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RESUMO 

 

A biomassa lignocelulósica é um material heterogêneo composto por lignina, 
hemicelulose e celulose. A capacidade da celulase de converter os componentes da 
celulose em açúcares fermentáveis para a produção de etanol e moléculas de valor 
agregado, dependem do acesso do biocatalisador ao substrato, protegido pela lignina. 
Neste trabalho, o complexo de celulases comercial CELLIC-CTEC2 foi imobilizado em 
nanopartículas magnéticas e avaliada a influência de campo magnético alternado na 
difusão de massa e conversão de hemicelulose e celulose durante a hidrólise de 
bagaço de cana pré-tratado. As amostras de nanopartículas magnéticas (Fe3O4), 
nanopartículas magnéticas funcionalizadas (Fe3O4-APTS) e o complexo enzimático 
CELLIC-CTEC 2 imobilizado em nanopartículas magnéticas (Fe3O4-CEL) 
apresentaram tamanho de cristalito de 10 nm, respectivamente. Os diâmetros 
hidrodinâmicos foram avaliados por espalhamento de luz, obtendo valores de índice 
de polidispersão maiores que 0,1, indicando que Fe3O4, Fe3O4-APTS e Fe3O4-CEL 
são constituídas por nanopartículas com alta dispersão de tamanhos. A adição de 
APTS ao suporte leva a uma melhor organização na distribuição de tamanhos. A 
amostra de Fe3O4-CEL apresentou diâmetro hidrodinâmico de 1335 nm, devido a 
ligação de celulases na superfície de nanopartículas. A curva de titulação das 
amostras de Fe3O4, Fe3O4-APTS e Fe3O4-CEL apresentaram ponto isoelétrico (PI) em 
pH 5,84, 6,38 e 2,61 respectivamente. A diminuição de PI para 2,61 ocorreu devido a 
presença do complexo enzimático que possui grupos funcionais ácidos e básicos. 
Pela análise térmica (TG-DTG) houve aumento na estabilidade térmica da enzima, 
após o processo de imobilização. Os espectros de absorção na região do 
infravermelho foram obtidos para confirmar as modificações de superfície. As 
amostras de Fe3O4, Fe3O4-APTS e Fe3O4-CEL apresentaram bandas em 580 cm-1 e 
630 cm-1, relacionadas à vibração Fe-O de magnetita e maghemita, respectivamente. 
A banda do espectro de Fe3O4-APTS em 1162 cm-1 está relacionada com a vibração 
de grupos amina. No espectro de Fe3O4-CEL foram observadas bandas de 
deformação de grupos amida do complexo enzimático de celulases. Nos resultados 
do cromatograma verificou-se a presença de ácido glicurônico. As reações de hidrólise 
de bagaço com a utilização de Fe3O4-CEL, podem operar em meio alcalino sendo 
possível utilizar pré-tratamento básico no processo de deslignificação com menos 
etapas de lavagem. A enzima imobilizada apresentou temperatura ótima em torno de 
60ºC, o processo pode ter sua temperatura diminuída na presença de biocatalisador 
magnético o que resultaria em grande economia de energia no processo de hidrólise. 
Os valores de conversão de hidrólise CEL e Fe3O4-CEL foram avaliados e 
apresentaram valores muito baixos, a conversão de hemicelulose para o derivado 
imobilizado apresentou valor de 18,46 % após 48 horas de hidrólise. Após 8 ciclos 
catalíticos o biocatalisador magnético apresentou 30 % da atividade inicial. A 
conversão de hemicelulose e celulose foi avaliada sob influência de AMF na 
frequência de 112 Hz e campo magnético de 25 mT. As amostras livre e imobilizada 
apresentaram baixa conversão de hemicelulose e celulose devido ao tempo de reação 
de hidrólise baixo. 
 
Palavras-chave: Nanopartículas Magnéticas. Biocatálise. Imobilização de celulases. 
Separação Magnética. 

 
 



ABSTRACT 

 
Lignocellulosic biomass is a heterogeneous material composed of lignin, 

hemicellulose and cellulose. The ability of cellulase to convert cellulose components 
into fermentable sugars to produce ethanol and value-added molecules depends on 
the access of the biocatalyst to the substrate, protected by lignin. In this work, the 
commercial cellulases complex CELLIC-CTEC2 was immobilized on magnetic 
nanoparticles and the influence of alternating magnetic field on mass diffusion and 
conversion of hemicellulose and cellulose during hydrolysis of pretreated sugarcane 
bagasse was evaluated. Samples of magnetic nanoparticles (Fe3O4), functionalized 
magnetic nanoparticles (Fe3O4-APTS) and the enzymatic complex CELLIC-CTEC 2 
immobilized on magnetic nanoparticles (Fe3O4-CEL) had a crystallite size of 10 nm, 
respectively. The hydrodynamic diameters were evaluated by light scattering, 
obtaining polydispersion index values greater than 0.1, indicating that Fe3O4, Fe3O4-
APTS and Fe3O4-CEL are constituted by nanoparticles with high size dispersion. 
Adding APTS to support leads to better organization in size distribution. The Fe3O4-
CEL sample had a hydrodynamic diameter of 1335 nm, due to the binding of cellulases 
on the surface of nanoparticles. The titration curve of the Fe3O4, Fe3O4-APTS and 
Fe3O4-CEL samples showed isoelectric point (PI) at pH 5.84, 6.38 and 2.61 
respectively. The decrease in PI to 2.61 was due to the presence of the enzyme 
complex that has acidic and basic functional groups. By thermal analysis (TG-DTG) 
there was an increase in the thermal stability of the enzyme after the immobilization 
process. Infrared absorption spectra were obtained to confirm the surface 
modifications. The Fe3O4, Fe3O4-APTS and Fe3O4-CEL samples showed bands at 580 
cm-1 and 630 cm-1, related to the Fe-O vibration of magnetite and maghemite, 
respectively. The Fe3O4-APTS spectrum band at 1162 cm-1 is related to the vibration 
of amine groups. In the Fe3O4-CEL spectrum, bands of deformation of amide groups 
of the cellulase enzyme complex were observed. The chromatogram results showed 
the presence of glucuronic acid. The bagasse hydrolysis reactions with the use of 
Fe3O4-CEL can operate in an alkaline medium and it is possible to use basic pre-
treatment in the delignification process with fewer washing steps. The immobilized 
enzyme had an optimal temperature around 60ºC, the process can have its 
temperature decreased in the presence of magnetic biocatalyst, which would result in 
great energy savings in the hydrolysis process. The CEL and Fe3O4-CEL hydrolysis 
conversion values were evaluated and showed very low values, the conversion of 
hemicellulose to the immobilized derivative showed a value of 18.46% after 48 hours 
of hydrolysis. After 8 catalytic cycles the magnetic biocatalyst showed 30% of the initial 
activity. The conversion of hemicellulose and cellulose was evaluated under the 
influence of AMF at a frequency of 112 Hz and a magnetic field of 25 mT. Free and 
immobilized samples showed low conversion of hemicellulose and cellulose due to the 
low hydrolysis reaction time.   

 
Keywords: Magnetic nanoparticles. Biocatalysis. Immobilization of cellulases. 
Magnetic separation.  
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 INTRODUÇÃO 

 

O etanol de segunda geração (E2G), conhecido também como etanol 

celulósico, obtido da palha e do bagaço de cana-de-açúcar, é uma alternativa 

energética que em breve será economicamente viável se forem transpostas as atuais 

barreiras agrícolas, industriais e tecnológicos para a produção (RABELO, 2010). A 

tendência no Brasil é que o custo de produção do etanol celulósico empate com o de 

primeira geração, em 2025. A partir de 2030, existe uma previsão para que o etanol 

E2G seja mais barato do que o de primeira (ALISSON et al., 2018). 

O mercado brasileiro defronta-se com três realidades para o aumento do 

consumo de etanol: aumento interno do consumo de álcool hidratado pelo sucesso da 

introdução da alternativa flex fuel em veículos leves; expansão das exportações 

brasileiras de álcool, como forma de enfrentar o aquecimento global e tendo em vista 

os altos preços do petróleo e pela produção de biodiesel utilizando etanol na 

transesterificação de biodiesel (RABELO, 2010). 

Outro fator que influencia no interesse para a produção de E2G é o corte de 

emissões domésticas de gases do efeito estufa (GEE). Segundo o relatório lançado 

pela Conferência das Nações Unidas para o Comércio e Desenvolvimento (UNCTAD), 

o Brasil terá de cortar 37% das emissões de GEE até 2025 - com base nos níveis de 

2005. A participação do etanol e demais biomassas derivadas da cana-de-açúcar na 

matriz energética deverá saltar dos atuais 16% para 18%, o que exigirá a produção 

de 50 bilhões de litros do combustível renovável até 2025. 

Embora o consumo de etanol se apresente como alternativa na diminuição do 

efeito estufa no planeta, existem muitas críticas em relação a expansão no cultivo de 

cana para gerenciar as demandas competitivas de produção de alimentos e 

preservação ambiental, principalmente, na região amazônica. 

As soluções propostas para garantir a produção sustentável do etanol 

envolvem integrar o desenvolvimento da energia de biomassa com as práticas 

agrícolas e florestais sustentáveis; melhorar a produtividade de plantios com 

consideração ao solo, à água e ao uso de nutrientes; e desenvolver tecnologias de 

produção avançada e conversão (GOLDEMBERG, 2008). 

A utilização de biomassa para a produção de etanol envolve duas etapas 
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principais: a hidrólise dos polissacarídeos contidos nos materiais lignocelulósicos em 

açucares e a fermentação destes em etanol (RABELO, 2010). 

O uso do bagaço como matéria-prima apresenta uma série de vantagens: está 

disponível em grandes quantidades, já vem processado das moendas; tem custo 

mínimo; está pronto no local evitando o aumento de custo devido ao transporte e 

integração da usina com o processo de primeira geração (MARINA et al.,2015). No 

entanto, a biomassa lignocelulósica apresenta estrutura heterogênea, complexa e 

compacta, sendo necessário submeter à pré-tratamentos antes da hidrólise para a 

produção do etanol. Este processo é responsável pela remoção da lignina e 

hemicelulose, redução da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do 

material, de maneira a tornar a celulose disponível para hidrólise (RABELO, 2010).  

Existem muitos métodos de pré-tratamentos: os métodos físicos que envolvem 

trituração e moagem, extrusão, utilização de micro-ondas, pré-tratamento por 

congelamento e cavitação hidrodinâmica (KUMAR; SHARMA, 2017), já os métodos 

químicos englobam a utilização de ácidos e bases, solventes orgânicos, processo de 

ozonólise e líquido iônico (ZHENG et al, 2017). Além disso, existe o pré-tratamento 

físico-químico que inclui explosão a vapor, água líquida quente, explosão de fibra por 

amônia, percolação de reciclagem de amônia, oxidação úmida e explosão por CO2 

(KIM, 2018); pré-tratamento biológico com a utilização de microrganismos e seus 

produtos e o uso de celulases (VATS et al., 2013; AKHTAR et al., 2015; PAYE et al., 

2016). A combinação desses métodos de pré-tratamento pode ser utilizada na quebra 

da biomassa lignocelulósica em carboidratos (BRODEUR et al., 2011; MOOD et al., 

2013; MULAT et al., 2018).  

No processo de hidrólise, as rotas mais utilizadas são por via química ou 

enzimática. No processo químico, os ácidos são amplamente usados gerando vários 

subprodutos que inibem a fermentação, devido a degradação parcial da glicose, da 

hemicelulose e da lignina. Esses subprodutos incluem furfural, hidroximetil furfural e 

os produtos da desidratação de pentoses e hexoses (MITTAL et al., 2017; PERNA et 

al., 2018). Além disso, exigem materiais caros para resistirem à corrosão, altas 

temperaturas e altas pressões. Por este motivo, a sacarificação enzimática tem sido 

amplamente estudada no mundo, uma vez que proporciona maiores rendimentos e é 

realizada a pressão ambiente e temperaturas moderadas, sem a formação de 
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subprodutos indesejáveis (RAI et al., 2018). 

Embora, a aplicação de biocatalisadores promova uma abordagem favorável 

ao meio ambiente, devido a especificidade enzimática e pelo fato de não gerar 

inibidores tóxicos, a sacarificação enzimática possui um grande obstáculo, os altos 

custos operacionais. Esse alto custo atribui-se à baixa estabilidade e a baixa 

reutilização de celulase (CHEN et al., 2017). 

Para realizar a hidrólise de biomassa por via enzimática com preços mais 

acessíveis torna-se necessário reduzir os custos de produção, desenvolvendo 

métodos de imobilização que permitam a reutilização de celulase por vários ciclos 

catalíticos, sem perda total da atividade e que promova a estabilidade enzimática 

contra-ataques químicos e ambientais (CHAPMAN et al., 2018)  

O método de imobilização selecionado e o tipo de suporte influenciam na 

atividade e reutilização da enzima em processos biocatalíticos. Na literatura há muitas 

maneiras que possibilitam a imobilização de enzimas, com o objetivo de prolongar a 

atividade enzimática em diversos ciclos, principalmente em processos industriais. 

Alguns métodos de imobilização incluem ligação covalente, como CLEAs Cross-linked 

enzyme aggregates (Agregado de enzimas por ligações cruzadas), MCLEAs Magnetic 

cross-linked enzyme Aggregates (Agregado de enzimas e nanopartículas magnéticas 

por ligações cruzadas), adsorção física, encapsulação, e ligação por afinidade química 

(SIGURDARDÓTTIR et al., 2018). 

Considerando os recentes desenvolvimentos em nanotecnologia, uma grande 

variedade de nanomateriais podem ser usados como suporte para a imobilização de 

enzimas. A imobilização de enzimas em materiais em escala nanométrica é uma 

abordagem  promissora, que aumenta a eficácia catalítica da enzima  (ZDARTA et al., 

2018; RAMAKRISHNA et al., 2018; SONG et al., 2018). Enzimas imobilizadas em 

nanopartículas são conhecidas como "nanobiocatalisador" e o seu desenvolvimento 

de nanobiocatalisadores é um exemplo de inovação nas áreas de nanotecnologia e 

de biotecnologia (BUDARIN et al., 2013; MOHAMAD et al., 2015; MISSON et al., 

2015). 

A formação de nanobiocatalisadores inclui a conjugação de enzimas em vários 

nanomateriais, usando moléculas de reticulação, que favorecem a cinética química e 

a seletividade para substratos (HUSAIN et al., 2011; INGLE et al., 2017). A 



__________________________________________________________________________ 

Tese de doutorado – Caroline Oliveira da Rocha                                                                   25 
 

imobilização de enzimas usando moléculas de reticulação fornece um espaçador, que 

minimiza o impedimento estérico entre a enzima e os suportes sólidos, levando a um 

aumento na flexibilidade de enzima imobilizada (BASSO et al., 2007). 

Embora diferentes abordagens tenham sido relatadas para a imobilização de 

biocatalisadores, não há literatura aprofundada disponível sobre o envolvimento de 

locais ativos da enzima durante a imobilização em nanomateriais. A orientação do sítio 

ativo da enzima durante o processo de imobilização é aleatória e desempenha um 

papel importante na atividade resultante do biocatalisador imobilizado (LEE et al., 

2011). 

Uma opção disponível de suporte é a utilização de nanomateriais, que possuem 

grande área de superfície, essa característica permite um aumento na carga 

enzimática e reduz a resistência à transferência de massa para o substrato (HUSSAIN 

et al, 2011). 

A síntese de enzimas imobilizadas em nanopartículas magnéticas ou 

nanobiocatalisadores magnéticos é uma excelente estratégia devido à facilidade na 

recuperação de celulase, sendo possível a reutilização do nanobiocatalisador no 

processo de hidrólise do bagaço de cana. Além disso, o reuso aumenta 

significativamente a vida útil do biocatalisador (INGLE et al, 2017; RAI et al, 2016). 

Neste contexto, nanopartículas magnéticas, especificamente as nanopartículas 

de óxido de ferro (Fe3O4), além das vantagens citadas anteriormente, ainda sofrem 

influência de campo magnético externo. Como consequência da relaxação de Néel e 

Brown, as nanopartículas de Fe3O4 produzem calor sob campo magnético alternado –

(AMF - Atternating Magnetic Field), um fenômeno conhecido como hipertermia 

magnética (TARTAJ et al., 2005; WU et al., 2015). Este fenômeno é utilizado na 

aplicação de nanopartículas magneticas em biomedicina, no tratamento de câncer e 

para o direcionamento do fármaco (drug delivery), em células cancerígenas (MAY; LI, 

2013). 

Alguns autores relatam a melhora na atividade das enzimas imobilizadas 

aplicando baixa frequência de AMF. A energia magnética é convertida em um 

movimento rotacional do sistema enzima-nanopartícula que aumenta a taxa de colisão 

com o substrato (ARMENIA et al., 2019), ou desencadeia alterações conformacionais 

na estrutura tridimensional da enzima (KLYACHKO et al., 2012). O uso de calor 
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gerado por nanopartículas magnéticas para regular a atividade enzimática também foi 

relatado na literatura, no entanto esse calor foi utilizado no intumescimento de 

polímeros termossensíveis ligados à superfície das nanopartículas 

(ZAKHARCHENKO et al., 2018). 

O efeito do calor gerado pelas altas frequências de AMF sobre as enzimas 

ligadas as nanopartículas magnéticas são pouco estudadas em MCLEAS. Suzuki et 

al. relataram recentemente a ativação específica da α-amilase imobilizadas em 

micropartículas ferromagnéticas aplicando AMF (SUZUKI et al., 2015; SUZUKI et al., 

2016). No entanto, este efeito não foi relatado usando nanopartículas 

superparamagnéticas, nem foi estudado o efeito da orientação enzimática sobre a 

superfície de nanopartículas e as mudanças conformacionais causadas pela 

estratégia de conjugação. No caso de micropartículas ferromagnéticas, a aplicação 

de um campo magnético desencadeia agregação que não pode ser facilmente 

revertida, pois seria necessário aquecer as partículas acima da temperatura de Curie 

(858 K) (GUPTA; GUPTA, 2005). No caso de nanopartículas superparamagnéticas, 

as propriedades magnéticas não persistem quando o campo magnético externo é 

removido. Essa é uma vantagem importante pensando na reutilização do 

nanobiocatalisador. 

O grande desafio para uma produção viável do etanol de segunda geração 

consiste em determinar a melhor opção de disponibilizar a glicose a partir da hidrólise 

da celulose em termos de custo global, rendimento glicosídico e fermentabilidade do 

hidrolisado, o que provavelmente possibilitará uma comercialização difundida do 

produto (RABELO, 2010). O reator magnético diminuiu as etapas do processo de 

produção de E2G, visando também, uma perfeita integração energética do processo, 

com o aproveitamento de todos os resíduos gerados. 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a síntese de celulase imobilizada 

em nanopartículas magnéticas submetido a campo magnético alternado para a 

conversão de celulose em glicose, visando a obtenção de etanol de segunda geração. 

A associação das tecnologias de imobilização e utilização de AMF, proposta neste 

trabalho, é bastante promissora e inovadora que proporcionará a produção de etanol 

de segunda geração, em larga escala, com custos e tempo de operação reduzidos. 
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CONCLUSÕES FINAIS 

 

O método de imobilização enzimática utilizando nanopartículas magnéticas foi 

realizado com sucesso e apresentou resultados inesperados em relação aos produtos 

da reação de hidrólise do bagaço de cana. Neste processo de hidrólise foi identificada 

a molécula de ácido glicorônico que possui valor agregado pois é o precursor do ácido 

hialurônico utilizado, principalmente, como molécula antioxidante na indústria de 

cosméticos. Existem poucas rotas de síntese citadas na literatura do ácido hialurônico 

e esta rota proposta neste trabalho deve ser investigada mais detalhadamente em 

pesquisas futuras. 

As reações de hidrólise do bagaço e palha de cana operam entre pH 4,8 e 5. 

Com a possibilidade de utilização do suporte Fe3O4-CEL, o pH do meio reacional 

alcalino demonstrou maior atividade, sendo possível utilizar pré-tratamento básico no 

processo de deslignificação e aplicação do biocatalisador magnético com menos 

etapas de lavagem. 

A utilização de coquetel enzimático de celulases solúvel opera em temperatura 

amenas que podem variar entre 40 e 50 ºC. Observa-se que a enzima imobilizada 

apresentou boa atividade em torno de 35 ºC, embora a temperatura ótima seja a 60 

ºC. Este resultado sugere que o processo pode ter sua temperatura diminuída quando 

na presença de biocatalisador magnético obtido neste trabalho, o que resultaria em 

grande economia de energia no processo de hidrólise.  

Os valores de conversão de hidrólise CEL e Fe3O4-CEL foram avaliados e 

apresentaram valores muito baixos, a conversão de hemicelulose para o derivado 

imobilizado apresentou valor de 18,46 % após 48 horas de hidrólise. Após 8 ciclos 

catalíticos o biocatalisador magnético apresentou 30 % da atividade inicial. A 

conversão de hemicelulose e celulose foi avaliada sob influência de AMF na 

frequência de 112 Hz e campo magnético de 25 mT. As amostras livre e imobilizada 

apresentaram baixa conversão de hemicelulose e celulose devido ao tempo de reação 

de hidrólise baixo. 
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