ Mo estrutura xilose relativamente custoso
. - Inchag o Considerivel Considerivel Remocio efetiva de  Reagente carm, mup:m;'ﬁn
Hidnizido d sidio significativa solubilidade solubilizacio, >50% Esleres alcalina
ARP Menor que 5% de =50% de ~T0% de Efetiva Recuperagiio alcalina,
: despolimerizacio solubilidade solubilizacio deslignificagio relativamente caro
Quimico o L Pouca Significativa Solubilizagio Efetiva emogho 0 ofrividade devido a
Hidréxido de cilcio . - e . de lignina e acetil, s
despolimerizacio solubilizacio parcial (~40%) . pouca solubilidade da cal
baixo custo
Nio foi observada uena Solubilizacio acima Efetiv Caro, necessidade de mais
Ozondlise - - ch L =g deslignificagio em " o
despolimerizagio solubilizacio de T0% - ozinio
condigies suaves
SR P s Alia produgiic -
Orzanosoly Ll?l.'lﬁld.:l_:l’\'t] Significativo, quase  Significativo, pode de xilose, efetiva Recuperagio de solvenic
inchacgao mmplcla SCT QUAse mmplcla . ~ cara
deslignificagio
o o 20-30% de Acima de 80% de ~40% de Baixo requerimento  pe ) o celulose, baixa
Bioldgica Biclgico despolimerizagio solubilizagio deslignificagan. ¢ CErEiaL efetiva taxa de hidrélise
po & ’ a5 shgnicag deslignificacio :
Pouc: io. mas  Energia eficiente,
- Pouca HO-100% de L ICIOGA0, mas A Degradagio da xilana como
Explosio a vapor despolimerizacio remocio ocome modanga da nenhum custo de roduto inibitdrio
po & o estrutura reciclagem P
Combinado Menor perda Recuperacio de ambnia
AFEX Diminuigio do grau  Acima de 60% de 10-20% de de xilanas, ndo ninf:ll:l.i.\'n .
de cristalinidade solubilidade solubilizacio formagio de - par. X
inibidores concentracio de lignina

Fonte : Santos et,.al (2012)

O pré-tratamento é requerido a fim de tornar a celulose mais acessivel

as enzimas que convertem o0s polimeros de carboidratos em acucares

fermentesciveis. A Figura 1 representa a ruptura do complexo celulose-

hemicelulose-lignina e a remocdo de cada fracdo por técnicas de pré-

tratamento.

Figura 1: Alteragdo estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina

determinados pelo pré-tratamento.

_~ Lignina
Celulose
L
> 4
.
Pré-tratamento 7~
S———

Fonte: SANTOS (2012).
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Apoés a etapa de pré-tratamento é necessaria a hidrolise da celulose
para obtencdo de acucares fermentesciveis. A hidrélise € apontada como a
rota de maior potencial de promover o incremento da produgcdo de etanol.
Nessa etapa, a celulose é convertida em glicose, que podem ser catalisada por
acidos ou por enzimas (QUEIROZ et al., 2013).

A hidrélise enzimatica € a mais bem empregada por ter menores taxas
de degradacédo da glicose, menor formacéo de coprodutos inibidores e por
apresentar bons rendimentos. Trata-se de um complexo enzimatico que
representa alto grau de sinergismo representado pelas endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidases. Entretanto, ainda é necessario o avango no
desenvolvimento de enzimas para tornar viavel a implantacdo dos processos
de hidrdlise enzimatica em escala comercial , o custo elevado e baixa atividade
especifica das enzimas, tém acarretado incertezas quanto a viabilidade
econdmica do processo de hidrdlise enzimatica no contexto da producdo do
etanol, a partir da biomassa lignocelulésica (BONOMI, 2011 Apud QUEIROZ et
al., 2013).

A celulose convertida em glicose passa para o processo de fermentacéo
onde sao metabolizados pelos microrganismos a etanol. Na Figura 2 mostra de

forma esquematica a producéo de etanol lignoceluldsico.
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Figura 2: Representacdo esquematica da producédo de etanol lignocelulésico.

BIOMASSA
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o r
of
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/
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PRE - TRATAMENTO

e et

CELULOSE

HIDROLISE

GLICOSE

FERMENTACAO

ETANOL

Fonte: SANTOS (2012).
2.1 Hidrélise de material lignocelulésico

A biomassa lignocelulésica € composta por polissacarideos (celulose e
hemicelulose) e pela lignina, polimero complexo de grupos metoxi e
fenilpropanicos, que mantém as células unidas. A fracao celulosica (40%-60%
da matéria seca) € um polimero linear do dimero glicose-glicose (celobiose),
rigido e dificil de ser quebrado; sua hidrolise gera glicose, um acucar de seis
carbonos, cuja fermentagdo com Saccharomyces cerevisiae ja é bem

conhecida. Por sua vez, a fracdo hemicelulésica (20%-40%), em geral, é
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constituida de uma cadeia principal de xilose (ligagdes [B-1,4) com varias
ramificacbes de manose, arabinose, galactose, &cido glicurénico etc. A
hemicelulose € muito mais facil de ser hidrolisada do que a celulose, mas a
fermentacdo dos acuUcares de cinco carbonos (pentoses) ainda ndo é tao
desenvolvida quanto os processos envolvendo a glicose. Ja a estrutura
bioquimica da fracdo de lignina (10%-25%) ndo esta relacionada a moléculas
simples de acucar, ndo sendo pretendida, pois, para a producédo de bioetanol
por rotas fermentativas (MAEDA, 2010). De forma geral, a primeira etapa do
processo consiste no pré-tratamento mecanico da matéria-prima, que visa a
limpeza e a “quebra” do material, a fim de causar a destruicdo da sua estrutura
celular e torna-la mais acessivel aos tratamentos quimicos ou biolégicos
posteriores. A etapa seguinte consiste na remoc¢ao da lignina e na hidrélise da
hemicelulose, que também pode ser denominada pré-tratamento. Para essa
etapa, existem diversos tipos de processos, com diferentes rendimentos e
efeitos distintos sobre a biomassa e consequente impacto nas etapas
subsequentes.

Para tornar a hidrélise de residuos lignocelulésicos mais eficiente, é
necessario que os substratos sejam pré-tratados, a fim de aumentar a
susceptibilidade de atagque das enzimas aos polissacarideos (MOSIER et al.,
2005; Ll et al., 2009).

A conversao do componente celulésico dessas biomassas residuais a
glicose, requer o uso de enzimas celuloliticas. Atualmente, estd bem
estabelecido que a eficiéncia de hidrdlise de celulose deve-se a um sistema
enzimatico multicomponente, constituido de trés principais grupos: endo-B3-
glucanases, exo-pB-glucanasese e B-glucosidases. O mecanismo mais aceito de
hidrélise enzimética da celulose envolve o efeito sinérgico entre esses trés
tipos de celulases (LYND et al., 2002; MAEDA, 2010).

3. ENZIMAS

As enzimas sado substancias organicas de natureza, normalmente,

protéica (com excecdo de alguns grupos de moléculas de RNA), que tem
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funcBes de catalisadores biol6gicos que aumentam a velocidade de reacgfes
bioquimicas (GAMA, 2002 Apud SILVA, 2012).

A atividade catalitica depende da integralidade de sua conformacéo
protéica nativa, sendo que esta pode ser perdida caso haja a desnaturacao ou
dissociacdo das mesmas em subunidades (VIEIRA, 2003, citado por
CAMPESTRINI et al., 2005).

A estrutura e o centro ativo enzimatico sdo decorrentes de sua estrutura
tridimensional, onde sua atividade funcional da atividade catalitica depende da
integridade conformacional da proteina ativa. Portanto, a atividade é perdida
caso esta enzima sofra alteracbes em sua conformacao estrutural. Isso torna a
atividade enzimatica dependente das caracteristicas do meio, principalmente o
pH e a temperatura reacionais (MARZZOCO et al., 1999 Apud FRADE, 2011).

Para serem ativas, algumas ndo requerem nenhum outro grupo quimico
além de seus residuos de aminoécidos.

As enzimas catalisam reacdes quimicas especificas sem serem
consumidas, além de ndo haver a formacao de produtos colaterais e agem em
solugbdes aquosas diluidas (tampdes), em condicdes muito suaves de
temperatura e pH, sendo que cada enzima possui uma temperatura e um pH
otimos, onde sua atividade é maxima, ou seja, esta velocidade € aumentada
devido ao abaixamento da energia de ativacdo necessaria para converter o
substrato em produto, sendo que, quanto maior for a energia de ativagao, mais
lenta a reacdo ocorrera. O aumento na velocidade da reagéo ocorre devido ao
fato de a enzima aumentar o nimero de moléculas ativadas, ou seja, capazes
de reagir. Apés terem reagido com o substrato, as enzimas se separam dos
produtos, liberando a molécula de catalisador para novas reacdes (Marzzoco et
al., 1999).

Reacdes catalisadas por enzimas se ddo em duas etapas, sendo que na
primeira, a enzima liga-se reversivelmente ao substrato, formando um
complexo enzima-substrato, enquanto que na segunda etapa, o produto €&
libertado e a enzima fica livre para se ligar a outra molécula de substrato. A
velocidade de reacgéo € diretamente proporcional a concentragdo de substrato,
devido ao fato de a concentracdo do complexo enzima-substrato ser muito
elevada, significando que ndo ha enzimas em solucdo em sua forma livre.
Neste ponto, diz-se que a velocidade de reacdo € maxima, a partir do qual,

qualguer aumento na concentragdo de substrato ndo provocara efeitos
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perceptiveis sobre a velocidade da reacdo. Contudo, a velocidade reacional
também é proporcional a concentracdo de enzimas presentes no meio, 0 que
possibilita a determinagéo da atividade enzimética (MARZZOCO et al., 1999 ).

3.1 Enzimas celuloliticas

As celulases sdo compostas por um complexo enzimatico, que agindo
juntamente sdo capazes de hidrolisar a celulose, que é a matéria-prima mais
abundante do planeta, principal fonte de carbono (ZHANG et al., 2006), sendo
encontradas nas paredes celulares de vegetais. Do ponto de vista quimico, a
celulose € um polissacarideo composto de unidades _-Dglicopiranosil, ligados
por pontos -(1,4), formando um polimero linear (RAMOS, 2003). A Figura 3

apresenta estrutura linear da celulose.

Figura 3: Cadeia linear da celulose.
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Fonte: POLYMAR (2014)

Estas enzimas séo classificadas como hidrolases e, segundo a
nomenclatura enzimatica (E.C. 3.2.1), hidrolases O-glicosidicas sdo baseadas
em sua especificidade ao substrato e ocasionalmente no seu mecanismo
molecular. De acordo com a nomenclatura, o numero 3 refere-se a hidrolases;
3.2 glicosilases e 3.2.1 glicosidases, isto é, uma enzima que hidrolisa
compostos O-glicosil ou S-glicosil.

A conversdo enzimatica da celulose em glicose € uma tarefa ardua,
devido a natureza fisica do substrato, que € composta principalmente de fibras
cristalinas insoluveis, chamadas de microfibrilas, nas quais as pontes de

hidrogénio mantém as moléculas unidas. Essas fibras sdo embebidas em uma
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matriz de hemicelulose e lignina (COELHO et al., 2001; PANDEY et al., 2000 ),
a qual reduz a acessibilidade as enzimas celuloliticas.

O complexo celulase envolve pelo menos trés enzimas que apresentam
modos de acdo distintos: -1,4-glicano-glicanoidrolase (endoglicanase), -1,4
glicanocelobioidrolase (exoglicanase) e -1,4-glicosidase (celobiase). As
endoglicanases atacam, de forma randémica, ligacdes glicosidicas em regides
internas da molécula de celulose, gerando oligossacarideos de cadeias
menores de celotriose, celobiose e glicose. As exoglicanases
(celobiohidrolases) atuam nas extremidades dos oligossacarideos produzidos
pela acdo das endoglicanases, formando principalmente, moléculas de
celobiose, que por sua vez, sao clivadas por -glicosidases, liberando glicose
(Beguin e Aubert, 1994; Bhat e Bhat, 1997; NG, 2004, citado por Daroit, 2007
Apud RODRIGUES, 2012). As enzimas possuem um complexo enzimatico
extracelular que facilita a extracdo e pode hidrolisar celulose em condi¢cdes
suaves sem gerar subprodutos toxicos e, consequentemente, sua utilizacéo
pela industria biotecnolégica (CLAEYSSEN e TOMME, 1989 ). A Figura 4 é a

representacdo simplificada da acdo enzimética de cada classe de enzimas.

Figura 4: Representacdo esquematica da acdo catalitica do complexo

enzimatico (celulase) sobre celulose com geracgéo de glicose.
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Fonte: PETRI e OGEDA (2010).

As celulases apresentam multiplos dominios, podendo possuir dominios
cataliticos ligadores de celulases e sequenciadores de ligacdes (GILKES et al,.

1991 Apud WUIff, 2002). As enzimas dos dominios sdo menos viaveis do que
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as dos dominios com atividade catalitica, pois nos dominios com atividade
catalitica conferem diferencas sutis na especificidade e no mecanismo. Embora
os dominios ligadores da celulose ndo sejam essenciais para atividade
catalitica, eles modulam a atividade especifica das enzimas em substrato
celuloliticos soluveis e insoluveis.

O grande potencial que as celulases assumem nas emergentes
industrias de bioenergia e bioprodutos se torna uma motivacdo para o
desenvolvimento de melhores preparagfes enzimaticas para a hidrélise da
celulose.

Ha varias aplicacbes das celulases em processos biotecnolégicos na
qual em sua grande maioria sédo utilizados fungos filamentosos do género
Trichoderma para degradacdo de materiais lignoceluloliticos e producédo de
enzima livre para comercializacdo (WEN et al.,2004; KIM et al., 2004 Apud
SILVA, 2012). A producéo de etanol utilizando biomassa lignocelulolitica atrai

atencao de pesquisadores em busca de energia alternativa.

4. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizagdo consiste no confinamento da enzima em um suporte
sélido para posterior reutilizacdo do biocatalisador, tornando o processo menos
oneroso (MENDES et al,. 2011).

O elevado custo das enzimas inviabiliza economicamente a sua
utilizacdo livre em bioprocessos. Trabalhos para otimizagcdo de processos
enzimaticos vem sendo explorados, e uma das tecnologias empregada € a
imobilizacdo de enzimas (MARTINS,2007). As principais vantagens obtidas
pelo processo de imobilizagcdo sdo: o aumento da estabilidade térmica do
biocatalisador; aplicacdo em reatores com maior controle do processo,
podendo ser usadas elevadas concentracdes de enzimas, permitindo a sua
reutilizacdo sem perda significativa de sua atividade catalitica, bem como o
aumento da estabilidade. As principais desvantagens deste processo sao: a
alteracdo da conformacdo nativa da enzima; o custo de suporte e perda de

atividade durante o processo de imobilizagcéo; a interacao suporte-enzima ; e a
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reducdo da atividade catalitica devido aos efeitos difusionais (ARROYO,1998;
VILOTO,2001;GAMA,2003 Apud MARTINS,2007).

Apesar de muitas pesquisas utilizadas nos ultimos anos para imobilizar
enzimas ndo h4 atualmente uma padronizacdo de qual método ou material é o
ideal para cada tipo de imobilizacao.

O uso e a aplicacdo da enzima imobilizada irdo definir as caracteristicas
requeridas ao conjunto suporte e ao método de imobilizacdo, mensuradas de

acordo com 0s seguintes aspectos:

e Fisicos: area superficial disponivel, forma, porosidade, volume do
poro, densidade;

e Quimicos: disponibilidade de grupos reativos, hidrofobicidade;

e Estabilidade: estocagem, atividade recuperada, estabilidade
mecanica;

e Resistencia: ataque a fungos, pH, temperatura, solventes organicos;

e Seguranca: toxicidade de reagentes, seguranca de utilizacao.

e Econbmicos: disponibilidade e custo suporte e reagentes,
equipamentos, impacto ambiental;

e Reacionais: cinética de reacdo, tipo de reator utilizado, limites

difusionais.

A selecdo do método de imobilizacdo deve ser baseada em parametros
como atividade global do derivado imobilizado, caracteristicas de regeneracéo
e desativacdo, custo do procedimento de imobilizacdo, toxicidade dos
reagentes de imobilizacdo e propriedades finais para a enzima imobilizada
(MALCATA et al., 1990).

4.1 Classificagéo de Sistemas de imobilizagcéo de enzima

De acordo com Martins (2007) os meétodos de imobilizacdo de enzimas

podem ser separados em duas grandes classes:
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Método quimico: envolve a formacdo de pelo menos uma ligacao
covalente entre uma ou mais moléculas de enzima e um polimero
insolavel. O processo € irreversivel e a enzima geralmente ndo pode ser
recuperada posteriormente. Nos meétodos quimicos depende-se de
ligacdo covalente formada e essa ligacdo pode ocorrer de diferentes
maneiras a seguir. ligacdo covalente, ligacdo cruzada e
copolimerizagéo.

Método fisico: a imobilizacdo ndo depende de formacdo de ligacao
covalente e sim forgas fisicas, como a eletrostatica, ibnica, interacdo
proteina — proteina. Nos métodos fisicos ocorre de diferentes maneiras:

Adsorcéao, Aprisionamento, Encapsulacdo e Membrana.

4.2 Parametros e Suporte de imobilizagéo

Algumas propriedades da enzima e seu comportamento podem mudar

com a imobilizacdo. Muitos fatores levam a alteracdo dos parametros cinéticos

da enzima imobilizada, em relacdo a livre, diminuindo o rendimento do

processo de imobilizacao.

Algumas propriedades da enzima e seu comportamento podem mudar

com a imobilizacdo. Muitos fatores levam a alteracdo de parametros cinéticos

da enzima imobilizada, em relacdo a valores da enzima livre:

Efeito conformacional: a conformacédo tridimensional da molécula da
enzima pode ser modificada durante o processo de imobilizacéo,
ocasionando a alteracdo dos valores dos parametros cinéticos da
enzima imobilizada.

Efeitos eletrostaticos: a concentragdo de espécies quimicas importantes
no micro-ambiente da enzima imobilizada pode ser diferentes das
concentracbes devido a propriedades fisico-quimicas do suporte e de
efeitos difusionais.

Efeitos difusionais: a cinética observada da enzima imobilizada pode n&o
estar sendo governada apenas por interacdes entre enzima e substrato,

mas pode também estar sendo limitada pela taxa de difusdo do
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substrato a superficie suporte, ou internamente por entre os poros do

suporte.

A maior contribuicdo para o bom desempenho da enzima imobilizada é
dada pelo suporte. Se de um lado um suporte criteriosamente selecionado
pode aumentar o tempo de meia-vida da enzima imobilizada, de outro uma
escolha imprudente pode afetar adversamente ndo s6 a estabilidade térmica,
mas o desempenho global do sistema.

Na selecdo de um suporte para uma determinada aplicacéo, devem ser
analisadas suas propriedades fisicas e quimicas, bem como a possibilidade de
regeneracao do material. As principais caracteristicas a serem observadas na
selecdo de um suporte para uma determinada aplicacdo sao: area superficial,
permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e
composicdo, natureza hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque
microbiano, resisténcia mecéanica e custo, dentre outras. Eles podem ser
classificados organicos e inorganicos e conforme sua composicédo e morfologia
em materiais porosos, ndo porosos e de estrutura de gel (FREITAS et al,. 2007;
VILLENEUVE et al,. 2000 Apud MENDES et al,. 2011). A Tabela 2 mostra a

classificacdo de suportes em termos de composicao.

Tabela 2: Classificacdo dos suportes conforme a composigao

ORGANICOS INORGANICOS

Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideo  Seda Poliestireno Areia Vidro de porosidade controlada
Celulose proteinas  Poliacrilatos Betonita Ceramica de porosidade controlada
Agar Albumina Polivinilos Homeblerda Silica de porosidade controlada
Amido Colageno Nylon Pedra-Pome Oxido de ferro

Fonte: MARTINS (2007).

Suportes inorganicos sao mais resistentes devido as suas propridades
fisicas. Contudo, a maioria de enzimas imobilizadas e comercializadas € obitida
com matrizes organicas, provavelmente devido a grande variedades de grupos
funcionais reativos que podem ser introduzidos em suportes organicos.

A partir das informagfes disponiveis sobre as caracteristicas do suporte e 0
efeito dos métodos empregados, é possivel fazer generalizacbes que permitam

uma primeira selecdo do método de imobilizagdo. Enzimas podem ser
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imobilizadas por diferentes protocolos, isto €, podem ser encapsuladas;
adsorvidas em materiais insoliveis como resinas de troca ibnica;
copolimerizadas com algum mondmero ou se ligar a uma matriz insoltuvel por

ligagOes covalentes.

4.3 Imobilizacdo de celulases

Atualmente a aplicacéo de celulases para a desconstrucdo de biomassa
vegetal tem ganhado grande destaque devido a crescente demanda por
combustiveis e outros produtos de interesse da industria quimica, os quais
sejam obtidos a partir de fontes renovaveis e por meio de processos
ambientalmente favoraveis.

Os processos em larga escala que visam a utilizacao de celulases para
a desconstrucdo de biomassa devem apresentar elevados valores de
rendimento, concentracdo de acucares fermentesciveis e produtividade.
Entretanto, nesta escala, as dificuldades relacionadas ao custo, estabilidade,
recuperacao e reuso das enzimas sdo grandes desafios para viabilizar técnica
e economicamente o processo (UNGUREAN et al.,, 2013). Uma maneira de
fazer o processo economicamente viavel € imobilizar enzimas de tal forma que
as propriedades cataliticas sejam mantidas. O grande desafio é que ao
imobilizar a enzima, esta mantenha sua estrutura nativa. O uso de celulases
imobilizadas é interessante porque possibilita o reuso das enzimas, e
consequentemente 0 aumento da quantidade de acUcares fermentesciveis
produzida por massa do catalisador.

Desde 1980, muitos esforcos vém sendo feitos para viabilizar a
aplicacao de celulases em diferentes processos industriais, mas a descoberta
de celulases estaveis e de estratégias adequadas para reutilizacdo destas
ainda é grandes desafio para a comunidade cientifica. A imobilizagcdo de
celulases é complexa, pois trata da interagdo de, no minimo, nove enzimas
diferentes (considerando os complexos enzimaticos comerciais) com diferentes
suportes que suporte e/ou método de imobilizacdo devem ser adequados para
acomodar todo o conjunto de enzimas com o minimo possivel de perda de
suas atividades cataliticas (UNGUREAN et al., 2013).
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Varias estratégias de imobilizacdo tém sido propostas para celulases,
por exemplo, entrecruzamento, sistema de ultrafiltracdo, sistema de duas fases
aguosas, encapsulamento, adsor¢cdo e ligacdo covalente em suportes
insolUveis, soltuveis ou reversivelmente soluveis (VIEIRA et al., 2011; LIANG e
CAOQ, 2012; MAO et al., 2006 Apud PACHECO et al,. 2014).Cada uma destas
estratégias apresenta vantagens e desvantagens relacionadas a toxicidade,
biodegradabilidade, custo de materiais e reagentes utilizados para a
imobilizagdo, tempo gasto e complexidade no preparo do biocatalisador,
desempenho do biocatalisador, etc.

De acordo com Pacheco et,.al (2014), entre as estratégias de
imobilizacédo de celulases, o entrecruzamento e a ligacdo em suporte sélido sdo

as mais descritas na literatura.
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5. CONCLUSAO

A aplicacdo de celulases imobilizadas na descontrugcdo de biomassas
lignocelulésicas possibilita melhorias para o processo de producao de etanol de
Segunda geracdo, como reuso de enzimas e maior quantidade de acucar
produzido por massa de biocatalizador. Mas para imobilizacdo deve ser feito
um estudo sobre qual parametro e suporte deve ser usados sem que danifique

as propriedades cataliticas da enzima.
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