CAPITULO 1

BIOMASSA LIGNOCELULOS[CA:
ESTRUTURA E COMPOSICAO

Vanessa de O. A. Pellegrini, Anelyse A. Cortez e Igor Polikarpov

1.1 PAREDE CELULAR DE PLANTAS: ARQUITETURA E COMPOSICAO

As plantas contém cerca de 35 a 40 diferentes tipos de células, e elas se distinguem em
tamanho, forma, posi¢io e construgio da parede celular.! Circundando as células vegetais, a
parede celular é uma matriz extracelular muito resistente, a qual diferencia as células animais
das células vegetais. E ela que determina tanto o tamanho quanto a forma da célula, bem como
a textura do tecido, moldando, portanto, a forma final das células de plantas.?

Evolutivamente, o desenvolvimento de uma parede celular rigida foi fator limitante na
capacidade de locomogdo de plantas primordiais, levando-as a adotar a vida sedentdria apre-
sentada pelas plantas atuais.”> Uma vez que paredes celulares das plantas sdo capazes de determi-
nar a resisténcia mecanica das estruturas das plantas, ela permite que essas estruturas cresgam a
grandes alturas. A capacidade ou limitagio da parede celular se expandir é o que determina o
crescimento das células vegetais. E importante ressaltar que plantas com distintas arquiteturas
requerem diferentes propriedades mecanicas dos érgios, por exemplo, plantas que dependem
da rigidez dos préprios tecidos para crescer investem mais em tecidos de sustentacdo, enquanto
espécies com hébito escandente (trepadeiras) demandam menor estrutura de suporte.

Nas células que estdo em crescimento, a parede € tipicamente fina (0,1-1 um), flexivel e
consiste principalmente de polissacarideos complexos com uma pequena quantidade de protei-
nas. Apesar da estrutura parecer fragil, a parede celular forma uma rede forte, capaz de compri-
mir e dar forma ao protoplasto.

As paredes das células vegetais possuem fungdes nio encontradas nas paredes de outros
organismos, tornando sua estrutura e composi¢do complexa e varidvel. O papel da parede ce-
lular vegetal vai desde o envolvimento nos processos de crescimento até ao desenvolvimento,
a manutengio e reproducio das plantas. Outra fungio relacionada com a parede vegetal é o
controle hidrico das plantas, pois é a parede que determina a pressdo de turgor celular e o vo-

lume de células.

1 Cosgrove (2005), Gilbert, Knox e Boraston (2013), Lampugnani et al. (2018).
2 Chaffey (2014).
3 Uzman (2003).
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Além disso, a parede celular desempenha um papel ativo na defesa contra bactérias e
fungos patogénicos, recebendo e processando as informagdes da superficie sobre ataque do pa-
tégeno e transmitindo-as & membrana plasmdtica da célula vegetal.* Muitas das funcdes acima
descritas sdo requeridas a0 mesmo tempo, exigindo simultaneamente flexibilidade e resisténcia.
Tanta diversidade de fungdes requer uma estrutura de parede celular vegetal igualmente sofis-
ticada e complexa, justificando a variedade de enzimas capazes de desempenhar importantes
papéis na absorc¢do, no transporte e na secre¢do de substincias nas plantas.

Em termos gerais, as paredes celulares das plantas sfo geralmente divididas em duas ca-
tegorias: primadrias e secunddrias. A parede priméria é depositada antes e durante o crescimento
da célula vegetal, e assim envolve as células que estdo em crescimento ou que sio capazes de
crescer. Embora possa conter pequena quantidade de lignina, suberina e cutina, as paredes
primadrias sdo constituidas principalmente por celulose, hemiceluloses, pectinas, proteinas (gli-
coprotefnas e enzimas) e dgua.

As células vivas, formadas somente pelas paredes primérias, possuem a capacidade de al-
terar sua forma celular, dividir-se e diferenciar-se ativamente em novos tipos de células. Células
maduras, mas que s3o envolvidas em processos metabdlicos como fotossintese, respiragio e se-
cregio, também s3o compostas essencialmente de paredes primdrias. Outra categoria de células
essencialmente compostas de parede primdrias sdo as envolvidas na cicatriza¢do de ferimentos
e regeneracdo na planta.

Ap6s cessar o crescimento celular, ocorre a deposi¢io da parede celular secunddria, que ti-
picamente deve dominar a composigio da planta madura e conferir reforgos substanciais para esta-
bilizar a estrutura das células da planta como um todo, conferindo, assim, estabilidade mecénica.’

Majoritariamente, a parede celular secundéria é composta de celulose e hemicelulose,
as quais se encontram “vedadas” de forma impermedvel e quimicamente durdvel pela matriz
polimérica de lignina, importante componente das paredes celulares vegetais, uma vez que o
desenvolvimento de paredes celulares lignificadas por plantas terrestres foi um passo funda-

mental para permitir a sua proeminéncia na biosfera terrestre.

1.2 PRINCIPAIS FRACOES DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA
CELULOSE, HEMICELULOSE E LIGNINA

A biomassa lignocelulésica é um material orgAnico de origem vegetal com elevado po-
tencial para contribuir com as demandas mundiais de energia, produtos quimicos e materiais,

de maneira renovdvel e sustentdvel. A alta produtividade das usinas sucroalcooleiras disponi-

4 Northcote (1972).
5 Gomez, Steele-King e McQueen-Mason (2008).
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biliza uma enorme quantidade de matéria organica sob a forma de bagaco de cana, conforme

pode ser visualizado na Figura 1.1.

Figura 1.1 A) Detalhe do aspecto do bagago de cana-de-agticar. B) Amontoado de bagaco de cana-de-

-aglcar proveniente de usinas sucroalcooleiras.

Encontrada nas paredes celulares das plantas, é formada através de fotossintese e com-
posta principalmente das fibras vegetais de celulose (20-50%), hemicelulose (15-35%) e ligni-
na (10-30%), fragdes poliméricas unidas por ligagdes covalentes.®

A celulose é o biopolimero natural mais abundante, encontrada na madeira, no algo-
dao, cAnhamo e em outros vegetais. Trata-se de um polissacarideo constituido por unidades de
B-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4. Cada cadeia de celulose pode conter
de dois mil a mais de 25 mil residuos de glicose, os quais se encontram invertidos em relacdo aos
seus vizinhos, resultando em uma cadeia linear de residuos de glicose. Essa linearidade permite
que associagdes proximas se formem com cadeias vizinhas em longas distancias, resultando em
formagdo de microfibrilas e uma estrutura semicristalina.’

A celulose é bastante resistente a traciio e apresenta propriedades que a tornam um
excelente material para compor uma parede celular compacta e rigida. Sua estrutura é inso-
ldvel, quimicamente estdvel e muito recalcitrante diante de ataques quimicos e enzimaticos.
Todavia, as microfibrilas de celulose podem apresentar pequenas deslocagdes em sua estrutura,
como poros e rachaduras, formando pontos fracos mediante o ataque quimico e enzimdtico ou
de forcas mecanicas.

As microfibrilas de celulose podem variar em comprimento, largura e grau de ordenagio.
A variedade em largura corresponde a complexidade do ndmero de cadeias paralelas que com-
pdem a se¢do transversal de uma microfibrila. Estima-se que microfibrilas finas, por exemplo,
sejam compostas de 20 a 40 cadeias individuais de celulose.

As microfibrilas apresentam regides com dominios ordenados, nas quais as cadeias estdo
firmemente ligadas em paralelo, formando regides altamente cristalinas, e regides com me-

nor grau de ordenagio, denominadas regides amorfas. A regido cristalina constitui a fragdo de

6 Pauly e Keegstra (2008).
7  Payneetal. (2015).

11

biomassa_07.indd 11 @ 14/01/20 14:47



®

Biomassa: estrutura, propriedades e aplicagdes

maior resisténcia a tragdo, ao alongamento e a solvatagio (absor¢do de solvente), enquanto
que a regido amorfa possui maior flexibilidade.®

As regides amorfas sdo as primeiras fragdes a serem degradadas quando a celulose é
submetida 2 agdo hidrolitica, e parece provdvel que o aumento das regides desordenadas na
celulose possa fornecer um meio de aumentar sua digestibilidade.’

A celulose pode se organizar em multiplos polimorfos, sendo a celulose nativa (tipo
I) o polimorfo dominante em madeiras e plantas naturais. Estudos de ressonincia magnética
nuclear mostraram que a celulose nativa é constituida por uma mistura dos polimorfos naturais
o e IB. A principal diferenca entre estes polimorfos estd relacionada ao sistema cristalino das
estruturas: enquanto a la € triclinica, a If é monoclinica.'® A proporcdo entre as fracdes lo e
IB em uma amostra de celulose nativa depende do material vegetal que a originou. Sabe-se que
nas celuloses de algoddo e madeira, por exemplo, predomina o polimorfo If. Existem, ainda,
outras formas cristalinas de celulose, originadas a partir do tratamento quimico da celulose na-
tiva. Tais formas constituem o grupo dos polimorfos sintéticos, formado pelas celuloses do tipo
IL 1L, 1L, IV e TV .1

Na parede celular das células vegetais, as microfibrilas de celulose estdo imersas em uma
matriz com diversos outros polissacarideos capazes de interagir com estas moléculas organiza-
das. Dentre eles, destaca-se a hemicelulose, segundo componente mais abundante da biomassa
lignocelulésica, com o papel principal de amarrar microfibrilas de celulose, fortalecendo assim
a parede celular.

A hemicelulose é um grupo heterogéneo de polissacarideos capaz de interagir intima-
mente com microfibrilas de celulose em virtude de sua capacidade de ligagio de hidrogénio as
cadeias de celulose. Tipicamente, sdo caracterizados por estruturas de agticares com ligagdes
B-(1 = 4) em uma configuracio equatorial (Figura 1.2). Esta defini¢do inclui xiloglucanos,

xilanos, mananos e B-(1 — 3,1 — 4)-glucanos.!

ligacéo glicosidica p 1 — 4

OH

OH
L -'n

Figura 1.2 Estrutura molecular da celulose com ligagdo glicosidica f 1 — 4.

8  Gomez, Steele-King e McQueen-Mason (2008).

9 Id. ibid., Payne et al. (2015).

10 Dufresne (2003), Moon et al. (2011).

11 Payne et al. (2015), Buckeridge, Cavalari e Silva (2008).
12 Scheller e Ulvskov (2010).
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De acordo com o tipo da planta, a hemicelulose pode ser composta de unidades diversas
de monossacarideos contendo, principalmente, pentoses (D-xilose, L-arabinose e L-ramnose),
hexoses (D-glicose, D-manose e D-galactose) e dcidos urdnicos (4dcido 4-O-metilglucuronico
e 4cido galacturdnico) (Figura 1.3). Conforme o estdgio de desenvolvimento e tipo de tecido,
virias classes de hemiceluloses sdo encontradas. A classificacdo destes polissacarideos ocorre

segundo o principal monossacarideo da cadeia principal e as ramificagdes laterais.

OH OH OH OH
OWOH OWOH OW
OH OH OH OH OH OH
D-xilose L-arabinose L-ramnose
OH OH OH OH OH OH
- 0] - 0}
OH OH OH OH OH OH
D-glicose D-manose D-galactose
OH Q (0] OH OH O
O - -
X . OH \/\A)J\
OH OH OH OH
acido 4-O-metil D-glucuronico acido D-galacturonico

Figura 1.3 Monossacarideos que constituem a estrutura da hemicelulose.

O xiloglucano (XyG) ¢ encontrado na maioria das espécies de plantas terrestres, até
mesmo em musgos. E um polissacarideo de reserva, formado por uma cadeia principal de glico-
ses e ramificagdes de xiloses, as quais também podem estar associadas a residuos de galactose e
fucose. Todavia, existem muitas variaces para padrio de ramifica¢des deste polissacarideo. As
ramificagdes interferem no alinhamento linear entre os residuos de glicose da cadeia principal,
impedindo que o xiloglucano forme microfibrilas. Além disso, elas determinam a solubilidade
do xiloglucano, sendo que os menos ramificados s3o mais insoliveis, e também influenciam nos
aspectos funcionais da molécula.” O xiloglucano liga-se as microfibrilas de celulose por meio
das ligagdes de hidrogénio, mantendo o espagamento entre as mesmas e impedindo que estas
se agreguem e formem feixes muito espessos. Se o xiloglucano é removido, as microfibrilas de

celulose podem perder o espagamento e a sua orientagio, e colapsar.

13 Id. ibid.
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Em se tratando da fragdo hemicelul6sica, o xiloglucano é componente principal em pa-
redes celulares primdrias, enquanto que nas secunddrias, que predominam na biomassa vegetal,
a hemicelulose mais abundante é o xilano.!

O xilano consiste em uma cadeia principal formada por xiloses, e as ramificagdes podem
ser dcido glucurdnico, L-arabinose e D-galactose. A estrutura do xilano € varidvel até mesmo
entre os diferentes tecidos de uma mesma espécie. As cadeias laterais determinam a solubilida-
de, a conformagio fisica e a reatividade da molécula de xilano com outros componentes hemi-
celulésicos. Além disso, influenciam na interagio do xilano com as microfibrilas de celulose.
Sabe-se que o xilano é o constituinte principal das chamadas madeiras duras, ou madeira de
lei, sendo responsdvel por revestir estas microfibrilas e auxiliar as ligagdes destas com outros
polimeros através das ligacdes de hidrogénio.

Uma modificacio comum dos xilanos é a substituicdo com residuos glucuronosil e
4-O-metil glucuronosil ligados por uma ligacio o- (1 — 2) a cadeia principal de polissacarideo.
Os xilanos dominados por esse tipo de substituigio s3o conhecidos como glucuronoxilanos, e
sdo o polissacarideo ndo celulésico dominante nas paredes secunddrias das dicotileddneas. J4
em monocotileddoneas comuns (que incluem gramineas e outras espécies relacionadas), os xila-
nos geralmente contém varios residuos de arabinose ligados a cadeia principal e sdo conhecidos
como arabinoxilanos e glucuronoarabinoxilanos."

Outro importante componente da hemicelulose é 0 manano, o qual apresenta tanto papel
estrutural, pois é capaz de se ligar as microfibrilas de celulose, quanto de armazenamento, como
reserva de carboidratos. Além disso, funciona como molécula de sinalizagdo envolvida com o
crescimento e desenvolvimento das plantas.'®

O manano pode ser classificado em quatro subfamilias: manano linear, glucomanano,
galactomanano e galactoglucomanano, as quais sio amplamente distribuidas nos tecidos vege-
tais.!” Cada um desses polissacarideos apresenta um esqueleto ligado a B-1,4 contendo manose
ou uma combinagio de residuos de glicose e manose. Além disso, o esqueleto de manano pode
ser substituido por cadeias laterais de residuos de galactose ligados por a-1,6.'8

Apesar do manano ser muito estudado em seu papel como composto de armazenamento
de sementes, ele é encontrado em quantidades varidveis em todas as paredes celulares. Sdo
as principais unidades estruturais nas madeiras e nas sementes de muitas plantas, como nozes
marfim e grios de café. Alguns destes mananos, especialmente da Aloe vera, apresentam pro-

priedades imunofarmacolégicas e terapéuticas.'’

14 Gomez, Steele-King e McQueen-Mason (2008).

15  Scheller e Ulvskov (2010), Rennie e Scheller (2014).
16  Moreira e Filho (2008).

17 Id. ibid.

18 Liepman et al. (2007).

19 Aspinall, Begbie e McKay (1962).

14

biomassa_07.indd 14 @ 14/01/20 14:47



®

Biomassa lignocelulésica: estrutura e composigio

Os galactomananos sdo encontrados principalmente nas sementes da familia Leguminosae
e estdo localizados na parte endospérmica das sementes. Possuem capacidade de reter 4gua pela
salvacdo, e sua presenca em sementes de regides com altas temperaturas atmosféricas é muito
importante na prevengio da secagem completa das sementes, o que levaria & desnaturagio da
protefna, especialmente daquelas enzimas essenciais para a germinagio de sementes.

A distribui¢do hemicelulésica varia entre as chamadas “madeiras moles” (gimnosper-
mas) e “madeiras duras” (angiospermas). Nas madeiras moles se encontram principalmente
glucogalactomanano, contendo residuos de manose/glucose/galactose em uma propor¢io de
3:1:1, e glucomanana, com residuos de manose/glicose na propor¢io de 3:1.%°

Presentes em grandes quantidades na fragio hemicelulésica das “madeiras moles”, as glu-
comananas sdo polissacarideos com grau de polimerizagio superior a 200.?! Glucomananas tém
uma boa variedade de aplicagdes, incluindo a prevencdo de doengas cronicas e controle de peso.??

Galactoglucomananas sdo polissacarideos contendo residuos de D-galactose ligados
a ambas unidades D-glucosil ¢ D-manosil como ramifica¢des terminais ligadas por a-1,6.”
Possuem alta solubilidade em dgua devido ao seu contetdo relativamente grande de cadeias la-
terais de D-galactose, impedindo que as macromoléculas se alinhem de modo a resultar na for-
magio de fortes ligagdes de hidrogénio.** A alta solubilidade em dgua dos galactoglucomananos
colabora para que sejam considerados polimeros naturais biodegraddveis de fonte renovavel e
com grande potencial econdmico.”

Os B-1,3-1,4-glucanos, ou apenas f-glucanos, sdo os componentes hemicelulésicos pre-
dominantes em paredes celulares de alguns tipos de gramineas, como a cevada e a aveia. Sdo
formados por ligacdes mistas de B-1,4-glucanos intercalados por B-1,3-glucanos. A presenca de
ligagdes B-1,3 cria tor¢des na estrutura do B-glucano, que nfo sé previnem o alinhamento ex-
tensivo das cadeias de microfibrilas celulésicas, mas também permitem que o B-glucano forme
géis hidrossoltveis.?°

Esta capacidade do B-glucano em formar estruturas em gel é biologicamente importan-
te, uma vez que proporciona resisténcia adicional a parede, aliada a flexibilidade. Além disso,
acredita-se que a matriz semelhante a gel proporciona porosidade que permite a transferéncia de
4gua, nutrientes e outras pequenas moléculas através da parede durante o crescimento vegetal.?’

Nas paredes celulares primdrias, esta molécula com ligagdes alternadas de glucano desempenha

20 Puls (1997).

21 Northcote (1972).

22 Ishurd et al. (2006).

23 Aspinall, Begbie e McKay (1962).

24 Timell (1964).

25 Xuetal. (2009).

26  Fincher (2009a).

27  Harris e Fincher (2009), Fincher (2009hb).
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um papel na expansio celular, e sua quantidade varia de acordo com o estdgio de desenvolvi-
mento da planta.

Como visto, as hemiceluloses apresentam diferengas estruturais dependendo de cada es-
pécie de planta e entre os diferentes tipos celulares que compdem o tecido vegetal. O principal
papel das hemiceluloses é unir as microfibrilas de celulose, fortalecendo a parede celular. Sdo
importantes componentes do ramo alimenticio e constituem uma parte importante da bio-
massa lignocelulésica.?® Além da associagdo com as microfibrilas de celulose, as hemiceluloses
também formam ligagdes covalentes com a lignina.

A lignina, terceiro constituinte da biomassa lignocelulésica aqui abordado, é uma ma-
cromolécula de estrutura tridimensional complexa. Na natureza, o polimero de lignina normal-
mente forma ligacdes éter ou éster com a hemicelulose, que também est4 associada a celulose.
A lignina é composta principalmente de trés elementos: C, H e O. Sua unidade estrutural &
uma rede polimérica nio cristalina com fenilpropano (C9) como estrutura principal, com subs-
tituintes hidroxi (-OH) e metoxi (-OCH,).”

Ela possui uma estrutura aromdtica na qual as unidades elementares sio os dlcoois p-
~cumarilico, coniferilico e sinapilico, que quando incorporados 2 estrutura aromadtica da lignina
produzem, respectivamente, monolignéis p-hidroxifenila, guaiacila e siringila (vide capitulo
7). A porcentagem destes precursores varia de acordo com diferentes plantas. Geralmente, a
lignina de madeira mole tem um contetdo rico (~ 90%) de 4lcool guaiacil ou p-coniferil (G),
com muito baixo teor de dlcool p-acetdlico (H), enquanto a lignina de madeira dura contém
uma mistura de unidades de guaiacil (G) e siringil (S). Em gramineas, por sua vez, predominam
a guaiacila e siringila em propor¢des equiparaveis, com p-hidroxifenilas. Deste modo, podemos
classificar a lignina em trés tipos: tipo — G (lignina de madeira mole); tipo — G — S (lignina de
madeira dura); e tipo — H — G — S (lignina de graminhas).’!

Uma vez que a lignina envolve essencialmente os polissacarideos das paredes celulares,
ela proporciona ao material rigidez, resisténcia e impermeabilidade & parede celular, garantindo
a defesa contra o ataque de microrganismos. No entanto, tal estrutura também impede a pene-
tracdo de enzimas destruidoras da parede celular, tornando a lignina um material muito resisten-
te ao ataque enzimatico.

Deste modo, enquanto celulose e hemicelulose tém sido amplamente utilizadas na pro-
dugdo de papel, agicares e biocombustiveis, a lignina, principal subproduto dessas atividades
industriais, nfo tem sido tdo utilizada ainda. A maior parte dos residuos de lignina é despejada
ou queimada como combustivel de baixo teor, e quando queimada nio s6 provoca desperdicio

de recursos, mas também incorre em polui¢io ambiental.*?

28  Scheller e Ulvskov (2010).

29  Mahmood et al. (2016).

30 Caoetal. (2018).

31 Zakzeski et al. (2010), Li et al. (2013).
32 Indubai, Mahanwar e Gadekar (2018).
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Para melhorar a viabilidade econdmica de uma biorrefinaria, a biomassa deve ser am-
plamente convertida em produtos de valor agregado, e isso deve incluir o fluxo de lignina.*
Por isso, atualmente muito se discute a valorizagdo da lignina, e numerosos estudos mostram o
potencial do uso de despolimerizagio de lignina para produgio de produtos quimicos com alto
valor agregado e a da utilizagdo da biomassa e seus subprodutos em um futuro verde, e como

realidade préxima.

1.3 ESTUDOS DE COMPOSICAO QUIMICA E ESTRUTURA FISICA DE
PAREDE CELULAR

A superagio de atuais desafios relacionados com a exploragio exaustiva dos combus-
tiveis ndo renovdveis e os impactos ambientais provocados pelas emissdes de gases de efeito
estufa e nossa capacidade de avangar na dire¢do da bioeconomia estdo diretamente ligados com
nossa capacidade de resolver gargalos biotecnoldgicos e bioindustriais de produgdo econdmica
de agticares monoméricos e compostos quimicos com valor agregado a partir de biomassa ligno-
celulésica. Deste modo, torna-se imprescindivel o sélido conhecimento tanto da composic¢do
quimica quanto da estrutura fisica de parede celular de plantas, através do estudo aprofundado
e do uso aprimorado de técnicas moleculares, bioquimicas e biofisicas.

A caracterizagfio da biomassa lignocelul6sica, realizada de maneira sistematica, nos aju-
da a ampliar as perspectivas e a compreensdo das alteragdes composicionais e morfolégicas
capazes de atuar na melhoria e otimiza¢do da hidrélise enzimdtica na biomassa lignoceluldsica.
Técnicas quimicas e fisicas, como determinaco de fragdes de celulose, hemicelulose e lignina,
microscopia confocal, microscopia eletronica de varredura, além da difragdo de raios X (DRX),
andlises termogravimétricas (TGA) e ressonincia magnética nuclear (RMN), sdo capazes de
fornecer informagdes relevantes e fundamentais dos substratos envolvidos nos estudos.

A recalcitrancia da biomassa lignocelulésica dificulta ndo s6 os processos de separagio
desses componentes, mas até mesmo as andlises que visam quantific-los, exigindo muitas vezes
o uso de métodos nos quais a amostra é submetida a minuciosos processos de tratamento capa-
zes de estimar os teores dos componentes lignocelulésicos.**

Atualmente, existem diversos processos de pré-tratamento disponiveis, podendo ser qui-
micos, fisicos, biolégicos ou de fracionamento por solvente. Solugdes 4cidas, alcalinas ou oxi-
dativas podem constituir pré-tratamentos quimicos. Em pré-tratamentos catalisados por dcidos,
por exemplo, a fragio de hemiceluloses é hidrolisada, enquanto nos pré-tratamentos alcalinos a
fragdo da lignina é removida e a hemicelulose deve ser despolimerizada no passo seguinte, com

o uso de difragio de raios X. J4 as operagdes fisicas de pré-tratamento baseiam-se na redugio do

33 Rinaldi et al. (2016).
34 Foston, Hubbell e Ragauskas (2011), Singh et al. (2014).
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tamanho da particula de biomassa através da moagem, promovendo maior eficicia das enzimas
em virtude do aumento da drea de contato e, também, devido a redugio do grau de polimeriza-
¢io e cristalinidade da celulose.

Os pré-tratamentos biolégicos normalmente utilizam fungos para degradar a lignina
e as hemiceluloses da biomassa. Estes microrganismos secretam enzimas extracelulares como
peroxidases e lacases, que auxiliam na remog¢io de uma quantidade consideravel dos consti-
tuintes peroxidases e lacases e ndo polissacaridicos da biomassa lignocelulésica. Por dltimo,
a categoria de tratamento prévio por fracionamento por solvente se baseia em solubiliza¢io e
fracionamento dos vdrios componentes da parede celular vegetal através do rompimento das
ligagdes de hidrogénio entre as microfibrilas. Durante o pré-tratamento de biomassa, que é um
passo biotecnoldégico muito comum na valorizagdo de biomassa lignocelulésica, a quantidade
de celulose, hemicelulose e lignina é alterada, e, por isso, é fundamental determinar de maneira
eficaz e acurada a porcentagem desses agicares. Além disso, a andlise da eficiéncia hidrolitica
estd diretamente relacionada com as fragdes dos carboidratos acima citados.

Vidrios métodos sdo adotados para a quantificagio dos teores lignocelulésicos, incluindo
métodos quimicos, a espectroscopia ética ou ressonincia magnética nuclear de alta resolugio
em s6lidos.*

A hidrélise 4cida tem por finalidade a desestruturacgio e solubilizacio total ou parcial dos
polissacarideos (celulose e polioses) presentes na biomassa vegetal, obtendo, ainda, o isolamento
da lignina. A utilizagdo de H,SO, a 72%, seguido de aquecimento do material a temperatura de
45 °C, é um método bastante utilizado para a determinacio do teor de carboidratos em labora-
térios e inddstrias de celulose e papel, para caracterizar a composigio das amostras de biomassa.*®

Entre os métodos fisicos, a técnica de RMN PC em estado sélido também pode ser
empregada no processo de caracterizagio de materiais lignocelulésicos e obtencdo de informa-
¢des sobre a sua composig¢do quimica, por detectar, em nivel molecular e atdbmico, mudangas
estruturais nas amostras. O método de excita¢do utilizado, nomeado como CPMASTOSS,
integra excita¢io através de polarizagio cruzada entre os nicleos de 'H e PC, com rampa de
radiofrequéncia (CP, do inglés ramped crosspolarization), rotagio da amostra em torno do an-
gulo mégico (MAS, do inglés magic angle spinning), eliminagio das bandas laterais (TOSS, do
inglés total suppression of spinning sidebands) e desacoplamento heteronuclear no canal 'H, o
que possibilita a obtengdo de um espectro de alta resolugio de *C, com uma boa rela¢o sinal-
-ruido. A atribui¢do dos deslocamentos quimicos costuma ser baseada em dados da literatura e
na comparagio entre as amostras.’’

Outra informacio relevante acerca dos biomateriais lignoceluldsicos é a cristalinidade

da amostra, que é um dos fatores que contribuem para a recalcitrancia da biomassa lignoce-

35  Foston, Hubbell e Ragauskas (2011), Dence (1992), Fukushima e Hatfield (2004).
36  Erdtman (1972), Horst et al. (2014), Gouveia et al. (2009), Ibafiez e Bauer (2014).
37 Rezende et al. (2011), Wickholm, Larsson e Iversen (1998).
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lulésica. Por isso, geralmente ¢ feita a medida do indice de cristalinidade (IC), que indica a
quantidade de celulose que se encontra em estado cristalino.

O IC pode ser aferido através de diferentes técnicas, entre elas, métodos quimicos, difra-
cdo de raios X, espectroscopia no infravermelho, ressonincia magnética nuclear e Raman. E im-
portante ressaltar que diferentes técnicas irdo fornecer diferentes ICs para uma mesma amostra.*®

No geral, DRX ¢ a técnica mais utilizada para determinar IC, considerada rdpida e de
baixo custo,’ sendo realizada com a utilizagio de um difratdbmetro e baseada na comparacio
das intensidades de difrago da celulose cristalina e no total da fragio amorfa que a biomassa
contém, incluindo lignina e hemicelulose. Para a obtengo do valor de IC, as medidas sdo
frequentemente processadas e a IC é calculada através da metodologia dos picos proposta por
Segal e colaboradores (mais popular e difundida).* Entretanto, recentemente foi demonstrado
que este método tende a superestimar grandemente o valor de IC, e por isso o método que en-
volve a deconvolugio, em que os picos cristalinos individuais sfo extraidos por um processo de
ajuste de curva a partir dos perfis de intensidade de difracdo, é atualmente considerado o mais
preciso.*! Utiliza-se um programa de ajuste de pico (PeakFit: www.systat.com) para assumir
fungdes gaussianas para cada pico e um pico amplo em torno de 21,5° atribuido a contribuic¢do
amorfa, conforme descrito por Park et al.* Em geral, medidas de IC usando DRX produzem va-
lores significantemente mais elevados quando comparados com os outros métodos disponiveis.

As andlises de RMN podem também ser utilizadas para obter uma estimativa dos con-
tetdos de celulose cristalina e amorfa apds os diferentes tratamentos. Este método geralmente
fornece valores inferiores de indice de cristalinidade (IC), quando comparado ao método de
difracfo de raios X (DRX). Isso pode ser relacionado com os métodos de anilise de resultados e
também com as préprias medidas fisicas, uma vez que o método de RMN leva em consideragio
as interagdes de curto alcance, enquanto DRX avalia a cristalinidade integral.*

Além da cristalinidade, a porosidade da amostra é conhecida como outro fator impor-
tante que afeta a taxa de eficiéncia enzimdtica, uma vez que influencia diretamente o acesso
da enzima ao substrato.* Uma variedade de técnicas analiticas tem sido usada para estimar a
acessibilidade da 4gua na celulose e a 4rea total da superficie disponivel em diferentes matri-
zes lignocelulésicas, entre elas o uso da medida de tempos de relaxacdo transversal (T2) por
RMN. O uso dessa técnica se baseia no fato de que diferentes materiais celulésicos apresentam

diferentes tamanhos de poros, que dependem das caracteristicas fisico-quimicas dos locais de

38 Segal et al. (1962), Park et al. (2009), Thygesen et al. (2005), Schenzel, Fischer e Brendler (2005).
39  Park et al. (2009), Evans, Newman e Roick (1995).

40  Segal et al. (1962).

41 Bernardinelli et al. (2015).

42  Park et al. (2010).

43 Id. (2009), Bernardinelli et al. (2015).

44 Chandra et al. (2008), Tanaka et al. (1988).
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celulose onde as moléculas de d4gua podem ser acomodadas. Ou seja, hd uma estreita relago
entre o tempo de relaxamento transversal (T2) e a relagio superficie-volume dos poros.®

Moléculas de dgua nas diferentes estruturas do substrato mostram distribuicdes T2 va-
riando de componentes maiores a componentes menores de T2. Componentes T2 maiores (os
tempos mais longos) estdo associados as moléculas de d4gua com maior mobilidade e, portanto,
correspondem aos poros maiores, enquanto que os componentes T2 mais curtos foram asso-
ciados as moléculas de 4gua com menor mobilidade, geralmente sorvidas na parede celular ao
redor dos ltimens.*

Para entendimento e compreensio da morfologia e arquitetura molecular da parede ce-
lular, técnicas microscépicas sdo empregadas de modo bem eficiente. Uma delas é a microsco-
pia eletronica de varredura (MEV), que nos permite a observacio de amostras sob magnificagdo
varidvel, desde aumentos muito pequenos com imagens panoramicas até grandes aumentos e
amplo campo de observacdo. A obtengio das imagens se d4 partir da interagio de um feixe
de elétrons focalizado sobre a amostra, o qual varre sua superficie ponto a ponto, revelando
caracterfsticas relevantes da amostra, como composicdo elementar, topografia, cristalinidade,
potencial elétrico, campo magnético local etc.¥

Através do uso do MEV, h4 a capacidade de geragio de imagens com alta resolugio,
alcancando 5 nm nos microscépios de emissdo de campo (FESEM), ou seja, resolu¢io muito
superior quando comparada com a de microscépios 6pticos, que é de 0,5 um, o que nos possibi-
lita a obtengfo de imagens representativas da amostra.* Além disso, as imagens tém aparéncia
tridimensional, o que facilita a interpretacdo dos dados, resultado da alta profundidade de cam-
po e dos efeitos de contraste produzidos pelos elétrons.

A andlise microestrutural se faz importante para a andlise de materiais lignocelulésicos,
pois é a partir dela que podemos inferir, por exemplo, as correlaces e mudancas ocorridas nas
amostras que passaram por diferentes pré-tratamentos e/ou apés hidrélise enzimdtica, conse-
guindo relacionar fator de severidade, eficiéncia hidrolitica com altera¢&es que sdo visiveis nas
superficies das fibras analisadas.*” A Figura 1.4 ilustra uma imagem de microscopia eletronica
de fibra ampliada de bagaco de cana in natura. E possivel observar que amostras in natura apre-
sentam feixes de fibras ndo evidentes e aparecem recobertos por uma camada superficial densa,

mostrando uma superficie de maneira geral lisa e homogénea.

45  Brownstein e Tarr (1979), Capitani, Di Tullio e Proietti (2012).

46 Tsuchida et al. (2014).

47  Williams (2005).

48 Rezende et al. (2011).

49  Espirito Santo, M. et al. (2018), Espirito Santo, M. C. et al. (2019).
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Figura 1.4 Imagens da superficie de amostras de bagaco in natura obtidas por FESEM mostrando o
aspecto geral da amostra. Os aumentos de 500x, 1000x e 3000x sdo mostrados nos quadros A, B e C,

respectivamente.

A microscopia confocal de varredura por fluorescéncia (confocal laser scanning microscopy,
CLSM) e a microscopia de imagem de tempo de vida de fluorescéncia (fluorescence lifetime ima-
ging microscopy, FLIM) sdo metodologias Spticas utilizadas a fim de obter informagdes acerca da
distribui¢io e organizagdo molecular da lignina na biomassa.*

A lignina da biomassa é um croméforo emissor, e mudangas, aglomeragio ou concentra-
¢do em seu arranjo molecular podem ser facilmente observadas pela técnica de CLSM. Foi pro-
posto que 0 mecanismo que ocorre é uma transferéncia nio radioativa de energia de croméforos
excitados pela estrutura do dlcool cinamil, naturalmente presente na molécula.’

Uma vez que a lignina é afetada na estrutura da parede celular por sofrer polimerizagio
devido a fatores como tipo de solvente, temperatura, pH e forga idnica, é possivel correlacionar
as propriedades de sua emissdo com a sua disposi¢io na matriz celuldsica do bagaco, caracteri-
zando a biomassa através de espectros de fluorescéncia.’?

Ja o FLIM nos permite a obtencdo de imagens baseando-se na diferenca das taxas de
decaimento exponencial da fluorescéncia de uma amostra fluorescente, neste caso, da lignina.
A técnica ndo tem por fungdo quantificar a luz emitida, mas sim o tempo de vida do estado
excitado das moléculas fluorescentes.”

As imagens obtidas tém como base a aplicacio de multiplas cores com marcadores
fluorescentes para a observagio da distribui¢do celular das moléculas. Cada marcador apre-
senta um tempo especifico de duragio para a emissdo da fluorescéncia em seu estado excitado,
sendo geralmente representado em imagens FLIM em conceito de cores. A cada pixel da
imagem € atribuida uma cor correspondente ao tempo de decaimento da fluorescéncia. Cada
marcador fluorescente apresenta um tempo especifico de duragio para a emissdo de fluores-

céncia no seu estado excitado.’

50 Hafrén e Oosterveld-Hut (2009), Chundawat et al. (2011).
51  Albinsson et al. (1999), Coletta et al. (2013).

52  Coletta et al. (2013).

53  Boddeke et al. (1996).

54 Coletta et al. (2013).

21

biomassa_07.indd 21 @ 14/01/20 14:47



®

Biomassa: estrutura, propriedades e aplicagdes

1.4 SINTESE E DEGRADACAO DE POLISSACARIDEOS DA PAREDE
CELULAR

A celulose é um componente essencial tanto das paredes primarias quanto das paredes
secunddrias das plantas superiores. A rede formada pela associacdo de celulose e hemiceluloses
¢ considerada a principal responsével pelo controle da expansio das células vegetais, auxilian-
do no crescimento em extensdo das mesmas, enquanto a orientagio da deposigio das microfi-
brilas de celulose determina a dire¢io da expansio celular.

As microfibrilas de celulose s3o sintetizadas através da celulose-sintase, cujo substrato
¢ a UDP-glucose. A andlise estrutural da celulose indica que a celulose-sintase é uma enzima
altamente ativa, com muitos sitios ativos que coordenadamente catalisam a polimerizacdo do
glucano. Essa enzima forma conjuntos que se dispdem em formato de rosetas simétricas com seis
complexos enzimdticos globulares, também chamados de complexos terminais (CTs), na regido
da membrana plasmdtica da célula vegetal. Dessa forma, quando a UDP-glucose ¢ utilizada
como substrato, cada complexo globular da roseta é capaz de externalizar multiplas cadeias de
B-1,4-glucano, que coalescem como microfibrilas no meio externo & membrana plasmética.>

Dependendo do organismo, os CTs podem se apresentar de diversas formas. Em plantas
terrestres, sdo encontrados em forma de uma Gnica roseta, enquanto em algumas algas existe uma
ou mais estruturas lineares compostas de vérias rosetas. Além disso, foi constatado que hd uma for-
te correlacdo entre a estrutura do CT e as dimensdes da microfibrila de celulose. Os CTs de plantas
terrestres e algumas algas verdes sintetizam microfibrilas de 3,5-10 nm de espessura, consistindo de
36 a 90 cadeias de B-1,4-glucano.’

Devido aos avangos na drea da gendmica, foi descoberto que, em plantas superiores, a
familia de genes CesA codifica as proteinas CESA, que constituem os complexos de celulose-
-sintase. Sabe-se que os genes AtCESA4, AtCESA7 e AtCESAS sio essenciais para a biossin-
tese de celulose em paredes celulares secunddrias. Esses trés genes sdo coexpressos, e as protefnas
formadas fazem parte do mesmo complexo. J4 a celulose sintetizada pela parede primaria depende
dos genes AtCESA1, AtCESA3 e AtCESAG6.

A polimerizagio dos residuos de glicose dispostos por ligagdes B-1,4 é catalisada pela
celulose-sintase, que utiliza UDP-glucose como substrato. Esta rea¢do ocorre diretamente por
meio da transferéncia glicosidica por inversdo de configuragio do carbono anomérico. Ademais,
nesse tipo de reagio, uma tnica molécula de celulose-sintase é capaz de iniciar, promover o
alongamento e encerrar a sintese de uma cadeia de glucano. Este mecanismo sugere que a

celulose-sintase se liga diretamente ao substrato UDP-glucose e é capaz de iniciar a sintese sem

55 Somerville et al. (2004), Somerville (2006).
56 Saxena e Brown Jr. (2005).
57 Ariola et al. (1998), Scheible et al. (2001).
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a presenca de um primer. Além disso, a enzima permanece atracada a extremidade crescente
sem a necessidade de se separar e anexar novamente durante o processo de biossintese.’®

A biossintese de celulose pode ser dividida em duas etapas. Na primeira, ocorre a poli-
merizac¢do, em que as cadeias de glicose se unem por ligagdes glicosidicas formando as cadeias
glucAnicas, como descrito acima. Na seguinte, as cadeias recém-sintetizadas de glucano se asso-
ciam umas as outras, formando uma estrutura cristalina. Entretanto, enquanto a polimeriza¢do
dos residuos de glicose requer o complexo celulose-sintase e o substrato UDP-glucose, nenhu-
ma proteina parece estar diretamente envolvida com o processo de cristalizagdo em plantas
vasculares. Indiretamente, sabemos que as proteinas responsdveis pela organizagio dos sitios de
sintese da celulose e pelo transporte das cadeias de glucano através da membrana plasmdtica
também estdo, provavelmente, envolvidas com o processo de cristalizagio.

Embora a cristalizagdo ocorra logo apés as cadeias de glucano serem expulsas da célula,
ela nfo ocorre instantaneamente. Um modelo propde que existem duas etapas durante a cris-
talizagdo. Numa primeira etapa, as cadeias de glucano formam uma estrutura monomolecular;
em seguida, vdrias dessas estruturas se associam através de ligacdes de hidrogénio, para formar a
microfibrila cristalina de celulose. Os eventos de polimerizagio e cristaliza¢do, apesar de serem
separados, estdo correlacionados de forma que um influencia o outro.

Industrialmente, a celulose pode ser produzida extracelularmente por bactérias no pa-
togénicas, como, por exemplo, a Acetobacter xylinum. Além disso, pode ser isolada essencial-
mente a partir de fontes vegetais, da madeira de diferentes plantas. Na madeira, a celulose esta
embebida numa matriz de lignina e de outros polissacarideos (hemiceluloses); para ser isolada,
passa por intimeros processos quimicos de separagio e purificagdo.

A biossintese dos polissacarideos da parede celular ocorre em diferentes regides da célula.
As hemiceluloses s3o sintetizadas no complexo de Golgi, portanto os aglicares devem ser trans-
portados para dentro do limen da organela para que os polissacarideos sejam sintetizados. Devido
as similaridades entre as cadeias de glucano da celulose e as estruturas principais das hemicelulo-
ses, genes membros da familia celulose sintase-like localizados no Golgi estdo envolvidos com a
sintese desses polissacarideos.”

No interior do complexo de Golgi, as glicosiltransferases (GTs) transferem um residuo
de agicar para a cadeia do polissacarideo em construc¢do, formando o complexo polimérico,
que, por sua vez, é transportado através de vesiculas secretoras do complexo de Golgi para a
superficie da parede celular. Os diferentes tipos de GTs envolvidos na biossintese de hemicelu-
loses dependem do tipo de agticar que serd utilizado como substrato.

Dito que a celulose e as hemiceluloses constituem os principais componentes da parede
celular vegetal e, consequentemente, da biomassa vegetal, diversas enzimas capazes de superar

a recalcitrancia desse material s3o necessdrias para a sua degradacdo. As celulases, que fazem

58 Somerville (2006).
59  Pauly e Keegstra (2008).
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parte do grupo das hidrolases de glicosideos (GHs), sdo as enzimas responsdveis pela degradacio
de celulose, enquanto as hemicelulases sdo encarregadas da despolimerizagio das hemiceluloses.

As celulases atuam sinergicamente para hidrolisar as ligagdes glicosidicas B-1,4 da
celulose, estando subdivididas em trés grupos: as endoglucanases, também conhecidas como
endo B-1,4-glucanases, que atuam de forma aleatdria sobre a fibra de celulose, clivando as
ligagdes B-1,4 intramoleculares e liberando oligossacarideos; as exoglucanases, ou exo-1,4-
B-glucanases, cuja func¢do é hidrolisar as ligagdes glicosidicas das extremidades da cadeia
principal da celulose liberando celobiose; e, por fim, as celobiases (B-glicosidases), enzimas
capazes de hidrolisar a celobiose e os oligossacarideos maiores em moléculas de glicose.®

As endoglucanases s3o as enzimas do complexo celuldsico capazes de iniciar a hidrélise.
Além disso, sua agio ao longo da cadeia de celulose, reduzindo o grau de polimerizago, é respon-
sdavel pela répida solubilizacdo do polissacarideo por meio de sua fragmentacdo em oligossacari-
deos, fazendo com que estas enzimas sejam extremamente importantes no processo de hidrélise
da biomassa.

O grupo das exoglucanases é constituido por fungos, principalmente pelas enzimas celo-
bio-hidrolases (CBH), que atuam progressivamente nas extremidades redutoras e nio redutoras
da cadeia de celulose gerada pela a¢do das endoglucanases, liberando, majoritariamente, celobio-
se. Contudo, ordinariamente, as CBHs sofrem inibicfo pelo seu produto de hidrélise (celobiose).

Ja as celobiases hidrolisam as moléculas de celobiose e oligossacarideos liberados pela
acdo das CBHs em moléculas de glicose. Dessa forma, considerando que as celobiases degradam
o produto que inibe as CBHs, hd uma diminui¢io desse efeito de inibi¢do, garantindo um pro-
cesso de degradagio eficiente. Portanto, as B-glicosidases sdo enzimas essenciais na hidrélise da
biomassa vegetal, podendo ser consideradas limitantes para o processo.

O maior desafio enfrentado pelas enzimas do complexo celulolitico é o acesso limitado ao
substrato correspondente, uma vez que este se encontra no interior das microfibrilas de celulose,
que estdo altamente ordenadas e empacotadas. Dessa maneira, hd a participacio de enzimas
acessérias nio hidroliticas, que auxiliam no afrouxamento das regides inacessiveis, aumentando
assim a drea de contato entre a superficie da celulose e o complexo celulolitico. As proteinas
que constituem estas enzimas acessérias sdo: expansinas, swoleninas, mono-oxigenases liticas
de polissacarideos (LPMOs) e os CBMs (dominio de ligacdo a carboidrato).

As expansinas sdo enzimas capazes de desassociar a rede de polissacarideos da parede
celular, permitindo a extensdo da célula. Isso ocorre devido ao deslocamento do local de adesio
entre as microfibrilas de celulose e os demais polissacarideos da parede, permitindo um relaxa-
mento que aumenta a distAncia entre as microfibrilas. Embora estas enzimas nio apresentem
atividade hidrolitica, foi reportado que elas aumentam a taxa de hidrélise enzimdtica da celu-

lose cristalina por celulases.

60 Payne et al. (2015), Reese, Siu e Levinson (1950), Serpa e Polikarpov (2011).
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As swoleninas, por sua vez, promovem um dano parcial na fibra de celulose, fazendo com
que ocorra perda da estrutura. Assim como as expansinas, ao tornar as fibras de celulose mais
acessiveis para atuagio de celulases, também aumentam a taxa de conversio da celulose.

Outro grupo de enzimas acessérias recentemente descrito sdo as mono-oxigenases liticas
de polissacarideos (LPMOs), que sdo biocatalisadores capazes de quebrar ligagdes glicosidicas
utilizando um mecanismo oxidativo, na presenga de dtomos de oxigénio e um doador de elé-
trons extracelular. Este mecanismo torna a biomassa mais suscetivel a quebra, impulsionando a
hidrélise realizada pelas enzimas do complexo celulolitico.

Por fim, o dominio de ligagdo a carboidrato (CBM) ¢ um pequeno médulo, formado
pela sequéncia continua de 30-200 amino4cidos, frequentemente presente em enzimas que
hidrolisam polissacarideos como celulose, B-glucanos, xilano e outros agtcares. Os CBMs tém
capacidade de direcionar a protefna a qual s3o ligados covalentemente para substrato especifi-
co, aumentando assim a afinidade de celulases por celulose, por exemplo.

A diversidade e a complexidade das hemiceluloses requerem uma diversidade corres-
pondente de enzimas que atuam na sua degradagio. As hemicelulases atuam na despolimeri-
zagdo da hemicelulose e também recebem ajuda das enzimas acessorias, cuja fungio é remover
as ramificagdes laterais para tornar a cadeia principal de xilano suscetivel a agdo sinérgica das
hemicelulases. Para tanto, enzimas como o.-L-arabinofuranosidases sdo utilizadas para remover
arabinose, as B-glucuronidases removem as unidades de dcido glucurénico, as B-feruloil estera-
ses hidrolisam as ligagdes entre a arabinose e o 4cido fertlico e as acetil xilana esterases hidroli-
sam a ligagdo do grupo acetil com a cadeia principal. Com a liberagio das ramificacdes laterais,
as endo-1,4-B-xilanases hidrolisam as ligagdes B-1,4 do xilano, liberando oligossacarideos de
xilose, que, por sua vez, sdo hidrolisados pela a¢do da 1,4-B-xilosidases.

A presenga de hemicelulases no complexo celulolitico é fundamental para desestruturar
o entrelagcamento entre hemicelulose e celulose presente na parede celular vegetal, uma vez
que esse grupo de polissacarideos ramificados se liga firmemente entre si e a superficie das mi-
crofibrilas de celulose, dificultando a acio das celulases durante o processo de hidrélise. Desta
maneira, as hemicelulases também s3o essenciais para aumentar a eficiéncia das celulases na
hidrélise enzimatica da biomassa vegetal.

Muitos microrganismos desempenham um papel importante na conversio da biomassa
vegetal, produzindo verdadeiros coquetéis enzimaticos que constituem o complexo celulolitico
discutido acima. As celobio-hidrolases sio majoritariamente expressas pela maioria dos fungos
produtores de celulases, sendo, portanto, consideradas as enzimas-chaves no processo de hi-
drélise enzimdtica e muito importantes para as inddstrias que atuam na conversio de celulose.

A conversdo da celulose em glicose catalisada pelas celulases possui eficiéncia relativa-
mente baixa, sobretudo, devido a estrutura cristalina da celulose, que dificulta o acesso do subs-
trato aos sitios ativos, mas também devido a presenga de lignina na biomassa lignocelulésica,
pois esta restringe a hidrélise, escondendo a superficie celulésica e impedindo o intumescimen-

to das fibras. Por essa razdo, torna-se imprescindivel uma etapa de pré-tratamento da biomassa,
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a fim de quebrar a estrutura cristalina da lignocelulose e remover a lignina para, dessa forma,
expor as moléculas de celulose e hemicelulose ao ataque enzimdtico.

Nossa atual compreensio de sintese e degradacio enzimatica de carboidratos complexos
no contexto de parede celular estd no minimo incompleta. Nas tltimas duas décadas, o ndmero
de sequéncias de genes/proteinas recolhidas a partir de projetos de sequenciamento de genomas
individuais e DNA ambiental cresceu exponencialmente. Porém, apenas uma fragio mindscula
dessas protefnas previstas foi caracterizada experimentalmente, e a fungiio da maioria das protei-
nas permanece hipotética ou apenas prevista com base na similaridade da sequéncia.®!

Como em todas as classes de proteinas, o nimero crescente de enzimas ativas contra car-
boidratos (CAZymes) ndo foi acompanhado por uma atribuico sistemadtica e precisa da fungio,
e o nimero de enzimas bioquimicamente caracterizadas estd crescendo muito lentamente.®

Um dos fatores limitantes quando se trabalha com um grande nimero de alvos reside
na triagem, expressdo e testes de solubilidade. Neste sentido, plataformas de alto desempenho
(high throughput) vém sendo empregadas para a clonagem, transformaco e testes de expressio
em larga escala, possibilitando estudos estruturais e funcionais para uma gama de enzimas re-

1.9 Esta ferramenta se mostra extremamente

lacionadas a degradagio da parede celular vegeta
eficaz para a produgio de hidrolases glicosidicas recombinantes para posterior caracterizagdo
estrutural e bioquimica.

Grande parte dos alvos expressos em plataformas de alto desempenho é otimizada para
expressdo em Escherichia coli. No entanto, algumas enzimas fingicas sio dificeis de ser produ-
zidas na sua forma soltvel em E. coli, pois necessitam glicosilagdo e/ou possuem vdrias pontes
dissulfeto. Para superar este obstdculo, diferentes sistemas de expressio sdo requeridos, utilizan-
do, por exemplo, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger e Pichia pastoris.**

Aumentar o know-how sobre as enzimas que degradam a parede celular é fundamental
para que os estudos sejam, além de concomitantes, complementares. Por isso, é imprescindivel a
busca pela compreensio integral da interagfio entre os constituintes da parede celular vegetal e
as enzimas que os degradam, bem como a ampliacio da gama de ferramentas biotecnoldgicas que
tornam o processo mais eficiente, a fim de viabilizar a utilizagio da biomassa lignocelulésica como

fonte de energia renovavel.
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