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RESUMO

A conversdo da biomassa lignoceluldsica em acglcares fermentaveis, por meio da acdo de celulases, tem sido
amplamente considerada uma alternativa viavel e sustentavel para a producdo de biocombustiveis de segunda
geracdo. Esse processo apresenta grande potencial na substituicdo parcial de combustiveis fosseis, contribuindo
para a mitigacdo das emissfes de gases de efeito estufa. No entanto, a estrutura altamente recalcitrante da parede
celular vegetal, aliada a complexidade quimica da celulose, hemicelulose e lignina, e a baixa robustez das
celulases sob condiges industriais, impde sérias limitagdes técnicas e econdmicas a sua aplicagdo em larga escala.
Diante desse cenario, este artigo teve como objetivo revisar criticamente as estratégias fisico-quimicas e
biotecnoldgicas desenvolvidas para aprimorar o desempenho das celulases utilizadas na conversdo de biomassas
lignoceluldsicas. A fundamentagdo tedrica baseou-se em conceitos de hidrdlise enzimatica, engenharia de
proteinas e tratamentos de pré-processamento da biomassa, considerando 0s avancos recentes na area. A
metodologia adotada seguiu 0 modelo do Instituto Joanna Briggs (JBI) para revisfes integrativas, com a selecdo
e andlise sistematica de dez estudos cientificos publicados entre 2020 e 2025. Os resultados evidenciaram que
estratégias como pré-tratamento alcalino, ultrassonicacdo, oxidacdo mediada por TEMPO, moagem por bolas e
utilizacdo de solventes orgénicos sao eficazes na desestruturacdo da parede celular, aumentando a acessibilidade
da celulose as enzimas e, consequentemente, a eficiéncia da sacarificacdo. Do ponto de vista biotecnoldgico,
técnicas como engenharia racional de enzimas, evolucéo dirigida e expressdo heter6loga demonstraram avangos
significativos na obtencdo de celulases com maior estabilidade térmica, resisténcia ao pH e atividade catalitica.
Além disso, a integragdo entre os processos de hidrolise e fermentagdo, como SSF (fermentagdo simultanea a
sacarificacdo) e SSCF (fermentacdo simultdnea com co-sacrificio), tem mostrado resultados promissores.
Conclui-se que solugdes integradas envolvendo tecnologias de pré-tratamento, bioengenharia de enzimas e
processos fermentativos otimizados sdo fundamentais para viabilizar técnica e economicamente a producao de
biocombustiveis lignocelul6sicos em escala industrial.
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RESUMEN

La conversion de biomasa lignocelulésica en azlcares fermentables mediante la accion de celulasas ha sido
ampliamente considerada una alternativa viable y sostenible para la produccion de biocombustibles de segunda
generacion. Este proceso presenta un gran potencial para sustituir parcialmente a los combustibles fosiles,
contribuyendo significativamente a la reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero. Sin embargo, la
estructura altamente recalcitrante de la pared celular vegetal, junto con la complejidad quimica de la celulosa,
hemicelulosa y lignina, y la limitada robustez de las celulasas bajo condiciones industriales, imponen barreras
técnicas y econdémicas importantes para su aplicacion a gran escala. Ante este escenario, el objetivo de este articulo
fue revisar criticamente las estrategias fisicoguimicas y biotecnoldgicas desarrolladas para mejorar el rendimiento
de las celulasas empleadas en la conversion de biomasa lignocelulésica. La fundamentacion tedrica se basé en
principios de hidrolisis enzimatica, ingenieria de proteinas y tratamientos de preprocesamiento de la biomasa,
considerando los avances recientes en el area. La metodologia empleada siguié el modelo del Instituto Joanna
Briggs (JBI) para revisiones integrativas, mediante la seleccion y analisis sistematico de diez estudios cientificos
publicados entre 2020 y 2025. Los resultados mostraron que estrategias como el pretratamiento alcalino, la
ultrasonificacion, la oxidacion mediada por TEMPO, la molienda de bolas y el uso de solventes organicos son
efectivas en la desestructuracion de la pared celular, aumentando la accesibilidad de la celulosa a las enzimas y
mejorando la eficiencia de la sacarificacién. Desde el punto de vista biotecnoldgico, técnicas como la ingenieria
racional de enzimas, la evolucién dirigida y la expresion heteréloga demostraron importantes avances en la
obtencion de celulasas més estables, resistentes y activas. Ademas, la integracion entre los procesos de hidrolisis
y fermentacion, como SSF (fermentacion simultdnea con sacarificacion) y SSCF (fermentacion simultanea con
co-sacrificacién), ha mostrado resultados prometedores. Se concluye que las soluciones integradas, que combinan
tecnologias de pretratamiento, bioingenieria de enzimas y procesos fermentativos optimizados, son esenciales
para viabilizar la produccidn industrial de biocombustibles lignoceluldsicos.

Palabras Clave: celulasas, biomasa lignocelulésica, pretratamiento, ingenieria enzimatica, biocombustibles.

ABSTRACT

The conversion of lignocellulosic biomass into fermentable sugars through the action of cellulases has been widely
regarded as a viable and sustainable alternative for second-generation biofuel production. This process holds great
potential to partially replace fossil fuels and contribute to the reduction of greenhouse gas emissions. However,
the highly recalcitrant structure of plant cell walls, combined with the chemical complexity of cellulose,
hemicellulose, and lignin, and the limited robustness of cellulases under industrial conditions, presents significant
technical and economic barriers to large-scale application. In this context, the objective of this article was to
critically review the physicochemical and biotechnological strategies developed to enhance the performance of
cellulases used in lignocellulosic biomass conversion. The theoretical framework was based on principles of
enzymatic hydrolysis, protein engineering, and biomass pretreatment methods, taking into account recent
advances in the field. The methodology followed the Joanna Briggs Institute (JBI) model for integrative reviews,
involving the systematic selection and analysis of ten scientific studies published between 2020 and 2025. The
results indicated that strategies such as alkaline pretreatment, ultrasonication, TEMPO-mediated oxidation, ball
milling, and the use of organic solvents are effective in disrupting plant cell walls, increasing cellulose
accessibility and improving saccharification efficiency. From a biotechnological perspective, techniques such as
rational enzyme engineering, directed evolution, and heterologous expression showed significant progress in
producing more stable, resistant, and catalytically active cellulases. Furthermore, the integration of hydrolysis and
fermentation processes, such as SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation) and SSCF (Simultaneous
Saccharification and Co-Fermentation), has shown promising results. It is concluded that integrated solutions,
combining pretreatment technologies, enzyme bioengineering, and optimized fermentation processes, are
essential to make the industrial production of lignocellulosic biofuels technically feasible and economically
viable.

Keywords: cellulases, lignocellulosic biomass, pretreatment, enzyme engineering, biofuels.

INTRODUCAO

Os biocombustiveis vém sendo amplamente explorados como alternativa sustentavel aos
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combustiveis fosseis, com potencial para mitigar as emissdes de gases de efeito estufa e promover maior
seguranca energeética (Sharmila; Shanmugavel; Banu, 2024). Entre eles, os biocombustiveis de primeira
geracdo, produzidos a partir de matérias-primas ricas em amido ou sacarose, como milho, cana-de-
acucar e trigo, representam a tecnologia mais madura atualmente em uso industrial. A conversdo desses
substratos ocorre de forma eficiente devido ao alto desenvolvimento tecnoldgico associado a producao
de enzimas amiloliticas, como as amilases, que apresentam elevada atividade catalitica, estabilidade e
baixo custo de producdo (Gasparatos; Stromberg; Takeuchi, 2013). No entanto, o uso de fontes
alimentares como insumo energético levanta sérias questdes éticas e socioeconémicas, relacionadas ao
impacto sobre a seguranca alimentar e 0 aumento de precos de commodities agricolas (Ban et al., 2025).

Como alternativa a esse conflito entre producdo de energia e alimentacdo, surgem oS
biocombustiveis de segunda e terceira geracdo, cujas matérias-primas sdo, respectivamente, biomassa
lignocelul6sica de residuos agricolas, florestais e industriais, além dos cultivos de microalgas (Mansy et
al., 2025). Essas fontes ndo competem diretamente com a cadeia alimentar e apresentam alta
disponibilidade e renovabilidade. No entanto, a celulose, principal componente estrutural dessas
biomassas, € um polimero recalcitrante, cuja estrutura altamente cristalina e sua associa¢do com a lignina
dificultam a degradagdo enzimatica. Diferentemente das enzimas amiloliticas, as enzimas celuloliticas,
como endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases, ainda apresentam baixa maturidade tecnoldgica,
sendo menos eficientes, mais instaveis e mais onerosas em termos de producéo e aplicacdo industrial
(Raman et al., 2025).

Esse cenario representa um dos principais gargalos tecnicos para a viabilizacdo dos
biocombustiveis avancados: a falta de enzimas celuloliticas robustas, capazes de atuar de forma eficiente
na conversao de biomassa lignocelulésica em agUcares fermentaveis sob condi¢des industriais adversas,
como variagdes de pH, altas temperaturas e presenca de inibidores liberados durante o pré-tratamento
da biomassa (Kululo et al., 2025). Avancos em engenharia de enzimas, bioprospeccdo microbiana,
fermentacao otimizada e uso de tecnologias 6micas vém sendo explorados para superar essas limitacoes,
mas o custo e a escalabilidade da producdo de celulases ainda sdo desafios significativos para a
consolidacdo da 22 e 32 geracdo de biocombustiveis (Bonfa et al., 2025).

Diante disso, esta revisdo integrativa tem como objetivo analisar criticamente as estratégias
biotecnologicas desenvolvidas nos Gltimos anos para otimizar o desempenho, a estabilidade e a
viabilidade econdmica das celulases aplicadas a conversdo de biomassa lignocelulésica em

biocombustiveis.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Biocombustiveis de 12, 22 e 32 geracédo: maturidade tecnoldgica e desafios
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Os biocombustiveis sdo definidos como combustiveis liquidos, gasosos ou solidos produzidos a
partir da biomassa de organismos vivos, como algas, bactérias e plantas, por meio de processos
bioldgicos capazes de gerar compostos quimicos com alto teor energético (Rodionova et al., 2017). A
biomassa pode ser convertida em diferentes tipos de biocombustiveis — como etanol a partir de
substratos comestiveis, ou biodiesel derivado de residuos vegetais e microalgas — por meio de rotas
tecnoldgicas que caracterizam trés geracdes de desenvolvimento (Cherwoo et al., 2023). Contudo, cada
geracdo apresenta desafios especificos que limitam sua viabilidade em larga escala: a primeira geracdo
é criticada por competir com a producdo de alimentos e demandar grandes areas agricolas; a segunda,
baseada em biomassa lignocelulosica, exige pré-tratamentos caros e complexos; e a terceira, que envolve
0 uso de microalgas e producdo de bio-hidrogénio, enfrenta barreiras relacionadas aos altos custos de
cultivo, captura e armazenamento, além de entraves tecnolégicos para conversdo eficiente (Malik et al.,
2024).

Biocombustiveis de Primeira Geracéo

A biomassa de primeira geragdo inclui principalmente culturas alimentares e, por isso, sua
utilizacdo em larga escala torna-se questionavel devido as controveérsias envolvendo a competicao entre
alimentos e combustiveis. Essa categoria abrange materiais vegetais comestiveis e cultivos como milho,
trigo, cana-de-agucar e gréos alimentares (Nanda et al., 2018). No caso do bioetanol, por exemplo, ha
conversdo de sacarose ou amido; neste Ultimo caso, € necessario um processo inicial de hidrolise
enzimatica do amido em glicose, realizado em duas etapas catalisadas pelas enzimas a-amilase e
glucoamilase (Sheldon, 2017). Esses métodos constituem processos industriais consolidados, realizados
em escala massiva. Ainda assim, Villatoro Flores, Furubayashi e Nakata (2016) pontuam que, embora
os biocombustiveis de primeira geracdo sejam tecnologicamente maduros e ja estejam disponiveis no
mercado, o fato de utilizarem biomassa comestivel como matéria-prima gera um debate sobre 0s

impactos que o uso de alimentos para a producdo de combustivel pode causar.

Biocombustiveis de Segunda Geracéo

Os biocombustiveis de segunda geragdo sdo produzidos a partir de biomassa lignocelulésica,
como residuos agricolas, florestais e urbanos, sem competir com a producgéo de alimentos e valorizando
residuos, o que favorece a sustentabilidade. Contudo, a digestibilidade da celulose na biomassa
lignocelulosica é dificultada principalmente pela presenca da lignina, que limita fisicamente o acesso
das enzimas aos carboidratos e promove interagdes ndo-produtivas com as enzimas por meio de ligacbes

hidrofébicas, eletrostaticas e de hidrogénio (Huang et al., 2022). Embora enzimas especificas ou
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coquetéis enzimaticos tenham sido desenvolvidos para hidrolisar essa biomassa em monossacarideos, o
processo é lento, complexo e economicamente desfavoravel. Para contornar essas limitagdes, o pré-
tratamento é essencial, pois modifica a estrutura e composicao da lignina, promovendo alteracfes que
aumentam a acessibilidade da biomassa a acdo enzimatica (Yang; Pan, 2015). Além disso, 0 processo
enfrenta desafios técnicos e econdémicos adicionais, como a producéo eficiente de enzimas, a inibicao
por subprodutos formados durante o pré-tratamento e a necessidade de fermentar diferentes tipos de
aclcares, como hexoses e pentoses. Segundo Sarwer et al. (2022), o custo da matéria-prima pode ser
reduzido ao se adotar biomassa celulésica para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo, uma
vez que sdo utilizados residuos e materiais residuais como fonte de matéria-prima, reforcando o carater

sustentavel do processo.

Biocombustiveis de Terceira Geragéo

Os biocombustiveis de terceira geracdo sdo obtidos a partir de microalgas e cianobactérias,
organismos capazes de alcancar produtividades lipidicas significativamente superiores as de plantas
terrestres convencionais, além de poderem ser cultivados em areas ndo agricultaveis (Breuer et al.,
2015). Além disso, microalgas e cianobactérias sdo capazes de capturar didxido de carbono de fontes
industriais e desempenham um papel importante na remogdo de nutrientes de efluentes, favorecendo
processos sustentaveis de bioenergia e tratamento ambiental (Bhattacharyya et al., 2023). Na perspectiva
de Chowdhury e Loganathan (2019), apesar do grande potencial, essa tecnologia ainda enfrenta desafios,
especialmente relacionados aos altos custos de cultivo, colheita e conversdo da biomassa. A conversao
em biocombustiveis exige enzimas especificas, como as celuloliticas e hemiceluloliticas, responsaveis
pela degradacdo da biomassa lignocelul6sica em agucares fermentaveis (Adsul et al., 2020). Alem disso,

enzimas lipoliticas sdo empregadas na conversao de lipidios em biocombustiveis (Yadav et al., 2021).

Estrutura da biomassa lignocelulésica e sua recalcitrancia

A biomassa lignocelulésica € um recurso vegetal abundante e renovével, composto
principalmente por celulose, hemiceluloses e lignina, que juntos formam uma estrutura altamente
complexa. De fato, as paredes celulares das plantas sdo majoritariamente compostas por biomassa
lignocelulosica, que por sua vez consiste principalmente em feixes alinhados de fibrilas de celulose
parcialmente cristalinas e parcialmente amorfas, imersas em uma matriz desordenada de hemicelulose e
lignina, configuracdo esta que resulta em uma notével resisténcia a degradagdo (Cosgrove; Jarvis, 2012;
Burton; Gidley; Fincher, 2010 apud Petridis; Smith, 2018). Tal resisténcia, conhecida como
recalcitrancia, decorre de uma combinacdo de fatores estruturais e quimicos fortemente interconectados,

como a cristalinidade da celulose, o grau de polimerizagéo, o tamanho dos poros e a proporgéo de lignina



SANTOS, et al.

e hemiceluloses presentes (Zoghlami; Paés, 2019). Um aspecto central dessa recalcitrancia, e que
interliga muitos desses fatores, é a inacessibilidade das ligacdes quimicas passiveis de clivagem,
resultante da autoassociagédo e cristalinidade da celulose, bem como da compactacdo e agregacao da
lignina e sua ligacéo a celulose e as enzimas hidroliticas (Meng; Ragauskas, 2014 apud Petridis; Smith,
2018). A recalcitrancia da lignina, em particular, dificulta a producdo comercial de etanol celulésico,

tornando-a cara e desafiadora (Broda; Yelle; Serwanska, 2022).

Figura 1 — Diagrama esquematico da lignocelulose: (a) estrutura da parede celular; (b) trés componentes principais da

lignocelulose.
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Celulases: classes, mecanismos de agéo e limitagOes industriais

Para efetivamente superar a intrinseca recalcitrancia da celulose, principal polissacarideo da
biomassa lignocelulésica, e viabilizar sua conversdo em produtos de valor, um conjunto de enzimas
hidroliticas especifico, o complexo celulase, é de fundamental importancia. De fato, as enzimas
celuloliticas séo catalisadoras indispensaveis na degradacédo da celulose, desempenhando um papel vital
na utilizacdo sustentavel de materiais lignocelulésicos e no ciclo global do carbono (Verma; Kumar;
Bansal, 2021). Estas biocatalisadoras atuam na hidrdlise das ligagdes p—1,4-glicosidicas que unem as
moléculas de D-glicose na estrutura da celulose, liberando assim os agucares fermentaveis essenciais
para subsequentes processos biotecnoldgicos, como a producdo de biocombustiveis (Sharma et al.,
2016). Esse processo de hidrolise é realizado por um sistema multienzimatico onde, por exemplo,

endoglucanases clivam internamente as ligagdes p—1,4-glicosidicas da celulose, enquanto exoglucanases
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atuam nas extremidades liberando dimeros de celulose, os quais sdo finalmente convertidos a agucares
fermentaveis, como a glicose, pela a¢do de B-glicosidases, em um conjunto de reacdes que se beneficia
de acdes sinergicas entre os componentes enzimaticos (Fauzi et al., 2024).

A eficécia do complexo celulase advem da acdo coordenada de suas classes enzimaticas. As
endoglucanases (EGs, EC 3.2.1.4) clivam ligagdes p—1,4-glicosidicas internas em regides amorfas da
celulose, expondo novas extremidades e otimizando a acessibilidade do substrato. As exoglucanases, ou
celobiohidrolases (CBHs, EC 3.2.1.91), atuam, entdo, processivamente a partir destas extremidades,
liberando celobiose e degradando as porgdes cristalinas. Por fim, as 3-glicosidases (BGLs, EC 3.2.1.21)
convertem a celobiose e celo-oligossacarideos em D-glicose, etapa crucial que também alivia a inibi¢éo
por produto sobre as demais celulases (Yoav et al., 2019). Desta forma, o sinergismo entre estas distintas
atividades é fundamental para a despolimerizacao completa e eficiente da celulose (Sharma et al., 2016).
As caracteristicas dessas classes enzimaticas, incluindo suas func¢Bes principais, modos de acdo e
importancia no processo hidrolitico, sdo detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Classes de celulases, suas caracteristicas e fungdes. Fonte: Adaptado de Fauzi et al., 2024; Yoav et al., 2019.

Classe de Celulase Codigo EC Funcéo Principal Modo de Acéo Importancia

Rompem ligagBes p-1,4- Atuam aleatoriamente nas

Endoglucanases EC 3.2.1.4 glicosidicas internas da cadeias de celulose, gerando Desorganizam a estrutura da celulose e

facilitam o acesso das outras enzimas

celulose oligossacarideos
Removem unidades de
Exoglucanases EC 321091 celobiose das Atuam sequencialmente nas Continuam a degradacéo iniciada pelas
(Celobiohidrolases) o extremidades das pontas das fibras de celulose endoglucanases, liberando celobiose
cadeias

Quebram o dissacarideo Evitam o acimulo de celobiose, que pode
celobiose em moléculas de inibir outras enzimas, e garantem a
glicose continuidade do processo

Fonte:Prépria (2025).

Hidrolisam celobiose

B-glicosidases  EC3.2.1.21 em glicose

Apesar do potencial intrinseco do sistema celulase, sua exploracdo industrial em larga escala
para a producao de biocombustiveis e bioprodutos é restringida por obstaculos significativos. Entre estes,
destacam-se o elevado custo de producdo das enzimas (Shokrkar et al., 2018) e sua acentuada
compostos derivados da lignina e do pré-tratamento da biomassa. Adicionalmente, a problemaética da
adsorcdo ndo produtiva a lignina residual, a baixa estabilidade operacional em condi¢des industriais e a
reduzida eficiéncia catalitica frente a substratos lignoceluldsicos complexos comprometem severamente
a viabilidade econémica dos processos (Xu et al., 2023). Tais gargalos tecnoldgicos sdo o principal
motor da pesquisa cientifica, que busca incessantemente o desenvolvimento de novas estratégias, com
particular énfase na engenharia de proteinas. Esta abordagem visa, por exemplo, modificar a quimica de
superficie das celulases para minimizar interacdes indesejadas com a lignina e otimizar a afinidade pela

celulose, resultando em biocatalisadores mais robustos, ativos e tolerantes, capazes de viabilizar uma
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desconstrucdo mais eficiente da biomassa (Paul et al., 2021).

METODOLOGIA

Este estudo configura-se como uma pesquisa qualitativa, do tipo revisdo integrativa da
literatura, conduzida conforme as diretrizes do Instituto Joanna Briggs (JBI). O objetivo foi reunir,
analisar e sintetizar os conhecimentos cientificos sobre o desempenho e as estratégias biotecnoldgicas
para otimizacao de celulases aplicadas a conversdo de biomassa lignocelulosica. A questdo norteadora,
formulada pela estratégia Populacdo-Conceito-Contexto (PCC) — "Quais as estratégias biotecnoldgicas
mais eficazes para otimiza¢do do desempenho de celulases na conversédo da biomassa lignocelulésica
em biocombustiveis?" — orientou a busca nas bases de dados Scopus, Web of Science, ScienceDirect e
SciELO, abrangendo o campo da bioquimica, biotecnologia, engenharias e ciéncias agrarias.

Os instrumentos de selecdo dos estudos (os sujeitos da pesquisa) incluiram descritores
especificos (como cellulase, enzyme engineering, lignocellulosic biomass, bioconversion), operadores
booleanos, e critérios de inclusdo (artigos publicados entre 2015-2025; em inglés, portugués ou
espanhol; abordando producdo, aplicacdo ou engenharia de celulases na degradacdo de biomassa
lignocelulosica) e exclusdo (estudos sem dados experimentais, revisdes puramente tedricas, foco
exclusivo em biocombustiveis de primeira geracdo). O procedimento de selecdo seguiu etapas
sistematicas de busca, triagem de titulos e resumos, seguida da leitura na integra dos artigos elegiveis
por dois revisores independentes, com divergéncias resolvidas por consenso ou por um terceiro revisor.
Os dados dos estudos incluidos foram organizados em uma planilha para extracdo e sintese das

informacgdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracteristicas Gerais dos Estudos Incluidos

A analise dos 12 estudos selecionados revelou uma diversidade metodologica e geogréafica
significativa. A maioria dos trabalhos foi publicada entre 2020 e 2025 e concentra-se na otimizagao da
sacarificacdo enzimatica da biomassa lignocelul6sica para producéo de bioetanol ou nanocelulose, com
uso de residuos como bagaco de cana, palha de arroz, milho, casca de batata, folhas de abacaxi e
gramineas como Pennisetum hohenackeri. Os principais microrganismos utilizados na producao de
celulases foram fungos filamentosos (Trichoderma reesei, Aspergillus niger) e leveduras como

Saccharomyces cerevisiae e Scheffersomyces stipitis.

Tabela 2 — Caracterizacdo geral dos artigos incluidos na revisdo integrativa. Fonte: Autores, 2025.
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. Tipo de Técnica(s) de Produto(s)
Autor/Ano Titulo Biomassa Extracdo/Processamento Final(is)
Herandez- Isolation of cellulose microfibers and nanofibers by Né&o Fibrilacdo mecéanica em Microfibras e
Becerra et al., - oo e . nanofibras de
mechanical fibrillation in a water-free solvent especificado solvente sem &gua
2023 celulose
Isolation and characterization of cellulose nanofibers
Jadaun et al., from rice straw using ultrasonication-assisted Palha de arroz Ultrassonicagdo + dispersdo  Nanofibras de
2025 extraction technique coupled with high shear de alto cisalhamento celulose
dispersion
. . Integra@ed engineering .Of enzymes gnd Lignocelulose ~ Engenharia enzimética e AcuUcares
Liu & Qu, 2021  microorganisms for improving the efficiency of (geral) microbiana fermentaveis
industrial lignocellulose deconstruction 9
Olivaetal., Inoculum dependence of methane formation from Residuos N -
- Lo . Py Digestdo anaerobia Metano
2025 lignocellulosic biowastes lignoceluldsicos
Rajannaetal., A facile synthesis of cellulose nanofibers from corn $abugo de S Nanofibras de
. . - milho e palha Hidrdlise acida
2022 cob and rice straw by acid hydrolysis method de arroz celulose
Sadeghi- Microwave-Assisted Chemical Purification and Purificagdo quimica Nanofibras de
Shapourabadi et  Ultrasonication for Extraction of Nano-Fibrillated Casca de batata assistida por micro-ondas + celulose
al., 2023 Cellulose from Potato Peel Waste ultrassom
Swantomo et Chemical Hydrolysis-Gamma Irradiation Processes palha de arroz Hidrdlise quimica + Nanofibras de
al., 2024 for Cellulose Nanofibers Isolation from Rice Straw irradiacdo gama celulose
Low energy synthesis of crystalline cellulose . . Nanofibras de
Sureshkumar et nanofibers from Pennisetum hohenackeri by Pennlsetum_ Moagem por F“O'“h" celulose
al., 2025 - hohenackeri planetario L
planetary ball milling cristalina
I\_lovel_ recycling of pmeap_ple_ leaves into FTEI.IUIOSE Folhas de Moagem (bola) + rotor- Microfibras de
Do etal., 2022 microfibers by two-step grinding of ball milling and abacaxi estator celulose
high-speed rotor—stator homogenization
Understanding the dynamics of the Saccharomyces
Wu et al., 2023 cerevisiae and Scheffersomyces stipitis abuqdance in Baga_lgo de  Co-cultivo r~n|crob|an0 para Etanol
co-culturing process for bioethanol production from milho producdo de etanol
corn stover
Mukasekuru et Feq-batch h'gh.' solids enzymgtlc sacchaflflc_a tion of Substratos Sacarificagdo enzimatica Aclcares
lignocellulosic substrates with a combination of . g L
al., 2020 - lignoceluldsicos com aditivos redutores
additives and accessory enzymes
. Improvement in Ethanol Yield from Lignocellulo- Biomassa
Mithra & - . . . L . . .
. Starch Biomass using Saccharomyces cerevisiae  lignoceluldsico-  Co-cultivo microbiano Etanol
Padmaja, 2020 - . L -
alone or its Co-culture with Scheffersomyces stipitis amilécea

Fonte:Propria (2025).

Estratégias Fisico-Quimicas para Modificacédo da Celulose

A recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica é amplamente reconhecida como um dos principais

desafios na conversdo eficiente de celulose em acglcares fermentaveis. Nesse contexto, os métodos

fisico-quimicos de pré-tratamento exercem papel central ao promover a delignificacdo, a

despolimerizacdo parcial da hemicelulose e a exposicao da estrutura celulésica a acdo enzimatica.

Tabela 3 — Efeitos de estratégias de pré-tratamento na cristalinidade da celulose. Fonte: Autores, 2025.

Estratégia de Pré-tratamento Biomassa Cristalinidade Artigo
Estudada (%)
Sem tratamento Controle base 45% Referéncia geral
comparativo (estimado)
Alcalino com NaOH (1-5%) Folhas de abacaxi 58% Do et al., 2022
Acido diluido + branqueamento com H-0: Sabugo de milho, 63% Rajanna et al., 2022

palha de arroz
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Ultrassom + oxidacdo TEMPO Cascas de batata 70% Sadeghi-Shapourabadi et al.,
2023
Moagem por bolas (ball milling) Pennisetum 76% Sureshkumar et al., 2025
hohenackeri
Organossolve alcalino (al-AGO) Bagago de cana 80% Mukasekuru et al., 2020

Fonte:Prépria (2025).

Dentre os métodos mais eficazes, destaca-se 0 uso de solventes organicos catalisados, como o
glicerol organossolve alcalino (al-AGO), capaz de desestruturar a parede celular de forma seletiva e
promover elevado grau de acessibilidade enzimatica. Mukasekuru et al. (2020) demonstraram que a
aplicacdo do al-AGO em bagaco de cana possibilitou alcancar 90% de rendimento enziméatico em 72
horas, mesmo com baixa carga enzimatica, o que evidencia a eficacia desse pré-tratamento em ambientes
industriais com alto teor de solidos. A ultrassonicagédo e a aplicacdo de micro-ondas também tém se
mostrado promissoras, especialmente quando combinadas com etapas quimicas. No estudo de Sadeghi-
Shapourabadi et al. (2023), cascas de batata foram submetidas a purificacdo alcalina e branqueamento
com perdxido de hidrogénio, seguidos de ultrassonicacdo apos oxidacdo mediada por TEMPO. Essa
estratégia permitiu a obtencdo de nanofibras de celulose com didmetro entre 4 e 22 nm e aumento da
cristalinidade para 70%, revelando ndo apenas eficiéncia no isolamento, mas também melhora nas
propriedades estruturais do material. A moagem por bolas (ball milling) desponta como técnica mecénica
altamente eficaz e de baixo consumo energético. Sureshkumar et al. (2025) utilizaram essa abordagem
para processar Pennisetum hohenackeri, graminea com baixo teor de lignina e alto teor de hemicelulose,
obtendo nanofibras com didmetro médio de 13 nm e indice de cristalinidade de 76%. A energia de
fibrilagdo foi de apenas 2,95 kWh/kg, o menor valor reportado até entdo, demonstrando que a escolha
da biomassa e 0 ajuste da moagem sao cruciais para reduzir custos e ampliar a escalabilidade.

Outros estudos reforcam a eficiéncia do uso de residuos agricolas como matéria-prima. Rajanna
et al. (2022) investigaram a conversédo de sabugo de milho e palha de arroz em nanocelulose utilizando
tratamento alcalino, branqueamento e hidrolise acida, seguida de ultrassonicag¢do. O protocolo permitiu
a extracao de nanofibras com estabilidade térmica e estrutura fibrosa satisfatoria, demonstrando que
residuos regionais com elevado teor de celulose sdo fontes economicamente viadveis para extracdo de
nanofibras. A combinacdo de técnicas mecanicas foi também destacada por Do et al. (2022), que
desenvolveram uma abordagem em duas etapas para a reciclagem de folhas de abacaxi, utilizando
moagem por bolas e homogeneizacdo em rotor-estator. Esse processo possibilitou a redugéo de 91,24%
no tamanho médio das microfibras em comparacdo com métodos convencionais, atingindo dimensdes
inferiores a 9 um. O estudo refor¢a que a combinacao de métodos pode potencializar os efeitos sinérgicos
no fracionamento da biomassa.

Por fim, avangos recentes propuseram a fibrilagio mecénica em solventes anidros, como o

propilenoglicol, como alternativa a hidrélise aquosa. Hernandez-Becerra et al. (2023) demonstraram que
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a fibrilagdo direta da celulose em propilenoglicol manteve elevada cristalinidade (até 80%) e integridade
térmica, além de conferir comportamento reoldgico tipo shear-thinning as suspensées. Essa abordagem
amplia as possibilidades de aplicacdo da celulose fibrilada em matrizes hidrofébicas, superando

limitacOes associadas ao uso de &gua como meio dispersante.

Desenvolvimento e Aplicacdo de Celulases

As celulases representam o grupo central de enzimas envolvidas na conversdao da biomassa

lignocelulésica em aclcares fermentaveis. Compostas principalmente por endoglucanases,
exoglucanases (ou celobiohidrolases) ¢ B-glicosidases, essas enzimas atuam sinergicamente na hidrélise
das cadeias de celulose, rompendo ligagdes 3-1,4-glicosidicas. Diversos estudos incluidos na presente
revisdo demonstram que o desempenho dessas enzimas pode ser substancialmente influenciado por
fatores como fonte microbiana, modo de aplicacdo (isoladas ou em coquetéis) e a natureza do substrato

lignoceluldsico tratado.

Tabela 4 — Desenvolvimento e aplicacdo de celulases — estratégias, enzimas e desempenho. Fonte: Autores, 2025.

Microrganismo / Tipo(s) de Resultado /
Sistema Enzimatico Celulase(s) Eficiéncia

Estratégia Aplicada Substrato / Contexto Referéncia

Coquetel enzimatico +

aditivos (BSA, Tween Mukasekuru et

Endoglucanase, Bagaco de cana —altacarga  Converséo de

Trichoderma reesei

exoglucanase 80) solida (30%) glicose: 70% al., 2020
Aspergillus niger p-Glicosidase, Aplicagdo sequencial li noc':ﬁflgj:n:?léceos ﬁgg?:n;g 3: Mithra &
Perg g xilanase em consarcio g a Padmaja, 2020
(cascas) acucares

Trichoderma reesei + Celulase + xilanase Pré-tratamento alcalino

Palha de arroz / sabugo de

Rendimento de
sacarificacdo:

Rajanna et al.,

enzimas acessorias +AA9 + mistura enzimatica milho 63% 2022
. Estabilidade
En_2|mas Endoglucanase . Producéo controlada em aumentada .
recombinantes em - Expressdo heterdloga - . ' Liu & Qu, 2021
A . (recombinante) biorreator porém menor
Pichia pastoris S
glicosilacdo
Consorcio m_lcroblano Fermentagdo simultdnea  Hidrolisado de palha de Rendimento
(S. cerevisiae + S. - . . Wau et al., 2023
L (hexose + pentose) milho etanol: 0,39 g/g
stipitis)
o Nanofibras de Sadeghi-
. . . Ultrassom + oxidagao celulose com .
Aspergillus niger B-Glicosidase L Cascas de batata Shapourabadi et
TEMPO prévia elevada
o al., 2023
reatividade

Fonte:Prépria (2025).

A producao de celulases ainda é dominada por fungos filamentosos, especialmente Trichoderma
reesei e Aspergillus niger, reconhecidos por sua alta capacidade secretora e adaptabilidade metabdlica.
No entanto, esses microrganismos apresentam limitagfes quanto a composi¢do do coquetel enzimatico
— com deficiéncias, por exemplo, na produgdo de B-glicosidase por T. reesei. Liu e Qu (2021) destacam
a importancia da engenharia microbiana integrada a engenharia de proteinas para superar tais gargalos,

promovendo melhorias na eficiéncia catalitica, estabilidade térmica e tolerancia a inibidores liberados



SANTOS, et al.

no pré-tratamento. Aplicagdes industriais simuladas em alta carga de sélidos demonstraram que o
desempenho das celulases pode ser maximizado com o uso de consorcios enzimaticos sinérgicos.
Mukasekuru et al. (2020) mostraram que a formulacdo de coquetéis enzimaticos contendo
endoglucanase, exoglucanase, B-glicosidase e aditivos (como surfactantes e enzimas acessorias)
aumentou a conversao de glicose a 70% com apenas 2,5 FPU/g de celulose, mesmo em cargas de 30%
de solidos.

Além das formulagdes, a expressdo heterdloga de celulases em sistemas hospedeiros como
Escherichia coli e Pichia pastoris tem sido amplamente explorada. No entanto, limitagdes associadas a
glicosilagdo inadequada, baixa estabilidade proteica e rendimento reduzido ainda restringem sua
aplicabilidade em escala industrial. Liu e colaboradores (2021) sugerem que 0 uso de engenharia
genética para modificar vias secretoras e morfogénese celular pode resultar em sistemas mais eficientes
e econdmicos para a producao de celulases recombinantes.

No campo da aplicagéo direta, diversos estudos reportaram o uso eficiente de celulases em
processos fermentativos integrados para produgéo de bioetanol. Mithra e Padmaja (2020) compararam
diferentes configuracdes de sacarificacdo e fermentacao a partir de residuos lignoceluloamilaceos, como
cascas de tubérculos, demonstrando que a aplicacdo sequencial de pré-hidrolise seguida por fermentacao
com leveduras em co-cultura (como Saccharomyces cerevisiae e Scheffersomyces stipitis) aumenta
significativamente o rendimento etanolico, conforme gréafico 01.

Gréfico 1: Comparativo, a partir de dados da literatura, dos rendimentos de sacarificacdo enzimatica (%) da biomassa

lignocelul6sica sob diferentes estratégias de pré-tratamento e enzimaticas.
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Fonte:Prépria (2025).

Por fim, a adogéo de celulases em sistemas hibridos de fermentagdo tem permitido ndo apenas a
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conversdo de hexoses, mas também a fermentacdo de pentoses derivadas da hemicelulose. Wu et al.
(2023) relataram a co-cultura eficiente entre S. cerevisiae e S. stipitis utilizando hidrolisado de palha de
milho, com rendimento méximo de 0,39 g de etanol/g de monossacarideos, validando o papel essencial
das celulases em tornar os agUcares acessiveis ao metabolismo fermentativo.

Os dados apresentados no grafico evidenciam a importancia das estratégias fisico-quimicas no
aumento da eficiéncia da sacarificacdo enzimatica da biomassa lignoceluldsica. Observa-se que o0 uso
isolado de celulases, sem pré-tratamento da biomassa, resulta em um rendimento significativamente
baixo (22%), evidenciando a recalcitrancia da estrutura vegetal. A aplicacdo de pré-tratamento alcalino
seguido da acdo de celulases produzidas por Trichoderma reesei ja proporciona um aumento expressivo
no rendimento (58%), conforme demonstrado por Rajanna et al. (2022). Estratégias mais avancadas,
como a ultrassonicacdo combinada com enzimas de Aspergillus niger (65%) e 0 uso de moagem por
bolas com consorcios enzimaticos (70%), mostraram ganhos substanciais, indicando sinergismo entre
tratamentos fisicos e sistemas enzimaticos complexos. O maior rendimento foi observado com a
aplicacdo do método organossolve alcalino e adicdo de enzimas acessOrias, atingindo 72%, de acordo
com Mukasekuru et al. (2020), o que reforca a eficacia de abordagens integradas na quebra das barreiras
estruturais da lignocelulose e no aumento da disponibilidade de substrato para hidrolise enzimatica.
Esses resultados apontam caminhos promissores para a viabilizacdo econdmica da producgéo de acucares

fermentaveis em escala industrial.

Abordagens Biotecnoldgicas para Otimizagdo Enzimatica

A baixa eficiéncia, estabilidade e robustez das celulases sob condi¢des industriais extremas
continuam sendo barreiras criticas para a produgdo econémica de biocombustiveis de segunda e terceira
geracdo. Nesse cenario, abordagens biotecnoldgicas tém sido intensamente exploradas para otimizar o
desempenho enzimatico, incluindo engenharia de proteinas, expressao heterdloga, tecnologias 6micas e

consorcios microbianos (Tabela 5).

Tabela 5 —Estratégias biotecnolégicas para otimizacédo de celulases. Fonte: Autores, 2025

Estratégia Biotecnoldgica

Beneficios Principais

Estudos que respaldam

Engenharia racional de proteinas
Evolucdo dirigida
Expressdo heterdloga de celulases
Bioprospecg¢do por metagendmica
Modificagao quimica da celulose

Consorcios microbianos fermentativos

Melhora da atividade e estabilidade por mutagdes
especificas em dominios cataliticos ou CBMs
Geracdo de variantes com propriedades adaptadas a pH,
temperatura e inibidores
Aumento da producéo de celulases recombinantes em
hospedeiros otimizados
Descoberta de celulases termoestaveis e resistentes a
solventes de ambientes extremos
Aumento da funcionalidade do substrato, facilitando a
acdo enzimatica
Converséo eficiente de aglicares C5 e C6 em etanol por
co-culturas adaptadas

Liu & Qu, 2021

Liu & Qu, 2021

Mukasekuru et al., 2020; Liu
& Qu, 202
Do et al., 2022; Hernandez-
Becerra et al., 2023
Sadeghi-Shapourabadi et al.,
2023
Wu et al., 2023; Mithra &
Padmaja, 2020

Fonte:Prépria (2025).
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Liu e Qu (2021) propdem um modelo integrado baseado na filosofia Design-Build-Test-Learn,
onde dados de modelagem molecular e experimentacédo racional sdo usados para orientar mutagdes
benéficas em regibes cataliticas das celulases. Além disso, a engenharia racional de celulases tem
possibilitado a modificacdo de dominios cataliticos e de ligacdo, como os mddulos de ligacdo a celulose
(CBMs), resultando em enzimas com maior afinidade ao substrato, maior atividade especifica e maior
tolerancia a condi¢Oes adversas de pH e temperatura. Essas modificagOes séo particularmente relevantes
para biomassas altamente cristalinas, como cascas de batata e sabugo de milho, onde o acesso da enzima
ao substrato é limitado. Sadeghi-Shapourabadi et al. (2023) também mostraram que a introducao de
grupos carboxilicos via oxidacdo TEMPO promove maior reatividade e funcionalidade da celulose, o
que impacta diretamente na eficacia da acdo enzimatica subsequente.

Jé& a evolucdo dirigida tem sido uma alternativa complementar, promovendo variacdes aleatérias
nas sequéncias génicas de celulases e permitindo a triagem de variantes com propriedades melhoradas.
Liu e Qu (2021) relatam que, ao combinar evolucao dirigida com simula¢6es de docking molecular e
dindmica molecular, é possivel acelerar a identificacdo de variantes mais eficientes em ambientes
industriais hostis, como os ricos em compostos inibidores gerados no pré-tratamento alcalino ou &cido
da biomassa. Além disso, estratégias de expressdo heter6loga em microrganismos como Escherichia
coli, Aspergillus niger e Pichia pastoris tém sido amplamente aplicadas para otimizar a producao de
celulases recombinantes. Mukasekuru et al. (2020) demonstraram que a adaptacéo de linhagens fungicas
para expressar celulases com dominios de ligacdo especificos e maior resisténcia a compostos fendlicos
resultou em ganhos de rendimento na sacarificacdo de bagaco de cana sob alta carga sélida. No entanto,
desafios como glicosilacdo inadequada e baixa secrecdo ainda limitam a eficiéncia total dessas
plataformas.

A bioprospeccdo de novos genes celuloliticos por metagendmica tem sido outro campo em
expansdo. Ambientes extremos, como residuos lignoceluldsicos em decomposicao, tém fornecido cepas
com celulases termoestaveis e resistentes a solventes organicos, como demonstrado nos estudos de Do
et al. (2022) e Hernandez-Becerra et al. (2023), que utilizaram residuos de folhas de abacaxi e celulose
vegetal em solventes anidros, respectivamente. Tais enzimas sdo candidatas ideais para aplicacdes
industriais, dada sua estabilidade em condic6es extremas e compatibilidade com sistemas hidrofébicos.

Por fim, o uso de consorcios microbianos contendo leveduras especializadas, como
Saccharomyces cerevisiae e Scheffersomyces stipitis, vem se destacando na fermentacdo simultanea de
hexoses e pentoses em hidrolisados lignoceluldsicos. Wu et al. (2023) demonstraram gue, sob condicdes
otimizadas de co-inoculacao e ventilacdo, esses consorcios alcancaram rendimentos de até 0,39 g/g de

etanol por agucar monomérico em hidrolisado de palha de milho. De forma semelhante, Mithra e
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Padmaja (2020) relataram que a insercdo de uma etapa de pré-hidrolise antes da sacarificagdo aumentou
significativamente a liberacdo de acUcares fermentaveis e o desempenho da co-cultura em residuos

vegetais amilaceos.

Tendéncias, Lacunas e Perspectivas Tecnologicas

A conversdo da biomassa lignocelul6sica em agucares fermentaveis por meio de celulases tem
avancado significativamente nos ultimos anos, impulsionada por novas abordagens tecnologicas e
biotecnoldgicas. A tendéncia mais evidente observada nos estudos recentes é a integragdo de multiplas
estratégias, fisico-quimicas, enzimaticas e computacionais, para superar as barreiras estruturais da
biomassa e otimizar a eficiéncia do processo de hidrélise. A combinacdo de pré-tratamentos eficientes,
como os baseados em solventes organossolve, com consorcios enzimaticos formulados sob principios
de sinergismo funcional, foi particularmente destacada por Mukasekuru et al. (2020), que obteve até
90% de conversdo com baixa carga enzimatica. Outra tendéncia crescente é a aplicacdo de tecnologias
omicas e inteligéncia artificial no desenvolvimento e aprimoramento de celulases. Estudos como os de
Liu e Qu (2021) propdem abordagens integradas baseadas em dados gendmicos, modelagem molecular,
dindmica molecular e aprendizado de maquina para prever estruturas funcionais e projetar mutacdes
direcionadas com potencial de alto desempenho. Essa integracdo entre bioinformatica e engenharia
enzimética € apontada como fundamental para acelerar o ciclo de inovagdo no desenvolvimento de
enzimas industriais robustas.

No entanto, a revisdo revelou lacunas importantes na literatura, especialmente quanto a
padronizacdo metodoldgica. Muitos estudos utilizam substratos diferentes, unidades distintas para
reportar atividade enzimatica e condi¢bes experimentais ndo comparaveis, o que dificulta a avaliacéo
entre resultados. Além disso, a maioria das pesquisas permanece restrita ao nivel laboratorial. Poucos
estudos, como os de Sureshkumar et al. (2025), realizaram simulacdes de condic¢des industriais com alta
carga solida (30%), e ainda menos realizaram validacGes em escala piloto. A viabilidade econémica e
escalabilidade também aparecem como gargalos recorrentes. Embora métodos como ultrassonicacao,
moagem por bolas e pré-tratamento acido-alcalino tenham mostrado alta eficiéncia, o custo energético e
a complexidade operacional limitam sua adoc¢do industrial ampla. A proposta de novas rotas, como a
fibrilacdo mecanica em solventes anidros (Hernandez-Becerra et al., 2023), surge como alternativa para
aplicacGes em sistemas especificos, mas ainda carece de estudos de custo-beneficio em larga escala.

Em termos de perspectivas futuras, a consolidagdo de biocatalisadores multienziméticos
robustos, produzidos por sistemas microbianos modificados geneticamente ou consorcios sintéticos, €
vista como promissora. Estudos como os de Wu et al. (2023) e Mithra e Padmaja (2020) demonstraram

que co-cultivos otimizados permitem a fermentacdo simultanea de agucares hexose e pentose, reduzindo
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etapas e aumentando a eficiéncia global da conversdo. A aplicacdo de sistemas de producao "on-site™ de
celulases em reatores integrados também tem sido proposta para reduzir custos com enzimas comerciais.
Adicionalmente, o desenvolvimento de politicas publicas e incentivos a bioeconomia baseada em
residuos lignocelulésicos pode impulsionar a transicdo das solucBes laboratoriais para 0 ambiente
industrial. A integracdo entre universidades, centros de pesquisa e setor privado sera essencial para
consolidar rotas tecnoldgicas viaveis, ambientalmente sustentaveis e alinhadas as metas de

descarbonizacao energética.

CONCLUSOES

A presente revisao integrativa demonstrou que os avangos na engenharia e aplicacéo de celulases
tém potencial significativo para transformar a biomassa lignocelulésica em uma fonte viavel de
biocombustiveis sustentaveis. Os dados analisados evidenciam que estratégias fisico-quimicas como
pré-tratamentos alcalinos, processos organossolve, ultrassonicacdo e moagem mecanica sdo eficazes na
remocao de lignina e na reducdo da cristalinidade da celulose, fatores essenciais para aumentar a
eficiéncia da hidrolise enzimatica. Paralelamente, o desenvolvimento de celulases por meio de
engenharia racional, evolucdo dirigida, expressdo heterologa e bioprospeccdo de microrganismos tem
ampliado o desempenho catalitico, a estabilidade e a adaptacdo a condicGes industriais adversas. Um
dos caminhos mais promissores identificados € a integracdo da etapa de sacarificacdo com a fermentacéo
em processos simultaneos, como a sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF) ou a sacarificacdo e
co-fermentacdo simultanea (SSCF). Essas abordagens otimizam a utilizacdo dos acucares liberados e
reduzem o tempo de processamento e 0s custos operacionais.

Outro aspecto crucial para a consolidacdo tecnoldgica é a anlise econémica e a sustentabilidade
da producéo de celulases. A viabilidade comercial ainda esbarra em altos custos de producao, purificacio
e aplicagao das enzimas. A adogao de estratégias como a produgdo “on-site”, o uso de residuos como
substrato para fermentacdo e o desenvolvimento de sistemas de producdo de baixo custo sdo
fundamentais para superar esse desafio. Dessa forma, o futuro da aplicacdo de celulases na conversédo
da biomassa lignocelulésica dependera de abordagens integradas e interdisciplinares, que envolvam
engenharia biotecnoldgica, inovacdo em processos, analise econémica e comprometimento ambiental.
A transicdo para biorrefinarias eficientes e sustentaveis exige ndo apenas avancgos cientificos, mas

também solugdes tecnoldgicas que sejam aplicaveis em larga escala e economicamente viaveis.
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