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Comparison Between Chemical and Enzymatic Hydrolysis of Lignocellulosic
Biomass for Bioethanol Production: a Review

Abstract: The dependence on oil and other fossil resources raises global concerns and questions, as they
are not considered sustainable from an economic and environmental point of view. The excess availability
of residual agricultural material, the growing need for energy in the transport sector and the environmental
benefit, due to the possible reduction of greenhouse gases, have boosted the development of liquid
biofuels, including second generation bioethanol. Bioethanol is produced by hydrolysis of lignocellulosic
materials, to obtain sugars that are later converted into alcohol by fermentation. This process involves
the stages of pre-treatment of biomass, saccharification of cellulose, fermentation of hydrolyzate and
distillation of alcohol. This work presents and discusses the different technological routes for cellulose
hydrolysis, exposing the contrasts between enzymatic hydrolysis and acid hydrolysis, covering parameters
such as reaction conditions, cost, yield and applicability. Showing that enzymatic hydrolysis, in general, is
superior to homogeneous acid hydrolysis, however, heterogeneous acid hydrolysis presents itself as the
most promising hydrolysis route to reduce the weak points found in the production process of this biofuel.

Keywords: Lignocellulosic bioethanol; enzymatic hydrolysis; acid hydrolysis.

Resumo

A dependéncia do petrdleo e dos demais recursos fosseis gera preocupacdes e questionamentos globais,
em fun¢do dos mesmos ndo serem considerados sustentdveis no ponto de vista econ6mico e ambiental.
A grande disponibilidade de material residual agricola, a crescente necessidade de energia no setor
dos transportes e o beneficio ambiental, em fung¢do da possivel reducdo dos gases de efeito estufa,
impulsionaram o desenvolvimento de biocombustiveis liquidos, entre eles o bioetanol de segunda geragao.
O bioetanol é produzido a partir da hidrdlise de materiais lignoceluldsicos, na qual sdo obtidos agucares
que, posteriormente, sdo convertidos em alcool por fermentac¢do. Esse processo envolve as etapas de pré-
tratamento da biomassa, a sacarificagao da celulose, fermentagao do hidrolisado e a destilagdao do alcool.
Esse trabalho apresenta e discute as diferentes rotas tecnoldgicas para a hidrdlise da celulose, expondo os
contrastes entre a hidrélise enzimatica e a realizada por via cida, abrangendo parametros como, condigdes
reacionais, custo, rendimento e aplicabilidade. Fica evidenciado que a hidrélise enzimatica, de forma geral,
é mais vantajosa que a hidrdlise dcida homogénea. Porém, a hidrdlise dcida heterogénea se apresenta como
a mais promissora rota com perspectivas de reduzir os pontos fracos existentes no processo produtivo
desse biocombustivel.
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1. Introducao

A crescente dependéncia por recursos fésseis,
que estdo presentes nos mais variados processos
industriais, e que representam atualmente a maior
parte da matéria-prima para gerag¢do de energia
no mundo, levanta questionamentos a respeito
do futuro do cendrio energético. Isso porque
o comportamento da economia é diretamente

afetado por qualquer mudanca na qualidade,
preco ou demanda desses recursos, que sdo
fontes de energia ndo renovaveis e apresentarao,
em um futuro préximo, uma diminuicdo de sua
capacidade produtiva.t®

No Brasil, em 2018, de acordo com o
Balang¢o Energético Nacional, mais de 70% do
consumo energético no setor de transportes foi
associado a fontes ndo renovaveis de energia®. A
dependéncia féssil ndo é sé um fato isolado do

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |0000-0000|


https://orcid.org/0000-0003-3073-5406

Costa, B. E. B. et al.

Brasil, mas sim uma preocupacdo global, e esse
fator estimula a busca por fontes alternativas de
energia e tem levado alguns paises a optarem
por biocombustiveis. Até o ano de 2018, cerca de
3,5% do consumo energético global desse setor
resultava de biocombustiveis.”®

Diante do contexto atual, desponta-se um
interesse crescente para a biomassa como fonte
de matéria-prima e energia, por apresentar um
elevado potencial tecnolégico de conversao,
que possibilita a produ¢ao de uma variedade de
substancias que podem ser aplicadas em diversas
areas da industria, em pequena e grande escala,
como na produgdo de biocombustiveis liquidos, na
gaseificacdo, entre outros. 1! Proje¢des indicam
que as contribuicGes relacionadas a biomassa
terdo gradual aumento, chegando a representar
no fim do século XXI o equivalente a 10 — 20% de
toda a energia consumida mundialmente.?

Quanto ao aproveitamento integral das
biomassas, o Brasil encontra-se em posi¢ao
privilegiada, devido a sua diversidade e pelo
fato de possuir um dos maiores potenciais de
matérias-primas renovaveis do planeta; além
de possuir condi¢des favoraveis de producdo da
mesma, tais como intensa radiacdo solar e dgua
em abundancia.’> 3

Na biomassa lignocelulésica, aproximadamente
75% das paredes celulares sdo tipicamente
compostas por polissacarideos, os quais
representam uma fonte valiosa de agucares, que
sao potenciais constituintes da cadeia de producao
do bioetanol. >3

Entre as variadas aplicagdes para a biomassa,
existe um interesse crescente na producdo de
biocombustiveis liquidos, entre eles o bioetanol
de primeira e segunda gera¢do. Atualmente, o
etanol é produzido principalmente a partir da
cana-de-acucar e milho. Entretanto, um grande
esforco tem sido feito por parte da comunidade
cientifica, para o desenvolvimento de processos
voltados ao aproveitamento dos componentes
lignoceluldsicos da biomassa. O processo de
producdo de etanol lignocelulésico, também
denominado de etanol de 22 geragdo, consiste na
hidrélise da biomassa, com geracdo de acucares
fermentesciveis (pentoses e hexoses).!*

O etanol de cana-de-acucar se destaca
comercialmente, em relacdo aos demais oriundos
de outras matérias-primas, pois possui balanco
energéticofavoravel,eumcustoaproximadamente
nulo de mitigacdo de carbono.!*'>% QO etanol
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obtido a partir de matéria-prima lignoceluldsica
aparece como uma alternativa para a expansdo
da contribuicdo energética da biomassa, além
de proporcionar diversos beneficios, como a
reducdo da emissdo dos gases responsaveis pelo
efeito estufa; contribuicdo socioecondémica, pois
aumenta a renda do produtor e desenvolve as
regides nas quais a disponibilidade de material é
grande. Como resultado, o residuo adquire valor
agregado como matéria-prima para producdo de
bioetanol. Apesar disso, a maior parte do material
lignoceluldsico residual ainda é queimado nas
usinas para producdo de energia. Por fim, outra
pequena parcela é usada para compor ragdo
animal e uma parte excedente é descartada.'’?

Paraaproducdodeetanol lignoceluldsico, existem
quatro etapas fundamentais: pré-tratamento,
hidrdlise, fermentacdo e destilagdo. Dentre esses,
a hidrdlise (ou sacarificagdo) para obtengdo
de monossacarideos tem se mostrado como
principal gargalo para a consolida¢ao da producao
de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica.
Consequentemente, o desenvolvimento de rotas
de hidrdlise mais econdmicas e tecnicamente
vidveis (em termos de rendimento glicosidico
e fermentabilidade do hidrolisado) tem sido
encorajado por diversos setores.??*

Atualmente, a comunidade cientifica esta
voltada a desenvolver novas tecnologias para
o aperfeicoamento das técnicas de hidrdlise da
celulose, que s3ao comumente conduzidas por
rota acida ou enzimatica. % Assim, esse trabalho
tem por objetivo, apresentar uma revisdao sobre
os processos de hidrélise da celulose, salientando
as diferencas entre os mesmos e as limitacdes e
alternativas encontradas e estudadas para cada rota.

2. Bioetanol

Atualmente, diversos paises tém despertado
interesse pela producdo de bioetanol, entre os
quais Brasil e Estados Unidos da América (EUA)
respondem cerca de 90% de sua producgdo
global.?"® Enquanto no Brasil esse combustivel
é produzido a partir da cana-de-aglcar, nos
EUA, o etanol é produzido principalmente a
partir do milho. Por outro lado, China, Tailandiae
india, continuam a investir progressivamente na
biotecnologia agricola e surgem como potenciais
produtores de biocombustiveis.?>-3!
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Embora o bioetanol se apresente como uma
alternativa promissora para substituir os derivados
do petréleo. A sua producdo a base de agucar ou
milho ndo é suficiente para atender a demanda
atual de combustiveis fosseis. Além disso, o uso
do milho para a producdo de biocombustivel
tem causado preocupacdes éticas sobre o uso de
alimentos como matéria-prima. Entretanto, essas
problematicas tém incentivado novas pesquisas
para o uso potencial de matéria-prima alternativa
e ndao comestivel. Assim, nesse cendrio que se
destaca a biomassa lignoceluldsica.tt252%31

Materiais oriundos da biomassa lignocelulésica
constituem uma alternativa renovavel para a
producdo de bioetanol que apresenta, entre
outras vantagens, a nao competicdo com a
producdo de alimentos e ragdo animal, além de
contribuir para a sustentabilidade ambiental.3233

Na Tabela 1 é apresentada uma lista das
plantas industriais de producdo de etanol de 22
Geragdo em operagdo/constru¢do no mundo.

No ano de 2013, uma iniciativa uniu o Brasil e
a Europa em prol do etanol de segunda geracao,
via o projeto PROETHANOL2G, que tem foco na
integracdo e desenvolvimento de tecnologias
avancadas e eficazes para a producdo de
bioetanol, a partir das matérias-primas oriundas
da biomassa residual dos dois representantes,
os europeus com a palha de trigo e os brasileiros
com o bagaco e palha da cana-de-aglcar.3
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Como ja mencionado, o Brasil possui elevada
disponibilidade de biomassa que pode ser
aproveitada para producdo de combustiveis de
segunda geragdo. Nesse contexto, é possivel
tornar viavel a agregacdo de valor a cadeia
produtiva, contribuindo para a diversificacdo
da matriz energética do Pais. Porém, uma das
grandes dificuldades para producdo em escala
comercial de biocombustiveis de segunda
geracdo ainda é a restricdo tecnoldgica que
eleva os custos de producgao e podem inviabilizar
economicamente as  plantas industriais.
Como resultado, existem poucas plantas de
biocombustivel de segunda geracdo produzindo
em escala comercial no mundo, e o Brasil se
destaca com duas plantas comerciais de etanol
de segunda geracdo (E2G)%*3¢, A primeira usina,
da empresa GranBio, comec¢ou a operar desde
setembro de 2014 e localiza-se no municipio
de S3o0 Miguel dos Campos (Alagoas)®® e a outra
planta, pertencente a empresa Raizen, comegou
as operacdes em novembro de 2014, na cidade
de Piracicaba (S0 Paulo).’®* Com capacidade
de producdo nominal de 60 e 42 milhdes de
litros por ano, respectivamente, ambas utilizam
residuos de cana-de-aglicar como matéria-
prima.**37 As unidades comerciais tém operado
abaixo da capacidade nominal devido a alguns
problemas técnicos, principalmente na etapa do
pré-tratamento e avarias mecanicas.?%’

Tabela 1. Empresas que empregam tecnologias para a producdo de etanol de 22 geracdo em 2017

e caracteristicas de processo??

Empresa Pais de origem Caracteristicas de processo Localizagao Capacidade (m3/ano)

AE Biofuels EUA Hidrdlise enzimatica Montana 567

Blue Fire Ethanol EUA/Japdo Hidrolise com acido California/lzumi 12.110
concentrado

Chempolis Ou Finlandia Hidrdélise com acido diluido Oulu -

logen Canada Hidrdlise enzimatica Ontario 4.000

KL Energy EUA Hidrélise enzimatica Wyoming 5.680

Lignol Energy Canada - Vancouver 2.500

Mascoma EUA - New York 1.890

Poet EUA - South Dakota 75

Sekab Suécia Hidrdlise enzimatica - -

STI Finlandia - Lappeenranta 1.000

St. Petersburgo Russia Hidrolise com acido diluido 13 unidades no pais -

Sun Opra Canada Hidrélise enzimatica China -

University of Florida EUA Hidrdlise enzimatica Florida 7.570

Verenium EUA Hidrdlise enzimatica Lousiana/Japan 5.300/4.920

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |0000-0000]|



Costa, B. E. B. et al.

3. Biomassa

A biomassa constitui a fracdo biodegradavel
de produtos e residuos animais ou vegetais
provenientes da agricultura e de residuos industriais
e urbanos. Tem destaque os setores agricola e
florestal, os quais constituem importantes fontes
de matéria-prima renovavel, compreendendo
também espécies vegetais que tem o seu cultivo
atrelado especificamente a producdo de bioenergia.

Com o desenvolvimento tecnolégico, a biomassa
pode representar uma alternativa na busca por novos
recursos diante da queda da producdo de petréleo
e demais derivados fdsseis.®*%3 Qs materiais
lignoceluldsicos sdo constituidos, principalmente,
por celulose, hemiceluloses e lignina, com teores
variaveis conforme mostrado na Tabela 2%.

Va

3.1. Celulose

A celulose é um polissacarideo estavel, que
apresenta como unidade monomérica a celobiose,
unidas por ligacGes glicosidicas (Figura 1), que ndo
sdo facilmente acessiveis. Devido a organiza¢do nao
uniforme da celulose ao longo das cadeias, existem
regibes cristalinas e ndo cristalinas (amorfas). 383°

A estrutura da celulose permite a formacao de
ligacGes de hidrogénio, como representado na Figura
2; porém, tais ligacdes quando transversalmente
estabelecidas restringem a entropia da mistura,
de modo que a variacdo de energia livre de
dissolucdo ndo seja alcangcada. Como consequéncia,
a solubilidade da celulose em 3agua se torna
termodinamicamente desfavoravel. Assim, para a
sua aplicacdo e transformacgdo em insumos quimicos,
a celulose deve passar por processos de conversao e
gera uma variedade de produtos. #

Tabela 2. Composicdo quimica de biomassas lignoceluldsicas com potencial para produzir etanol de

segunda geracao

Biomassa lignocelulésica % Celulose % Hemiceluloses % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco 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 milho 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19
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Figura 1. Representacdo de uma cadeia de celulose e unidade de celobiose®
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Figura 2. Representacdo das ligagGes inter e intramoleculares nas cadeias de celulose*?

3.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses apresentam, além da glicose,
uma variedade de outras unidades de aglcares com
diferentes reatividades, como as pentoses (xilose,
ramnose e arabinose), hexoses (glicose, manose
e galactose), desoxihexoses e os acidos urénicos
(Figura 3).3
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Uma cadeia de hemicelulose tipica é ramificada
e mais curta do que a celulose, o que inibe a
formacao de zonas cristalinas altamente ordenadas
(Figura 4). Assim, a hidrélise da hemicelulose
ocorre mais facilmente que no caso da celulose.>*

Ashemiceluloses, principalmenteasunidadesde
pentose, quando hidrolisadas em agucares podem
gerar etanol pelo processo de fermentagdo.***

acido-a-D-4-O-metil-glicourdnico  acido-a-D-galactourénico

PENTOSES
011
o-L-arabinofuranose
H,COH o
HEXOSES
Ho
on
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ACIDOS HEXURONICOS
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DESOXIHEXOSES

H;C OH - OH
HO
OH OH

a-L-ramanopiranose a-L-fucopiranose

Figura 3. Unidades de agucares que compdem as hemiceluloses®
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Figura 4. Representacdo de uma cadeia de hemicelulose®

Além disso, se forem pré-tratadas por explosdo a
vapor, obtém-se furfural como produto principal,
que forma resinas com fenol ou ureia ou forma
acido maleico (ao ser hidrolisado). Pode-se ainda
produzir, por hidrogenagao catalitica, xilitol a partir
de xilose e manitol.*®

3.3. Lignina

A lignina é responsavel por fortalecer as paredes
das células vegetais e é hidrofébica, amorfa e de alto
peso molecular. As unidades de lignina estdo unidas
por grande nimero de liga¢Bes, das quais a ligagdo
éter é predominante (Figura 5). A lignina atua como
um “cimento” entre as fibras vegetais e como um
agente de enrijecimento no interior das mesmas.
Essa forca de adesdo encontrada entre as fibras de
celulose e a lignina é potencializada pela existéncia
de ligagGes covalentes entre as cadeias de lignina e os
constituintes da celulose e das hemiceluloses.?*3"4

As ligninas, por apresentarem carater
hidrofébico, podem ser convertidas por meio

MeO
—l/(lll

MeO

HO

OH

McO

de uma reagao de hidrogendlise, em dleos com
caracteristicas semelhantes ao petréleo. Também
por processos piroliticos, pode-se obter fenol
e dacido acético como produtos majoritarios,
nos quais todos sdo aplicados em larga escala
na industria quimica. Ao passar por processos
oxidativos a lignina produz fenol, vanilina e lignina
oxidada como principais produtos. Ligninas podem
sofrer gaseificacdo com oxigénio, fornecendo
gas de sintese, que é essencial na producdo de
metanol e, ainda, serem empregadas na producdo
de resinas fenol-formaldeido.*

4. Obtencgao do Bioetanol

4.1. Pré-tratamentos
O pré-tratamento é baseado na decomposicao

da lignina que protege a celulose. Logo, visa
destruir o arranjo da estrutura cristalina do

OH

HO o 4%

OMe
OMe

Q ‘-)J\S‘
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HO

MeO
OH
OH OMe
MeO

Figura 5. Representacdo da lignina®
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material aumentando a sua d4rea superficial
e tornando os fragmentos de celulose mais
suscetiveis aos sitios ativos do material utilizado
para sacarificacdo.3>* Para ser efetivo é esperado
que (i) resulte em uma elevada recuperacdo
de todos os carboidratos; (ii) requisite baixa
demanda energética; (iii) evite a formacdo de

Costa, B. E. B. et al.

subprodutos e (iv) exija baixo investimento e
custo operacional.324

Os principais métodos de pré-tratamento sdo os
fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos. Na
Tabela 3 sdo apresentados, de forma simplificada,
alguns dos métodos de pré-tratamento mais
utilizados e suas vantagens e desvantagens. 323247

Tabela 3. Principais métodos para o pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Método

Vantagens

Desvantagens

Quimicos

Acido concentrado

¢ Alto rendimento de glicose
® Pouca formagao de inibidores
* Realizado a temperatura ambiente

e Alto custo do acido ou na recuperagdo do acido
utilizado
e Equipamento caro devido a problemas de
corrosao

e Menos problemas com corrosdo quando
comparado ao acido concentrado

® Formagdo de produtos de degradagdo
¢ Necessidade de reatores mais sofisticados para

Acido diluido ) . . )
e Método de duas etapas: bom rendimento de obteng¢do de altos rendimentos
glicose e de aglcares de hemiceluloses ¢ Concentragdo baixa de agucar no fluxo de saida
Fisicos
» Tempo curto de processo . I
. . . . ¢ Ainda ndo é suficiente para aumentar a taxa de
Micro-ondas ¢ Alta seletividade e uniformidade P

* Menor consumo de energia

conversao de agucar

Moagem seca ou
Umida

¢ Diminui o tamanho da particula, aumentando
a area superficial

e Em alguns casos, reduz os
polimerizagdo e a cristalinidade

graus de

e N3o é suficiente para aumentar a taxa de
conversao de agucar
* N3o remove lignina

Processo
Organosolv

¢ Solubilizaligninas e hemiceluloses (dependendo
do solvente utilizado)

e Aumento da digestibilidade da biomassa
celuldsica

¢ Alto custo dos solventes organicos, bem como
na sua recuperagao
¢ Alto custo na recuperagao de subprodutos

Fracionamento por
Acido fosférico

 Resulta em fibras de celulose amorfas
* Opera a baixa temperatura e pressao

e Alto custo na recuperagdo e purificagdo do
acido fosférico, acetona e acido acético

Liquidos I6nicos

¢ Reuso do liquido i6nico apds o processo
e Substrato final com digestibilidade >90%

e O liquido ionico deve ser completamente
retirado antes da hidrdlise , pois interfere na
atividade hidrolitica das enzimas
e Alto custo dos liquidos iGnicos

Fisico-Quimicos

Explosdo a vapor
(com/sem adigdo
de 4cido como
catalisador)

e Otimo para madeira macia (na presenga de um
catalisador acido)

¢ Altos rendimentos de glicose e aglcares de
hemiceluloses

* Formagao de produtos de degradagao
e Uma etapa adicional é necessaria para a
remocao da lignina

Expansdo da fibra
com amonia (AFEX)

e Pouco gasto de energia: pré-tratamento
realizado a temperaturas de 60-140 °C
¢ Baixa formacgdo de inibidores

e Alto custo: grande quantidade de amonia
necessaria, recuperagdo da amonia

¢ Afragdo da hemicelulose precisa ser hidrolisada
por enzimas

Oxidagdo umida
alcalina

e Formagdo minima de inibidores e remogdo
eficiente de lignina

* Processo exotérmico: pouca energia necessaria
no processo

e Custo de oxigénio e catalisador alcalino (Na2CO3)

Bioldgicos

Uso de fungos ou
bactérias

* Remove quantidade consideravel de lignina
e Pré-tratamento brando (6timo para materiais
com alto contetdo de carboidratos)

¢ Maior tempo de residéncia

* Bactérias/fungos consomem um pouco do
carboidrato disponivel — menor rendimento de
acucar
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Devido a heterogeneidade das matérias-primas
lignoceluldsicas, a escolha do processo de pré-
tratamento dependera da natureza do material a
ser tratado e da aplicagdo a qual sera submetido
o hidrolisado. #4%°° A escolha das condi¢des
utilizadas na etapa de pré-tratamento interfere
diretamente no rendimento de recuperagao
da celulose, hemicelulose e lignina, bem como
na eficiéncia da sacarificacdo da celulose e de
fermentacdo dos acglcares.

Quandoasreagdessaoconduzidassobcondi¢des
drasticas, como altas temperaturas e prolongado
tempo de reacdo, elevados niveis de decomposicdo
dos carboidratos e de condensacdo da lignina sao
obtidos, diminuindo o rendimento de recuperacao
desses componentes e gerando produtos de
degradacgao, que atuam como inibidores em etapas
posteriores a hidrélise.***>° O desenvolvimento de
pré-tratamentos eficientes tem se mostrado como
prioridade para que a obtengdo de etanol 2G se
torne viavel e competitiva, visto que tal etapa se
apresenta como um dos grandes gargalos de sua
produgdo, representando aproximadamente 40%
dos custos. 414950

4.2. Hidrdlise da celulose

Para realizar o processo de hidrdlise sdo
necessarias tecnologias complexas e multifasicas,
com a utilizacdo de rotas acidas ou enzimaticas
para a separagdo dos agucares. Durante esta
etapa, a celulose e hemicelulose sao hidrolisadas
em monbémeros livres (agUcares), que estdo
prontamente disponiveis para serem convertidos
em bioetanol por fermentagdo.33851,5253

Conforme mencionado, as hemiceluloses
apresentam maior facilidade de serem hidrolisadas
comparativamente a celulose. Todavia, a
fermentagdo dos aglcares compostos por cinco
carbonos, as pentoses, ainda ndo tem se mostrado
vidvel economicamente como 0s processos que
envolvem a celobiose. #*°

O desenvolvimento de pré tratamentos
eficientes é uma das prioridades para que a
producdo de etanol 2G se torne um processo
vidvel e competitivo.*+4®

4.2.1. Hidrdlise acida

A hidrdlise acida, na qual pode ser aplicado
com acido diluido ou concentrado, é uma antiga
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tecnologiaparaaconversdodebiomassaceluldsica
para bioetanol. Esse processo é realizado sob
alta temperatura e pressdo, e tem um tempo
de reagdo no intervalo de alguns segundos ou
minutos, o que facilita o processamento continuo.

Mais recentemente, a hidrdlise catalisada
por sélidos acidos tem se mostrado promissora,
com destaque para o uso de heteropoliacidos,
zedlitas, materiais mesoporosos, como HZSM-
5, Hb, HUSY(20), HUSY (30), SiO,, y-AL0,, SiO,-
AlL0,, sulfonados ou modificado com 6xido &cido
derivados de tungsténio ou zirconio.'5*>> Porém,
os solidos acidos podem sofrer inativacdo, o que
impede seu reuso com elevadas taxas de conversao.

Os acidos podem reagir com a celulose,
ocasionando a dilatacdo e a ruptura da ligacao
glicosidica. Em condi¢bes brandas, como a
pressdo atmosférica e baixa temperatura, a
celulose dilata quando a concentracdo de 4acido
sulfdrico é superior a 50%. Estudos referentes
ao efeito da concentragdo do acido na reacdo de
hidrélise**>%5758 mostraram que a medida que a
concentragdo é elevada (ou seja, superior a 62%
de acido sulfurico ou 39% de acido cloridrico),
ocorrem alteragbes na estrutura da celulose
promovendo um estado soltvel. 5658

A hidrélise acida ocorre em duas etapas para se
beneficiar das diferencas entre as hemiceluloses
e a celulose. A primeira etapa é realizada em
temperaturas baixas para maximizar o rendimento
da hidrdlise das hemiceluloses. Na segunda etapa,
a temperatura é elevada para otimizar a hidrélise
da celulose. %57 As etapas podem ser descritas
conforme as equac¢des de 1 a 3.

12 etapa de hidrdlise acida

(C5H804)n + nHZO 4 nC5H1005

pentosonas

(1)
pentoses
(CsH1005)n »  Cs5H40, + 3H,0
pentoses

(2)

furfural

22 etapa de hidrolise acida

(CeH1905)n + nH,0 - nCgHy,0¢

celulose hexoses (3)

A hidrdlise da celulose, catalisada por acido,
é uma reacdo complexa envolvendo fatores
fisicos e quimicos, seguindo o mecanismo de
clivagem das ligacOes glicosidicas B-1,4. Durante a
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hidrdlise acida, a xilose é rapidamente degradada
a furfural e outros co-produtos de condensacao.
Por outro lado, a glicose pode se degradar em
hidroximetilfurfural e outros coprodutos, os quais
sdo inibitdrios a acdo dos microrganismos.**>°

E importante salientar que a hidrdlise acida
apresenta algumas desvantagens, tais como o uso
de ligas caras na construcao de reatores, tubulagdes,
conexdes e trocadores de calor, devido a natureza
corrosiva do meio. Além disso, problemas de
recuperagdo/separagao do produto final da hidrdlise
exigem alta demanda energética para operacdo. Por
esses motivos, o uso de catalisadores sélidos acidos
vem ganhando destaque, pois proporciona a sua
facil separacdo do produto final, com a perspectiva
de recuperacio e reutilizagdo do catalisador. 20336061

4.2.2. Hidrdlise enzimatica

A celulase é a enzima empregada na hidrdlise
enzimatica da celulose e o processo catalitico
envolve basicamente a adsorcao das celulases na
superficie do substrato, com posterior quebra das
ligacdes. Um fator importante na determinagao
da taxa de hidrélise é a acessibilidade da enzima
aos sitios de adsorc¢do sobre a estrutura cristalina
da celulose.®*% Nesse caso, o processo de pré-
tratamento torna-se fundamental, pois o0 mesmo
promove aumento da area superficial, facilitando
para a adsorc¢do daenzima.®

A células é uma mistura de endoglucanases,
exoglucanases e B-glucosidases que catalisam a
reacdodedegradacdodacelulose emoligdbmerosvia
0s seguintes passos: (i) as endoglucanases atacam
as cadeias da celulose para produzir polissacarideos
de menor tamanho (processo de clivagem); (ii)
as exoglucanases atacam as terminagdes nao-
redutoras dessas cadeias mais curtas e removem
a celobiose e (iii) as B-glucosidases hidrolisam a
celobiose e outro oligbmeros a glicose. >3

Os processos catalisados com enzimas sao
conhecidos por serem altamente seletivos a glicose
em condi¢des reacionais suaves, € as mesmas
levam de um a dois dias para quebrar as diversas
moléculas de glicose que formam a celulose.
Assim, sua utilizagdo é bastante dispendiosa, além
da enzima ser sensivel a alguns fatores como o pH,
a temperatura e a presenca de inibidores. 394765

Nesse complexo enzimatico, também se
encontram as enzimas acessorias, tais como a
xilanase que limpam a fibra e permitem que a
enzima celulase atue diretamente na celulose,
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tornando o processo mais eficiente. As moléculas
de glicose, obtidas pela hidrdlise da celulose, sdo
fermentadas junto com o caldo ou melago de cana
pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae, por meio
do processo de fermentacao alcodlica convencional.

4.3. Processos para sacarificacdo e
fermentacgao
Conforme mencionado anteriormente,

apdés o pré-tratamento ocorre a sacarificacdo
e a fermentagdo, que sdo etapas realizadas
separadamente ou simultaneamente. Em caso de
aplicacdo da hidrdlise enzimatica, diferentes niveis
de integracdo de processos sdo possiveis, como a
sacarificacdo e fermentacdo sequenciais (SHF),
sacarificagdo simultdnea e co-fermentacgdo (SSCF)
ou sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF).
Quando érealizado o processo de SHF, a hidrdlise
enzimatica e a fermentacdo sdo executadas em
dois reatores diferentes. Nesse processo, cada
passo pode ser realizado em condi¢des 6timas de
pH e temperatura. Porém, o acimulo de glicose e
celobiose na etapa de hidrélise, inibe a atividade das
celulases.®® Em um processo de SSF, a sacarificacdo
e a fermentagdo sdo executadas no mesmo reator,
e a glicose produzida pela acdo das enzimas
celulases é convertida diretamente em etanol por
fermentagdo. Nesse caso, a conversdo continua de
glicose em alcool minimiza a inibicdo da atividade
da enzima pelos produtos de hidrdlise.%®¢’
Comparativamente, a SSF apresenta
produtividade total bastante superior a SHF, pois
reduz a complexidade do processo a uma etapa
em reator Unico. Além disso, apresenta mais
altas velocidades de agitacdo, rendimentos e
concentragdes de produto, assim como minimiza
a inibicdo da enzima pela remocdo de acgucares do
processo.?”% A SSCF é bastante semelhante a SSF,
€ possui as mesmas vantagens de processamento,
porém a primeira abre a possibilidade de
fermentacao de pentoses e hexoses.

5. Particularidades dos processos
acidos e enzimaticos de sacarificagao

5.1. CondigOes reacionais

reacionais de hidrdlise e
celulose s3o extremamente

As condicbes
degradacao da
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importantes para a seletividade da reacdo a
formacdo de glicose, pois as mesmas devem
conduzir a ocorréncia eficiente de uma série de
processos. Esses consistem, basicamente, na
modificacdo estrutural da celulose (mudanca de
fase cristalina para amorfa, pelo rompimento das
ligacGes de hidrogénio) e solubilizagdo de parte da
celulose amorfa formada, viabilizando o acesso
aos sitios reativos da molécula.® E importante
destacar que tais condicGes devem também
favorecer a atuacdo do catalisador, seja quimico
ou enzimatico.

Na Tabela 4, encontram-se exemplos de
condicdes reacionais, assim como a conversdao em
glicose, em presenca de catalisadores quimicos e
enzimaticos.

O uso de 4cidos diluidos (por exemplo,
acido sulfurico 1,0%) exige condigdes severas,
com emprego de temperaturas mais altas, que
provocam a degradacdo da glicose a subprodutos
como 5-hidroximetilfurfural. Por outro lado,
o0 uso de acidos concentrados (por exemplo,
acido sulfurico 75%) requer temperaturas mais
moderadas para alcancar altas produtividades
semelhantes as observadas ao se empregar
celulases.”® Porém, o meio reacional torna-se,
nesse Ultimo caso, altamente corrosivo, o que
causa um efeito deletério aos equipamentos,
aumentando o custo de producgado. Porisso, apesar
de apresentarem vantagens reacionais em alguns
aspectos, ndo sdo tecnologias présperas e estdo
sujeitas a substituicdo pelo uso de catalisadores
sélidos acidos. #7°

Os catalisadores acidos heterogéneos sdo
empregados em condicdes reacionais mais
brandas, em temperatura que permita a
solubilidade da celulose, facilitando a atividade
do catalisador.®*® De forma comparativa, as
enzimas apresentam algumas vantagens, pois
catalisam reacGes quimicas especificas sem
serem consumidas, ndo permitindo a formacgao
de coprodutos. As mesmas atuam em condicdes
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muito suaves de temperatura e pH, apresentando
valores 6timos nos quais a atividade é maximizada.
No entanto, o alto custo desse insumo é um fator
limitante ao seu emprego.>®%!

5.2. Catalisadores

Nos processos que empregam a hidrdlise
acida diluida ou concentrada, o catalisador mais
utilizado é o acido sulfurico, que atua como um
acido homogéneo de Bronsted. Essa rota de
sacarificacdodacelulose conduzaaltasconversdes,
porém ¢é susceptivel a formacdo de produtos
de degradacdo e aos demais inconvenientes
mencionados anteriormente.>7810.2

Na Figura 6 estd apresentada uma proposta
de mecanismo de acdo dos catalisadores acidos
na hidrélise da celulose. A clivagem da ligacdo
C-O-C da celulose pode seguir os caminhos de
protonacdo, em que o préton ataca o oxigénio
glicosidico encontrado entre as duas unidades de
glicose (A-1) ou no oxigénio do ciclo(A-2). 10271
Na sequéncia, ocorre a rapida formacdo de um
intermedidrio entre o oxigénio e o préton, seguido
pela quebra lenta de ligacGes glicosidicas e pela
adicdo de uma molécula de agua.”

Os catalisadores sdlidos acidos combinam
vantagens intrinsecas do seu carater heterogéneo
e solucionam muitos problemas apresentados
pelo uso de catalisadores homogéneos. 7072 7476

Um catalisador heterogéneo 4cido, definido
como um solido que pode doar prétons ou
receber elétrons (acidez de Bronsted e de Lewis,
respectivamente) promove a despolimerizacdo
da celulose e permite a reducdo da formacao de
oligbmeros e polimeros soltveis. 7> Os possiveis
mecanismos para a ac¢dao dos catalisadores
heterogéneos na sacarificacdo da celulose ainda
ndo estdo completamente definidos. Porém
Chambon et al. > propuseram que na presenca
de um sélido acido de Lewis, a hidrélise pode
prosseguir de forma significativa por duas vias,

Tabela 4. Exemplos de condig¢Ges reacionais empregadas em processos para hidrdlise e degradagao

da celulose
T(°C) Tempo % Glicose Referéncia
Acido diluido (H,S0,) 245 3 min 50-70 (Moe et al., 2012)*
Acido concentrado (H,s0,) 70 2-6h 90 (Moe et al., 2012)*®
Sélido acido 150 24h 75 (Guo et al, 2012)*
Enzima 80 24h 75-95 (Jeya et al., 2012)%
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tanto pela clivagem das ligagdes C- O e C-C
intra ciclo, quanto pela protdlise das ligagcoes
glicosidicas (Figura 7). O mecanismo sugerido se
baseia na coordenacdo das hidroxilas soluveis dos
oligossacarideos aos sitios acidos, o que favorece
a protolise do oxigénio das ligacGes glicosidicas.

Chambon et al.”? também demonstraram, em
condicOes reacionais semelhantes, que a presenca
de sitios acidos de Bronsted ndo contribuiu
significativamente na etapa de despolimerizacao.
Contudo, diversos catalisadores heterogéneos, tais
como solidos acidos suportados, heteropoliacidos,
zedlitas e materiais mesoporosos, que apresentam
sitios acidos de Lewis e de Bronsted, foram
avaliados na conversao da celulose e exibiram
resultados promissores.>557273

As enzimas, por apresentarem excelentes
propriedades de especificidade e seletividade
guimica, posicional e estérica, sdo candidatas naturais
ao emprego como catalisadores em diversas reagdes.
A celulose é tipicamente hidrolisada por uma enzima
chamada celulase, que é produzida por diversos
microrganismos, tais como bactérias e fungos.’*"®

As celulases sdo classificadas, de acordo com seu
local de atuacdo no substrato celuldsico, em trés
grandes grupos: endoglucanases (EnG), que clivam
ligacGes internas da fibra celuldsica; exoglucanases
(ExG), que atuam na regido externa da celulose e

HO

HO

HO
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B-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos
soluveis em glicose. O grupo das exoglucanases
(ExG) é constituido por celobio-hidrolase (CBH)
e glucano-hidrolase (GH). A CBH ainda pode ser
dividida em dois tipos: enzima do tipo | (CBH I), que
hidrolisa terminais redutores (R), enquanto que a
do tipo Il (CBH 1) hidrolisa terminais ndo redutores
(NR). Essas enzimas geralmente sofrem inibicdo pelo
seu produto de hidrdlise, a celobiose, uma fragdo da
celulose, que é um dissacarideo composto por duas
moléculas de glicose.””®

As enzimas que compde o complexo da celulase

ndo hidrolisam a celulose eficientemente de
maneira individual, sendo necessdria uma acdo
complementar e sinérgica, ou seja, uma acdo em
conjunto para que o rendimento das celulases
quando atuam simultaneamente, seja maior do
que a soma dos rendimentos individuais. S3o
conhecidas pelo menos trés formas de sinergia: 7

e Sinergia endo-exo: as endoglucanases
atuam nas regides amorfas, liberando
terminais redutores e n3o redutores, nos
guais atuarao as CBHs do tipo | e do tipo I,
respectivamente.

e Sinergia exo-exo: as CBHs | e CBHs Il que
atuam simultaneamente nos terminais
redutores e nao redutores liberados pelas
endoglucanases.

HO

H H
0
™ no
on il

O
HO
il o5
HOY Tl OH
H H

Figura 6. Mecanismo proposto para a da hidrdlise acida da celulose™
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Figura 7. Mecanismo de ac¢do de um sdlido acido na hidrélise da celulose”

e Sinergiaexo-BGeendo-BG:asexoglucanases
e endoglucanases liberam celobiose e
oligossacarideos, respectivamente, que sao
substratos da B-glucosidas.”#2°

Embora esses biocatalisadores apresentem
alta atividade catalitica e seletividade especifica,
os processos hidroliticos enzimaticos ainda nao
sdo viaveis do ponto de vista econOmico.”®®?
Assim, é necessario tracar e entender as limitacoes
apresentadas por cada processo.

5.3. LimitagOes e alternativas

Devido a grande contribuicdo aos custos do
processo, a etapa de sacarificagdo precisa ser
avaliada quanto ao custo global, rendimento
glicosidico e a fermentabilidade do hidrolisado
(Tabela 5).

A dificuldade em reduzir etapas do processo,
por ndo viabilizar a sacarificagdo e fermentacdo
simultdnea, o uso de elevadas temperaturas

Tabela 5. Avaliagdo dos processos de sacarificagao da celulose

Custo

Rendimento Glicosidico

Fermentabilidade do hidrolisado

Acido
diluido ou
concentrado

Sélido Acido

Enzimatico

O processo se torna
economicamente dispendioso
devido a corrosdo nos
equipamentos causada pelo
catalisador.3171920.22

N&o possui os inconvenientes
atrelados a corrosdo e o
carater heterogéneo do
catalisador possibilita a

reutilizagdo, o que reduz os
custos de operagdo. >>16:404554

Elevado custo das enzimas
CelulaSeS 16,17,56,57,74,76,77

Possui rendimento moderado alcangando
maiores valores com acidos concentrados;
porém,as condiges reacionais requeridas
favorecem a formacao de produtos de
degradagso. 1,3,17,19,20,22

Atinge rendimentos satisfatorios, com
possibilidade de otimizagdo; todavia,a
elevada temperatura requerida no
processo favorece a formagao de produtos
inibitdrios da fermentagdo. 3>16404554

Rendimentos elevados e consideravel

seletividade a produgao de glicose.
16,17,56,57,74,76,77

A presenca do acido e dos
produtos de degradagao inibe a
atuagdo dos micro-organismos

responsaveis pela fermentagao.
1,3,17,19,20,22

Os produtos de degradagdo
formados na hidrdlise inibem os
micro-organismos responsaveis

pela fermentag&o. 3516404554

Possibilita o processo de
sacarificagdo e fermentagdo
simultaneos.>6*7.7476.77
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reacionais e a propria natureza recalcitrante
de celulose microcristalina, aumentaram a
complexidade da reagdo de hidrdlise acida
heterogénea. Esses fatores estimularam o
desenvolvimento de processos alternativos
mais interessantes incluindo funcionalizacdao de
materiais, uso de liquidos i6nicos para dissolucdo
de celulose e despolimerizagdo, emprego de
sistemas de reatores bifasicos, catalisadores de
metais suportados em heteropoliacidos.5®"*

Apesardesuasaltasseletividades, oscatalisadores
enzimaticos possuem inconvenientes, tais como a
recalcitrancia da celulose e o alto custo associado
as enzimas celulases, o que pode inviabilizar a rota
de producdo do etanol lignoceluldsico. Além disso,
0 pré-tratamento escolhido para a matéria-prima
pode dificultar a acdo das enzimas nas etapas
posteriores. 8 Como resultado, melhoramentos
focados no processo de hidrélise enzimatica tém
sido propostos. Entre eles, investigar as relacdes
entre a estrutura e a fungdo de enzimas, aspectos
relacionados a bioprocessos, metagenémica
aplicada a biocombustiveis, producdo de proteinas,
transducdo de sinal em fungos filamentosos e
evolucdo molecular de enzimas. 882

Além desses obstaculos, alguns sistemas
enzimaticos ndo estdo sendo comercializados
devido a dificuldade de separacdo do catalisador
do meio reacional. Essa limitacdo impulsiona
novas estratégias, como a de imobilizacdo
desses catalisadores enzimaticos em suportes
heterogéneos, agregando assim os beneficios
oriundos dos catalisadores heterogéneos, como
a facilidade de remocado e a reutilizagdao. Outra
opc¢do importante é a modificacdo genética dos
micro-organismos.882

6. Consideragoes Finais

O desenvolvimento de um combustivel
alternativo que seja eficiente considerando critérios
técnicos, econGmicos e sociais é o foco de pesquisas
em todo o mundo. O bioetanol lignoceluldsico se
apresenta como a op¢do mais passivel de aceitagdo
devido a abundancia de matéria-prima, baixo custo
de producao e alto valor de produto. No entanto, os
métodos atuais de producdo requerem melhorias,
que dependem diretamente do desenvolvimento
de pesquisas tecnoldgicas como as apresentadas
neste trabalho.

Costa, B. E. B. et al.

A hidrélise enzimatica, de forma geral, se
mostra superior a hidrdlise acida homogénea
na maioria dos aspectos. Porém, em virtude das
diversas vantagens apresentadas pelo uso de
catalisadores acidos heterogéneos, pesquisas tém
sido incentivadas na academia e em empresas do
setor sucroenergético. Essas visam desenvolver
um catalisador adequado para reduzir as
dificuldades envolvidas no processo produtivo de
etanol de segunda geragdo. Diante disso, pode-se
dizer que a concretizacdo do etanol de segunda
geragdo como fonte de energia tem como ponto
de apoio taisinvestigacdes, as quais representam a
oportunidade de torna-lo tdo competitivo quanto
o etanol de primeira geragao.
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