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RESUMO

O aproveitamento de residuos lignocelulésicos é visto como uma alternativa
promissora, tanto do ponto de vista ambiental quanto econémico, para producao de
biocombustiveis. Dentre as biomassas lignocelulésicas de maior importancia no
territorio nacional, a palha de cana-de-acucar ocupa posicao de destague no que se
refere & producdo de etanol de segunda geracdo (E2G) por apresentar grande
disponibilidade no campo. Um dos principais desafios que envolvem a producédo de
E2G é obter altas conversfes de polissacarideos em acgUcares fermentesciveis,
durante a etapa de hidrolise enzimatica, de maneira que otimizar esta etapa requer
um bom conhecimento da cinética de reacdo. Neste contexto, este trabalho teve por
objetivo realizar o estudo cinético da etapa de hidrélise enziméatica da fragéo celulésica
da palha de cana-de-acgUcar, pré-tratada hidrotermicamente (PTH) (195°C, 10 min e
200 rpm) e pré-tratada hidrotermicamente, seguida de pré-tratamento alcalino (PA)
(NaOH 4% m/v, 30 min, 121°C). Neste estudo, foi analisada a influéncia das seguintes
variaveis de processo: velocidade de agitacdo, pH, temperatura e concentracdes de
enzima e substrato. Experimentos empregando palha PTH foram realizados em
Erlenmeyers (50°C, pH 5, 5 FPU.gceliose™ € 10% s6lidos m/v) com agitacbes de 0 a
300 rpm. Em seguida, foram analisadas as influéncias do pH e da temperatura.
Inicialmente, o pH foi variado de 3 a 7 e, posteriormente, a temperatura foi variada de
40 a 60°C. ApoOs determinadas e fixadas as condi¢cdes 6timas de agitacdo, pH e
temperatura, estudaram-se os efeitos da concentragdo de substrato e enzima para
ambas as biomassas (PTH e PTH com PTA). Para verificar o efeito da concentracao
de substrato, a carga de solidos variou de 2,5 a 10% (m/v), em ensaios de velocidade
inicial e de longa duracdo. A concentracdo de enzima (Cellic®CTec2 — Novozymes
S/A) variou de 275 a 5000 FPU.Lsoluczo™ (5 a 80 FPU.gceluose ™), com carga de soélidos
fixada em 10% (m/v). Finalmente, foi possivel ajustar os modelos de Michaelis-Menten
(MM) pseudo-homogéneo e MM maodificado, com e sem inibicdo competitiva por
glicose, e o modelo de Chrastil. Para a palha PTH um modelo de MM modificado com
inibicdo (adequado para sistemas heterogéneos, com alta resisténcia a difuséo)
mostrou-se mais apropriado do que o MM pseudo-homogéneo. Para a palha PTH
seguida de PTA, o modelo de MM modificado com inibicao também foi mais adequado

do que o MM pseudo-homogéneo. O modelo de Chrastil também foi aplicavel na



modelagem de ambas as biomassas pré-tratadas. Os modelos foram capazes de
identificar caracteristicas essenciais do processo de hidrdlise, sendo, Uteis dentro da

perspectiva da engenharia de biorreatores.

Palavras-chave: Palha de cana-de-acUcar; hidrélise enzimatica; estudo cinético;

modelagem matematica



ABSTRACT

For biofuels production, the recovery of lignocellulosic feedstock is seen as a promising
alternative, both from environmental and economic point of views. Among the
lignocellulosic biomasses most important in Brazil, sugarcane straw plays a prominent
position regarding the production of second generation ethanol (E2G), due to its great
availability in the field. One of the main challenges involving the production of second
generation ethanol is to obtain high conversion rates of polysaccharides into
fermentable sugars, in the hydrolysis step. A solid knowledge is an important pre-
requisite to optimize the conversion of lignocellulosic biomass into ethanol. In this
context, the aim of this work is to study the kinetics of the enzymatic hydrolysis of
cellulose from hydrothermally pretreated sugarcane straw (HPS) (195°C, 10 min e 200
rpm) and hydrothermally pretreated followed by alkaline pretreatment (NaOH 4% m/v,
30 min, 121°C). The influence of process variables as stirring speed, pH, temperature
and, concentration of substrate and enzyme was evaluated. Experiments using HPS
were carried out in Erlenmeyers (50°C, pH 5, 5 FPU.gceluose™* € 10% solids m/v) with
shaking from 0 to 300 rpm. Then, the influences of pH and temperature were analyzed.
Initially, the pH was ranged from 3 to 7 and afterwards, the temperature was varied
from 40 to 60°C. After determining and setting the ideal conditions of agitation, pH and
temperature, it was studied the effect of substrate and enzyme concentration for both
pretreated and delignified biomass. In order to verify the effect of substrate
concentration, solid load was varied in a range of 2.5 to 10.0% (m/v), in initial velocity
and long term assays. Enzyme concentration (Cellic®CTec2 — Novozymes S/A) was
varied from 275 to 5,000 FPU.Lsolution (5 to 80 FPU.gceluiose™), with solid load settled
at 10% (m/v). Finally, it was possible to fit Michaelis-Menten (MM), modified MM, with
and without competitive inhibition by glucose, and Chrastil model. For HPS, modified
MM model with inhibition (suitable for heterogeneous system, with high resistance to
diffusion) was fitted. For alkaline delignified HPS pseudo-homogeneous and modified
MM models were fitted. The Chrastil model was also used to fit long term assays for
both pretreated biomass. The fitted models were able to identifying key features of the
hydrolysis process, and, therefore, useful within the perspective of engineering

bioreactors.



Key-words: Straw sugarcane; enzymatic hydrolysis, kinetic study; mathematical
modeling.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO

Preocupacdes ambientais e possiveis instabilidades no preco do petréleo tém
despertado grande interesse e motivado a busca por combustiveis oriundos de fontes
renovaveis. Diante deste cenario, muitos pesquisadores tém estudado alternativas de
como produzir energias limpas e renovaveis para minimizar os impactos ambientais
gerados pelo uso de combustiveis fosseis, bem como suprir a demanda energética
mundial (LIMAYEM; RICKE, 2012).

A biomassa € vista como uma fonte interessante de matéria-prima para
produzir biocombustiveis, devido a varias razfes: aproveitamento de residuos
agroindustriais para a geracao de produtos com valor agregado, ndo compete com a
producdo de alimentos, além de contribuir na reducdo das emissbes de gases do
efeito estufa (LIMAYEM; RICKE, 2012). O Brasil ocupa posicdo privilegiada para
liderar a producao de etanol a partir de biomassas, por possuir ampla biodiversidade
de matérias-primas renovaveis e culturas agricolas de grande extensdo, com solo e
condicBes climaticas adequadas (PEREIRA JUNIOR, 2010).

As matérias-primas lignocelulésicas sdo as fontes renovaveis mais
abundantemente encontradas na natureza (PEREIRA JUNIOR, 2010). Sé&o
constituidas por trés principais fracdes poliméricas: celulose, hemicelulose e lignina.
Celulose e hemicelulose séo fontes para a producdo de acUcares, que por sua vez
podem ser transformados em etanol. A lignina, por sua vez, ndo é um polimero de
carboidrato, sendo incapaz de ser convertida a etanol (MOOD et al., 2013).

Dentre os diferentes tipos de biomassa lignoceluldsica, a palha de cana-de-
acucar tem se destacado como fonte de matéria-prima para a producdo de E2G,
devido a sua grande disponibilidade no campo e por representar, aproximadamente,
um tergo da energia total da cana-de-acucar (LEAL et al., 2013).

O processo de conversdo de biomassa lignocelulésica em etanol pela rota
bioquimica envolve basicamente quatro etapas principais: pré-tratamento, hidrélise
dos polissacarideos em acucares fermentesciveis, fermentagéo dos aglcares a etanol
e, finalmente, destilacdo do etanol.

A etapa mais desafiadora na producéo de etanol de segunda geracao e que,

geralmente, determina a eficiéncia global do processo, é a hidrdlise enzimatica. A
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obtencdo de altas taxas de conversdo dos polissacarideos em aculcares
fermentesciveis envolve muitos fatores, que tornam esta etapa dificil de ser totalmente
compreendida (BANSAL et al., 2009). Modelos matematicos fornecem informacdes a
respeito dos mecanismos de reacao e, portanto, ajudam na melhor compreensao
fenomenoldgica do processo. Eles também s&o Uteis no projeto, otimizac¢éo e controle
dos biorreatores.

Diante de tal contexto, este trabalho objetiva estudar as principais variaveis
envolvidas no processo de hidrélise enziméatica da fracéo celulésica da palha de cana-
de-acucar, a correlacdo de dados experimentais e a aplicacdo de modelos que
descrevam a cinética de reacdo e permitam a identificacdo de caracteristicas
essenciais do processo de hidrolise. Os modelos obtidos poderédo ser utilizados, por
exemplo, para a simulacdo de diferentes estratégias de operacdo dos reatores

enzimaticos e estudo de viabilidade técnica em escala industrial.

1.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

a) Caracterizar quimicamente a palha de cana-de-acUcar in natura;

b) Realizar o pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-agucar in natura;

c) Realizar pré-tratamento alcalino da palha pré-tratada hidrotermicamente;

d) Caracterizar a palha pré-tratada hidrotermicamente e com pré-tratamento alcalino.

e) Realizar experimentos de hidrélise enzimética com a palha pré-tratada, avaliando
todas as condicbes operacionais: pH, temperatura, velocidade de agitagéo,
concentracéo de substrato e concentracao de enzima;

f) Determinar as melhores condi¢cdes de hidrolise da fracédo celuldsica da palha de
cana-de-agucar;

g) Ajustar modelos cinéticos aos dados experimentais.

1.2 Organizacéo do trabalho

Esta dissertacéo foi dividida em 5 capitulos:
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No primeiro capitulo é apresentada, de maneira resumida, uma
contextualizacdo do tema pertinente a este trabalho, assim como o objetivo geral da
pesquisa.

No segundo capitulo, € apresentada uma revisao bibliografica, abordando as
caracteristicas das biomassas lignocelulésicas, uma explicacao detalhada sobre pré-
tratamento, focando principalmente no pré-tratamento hidrotérmico e alcalino, assim
como uma revisao sobre os principais conceitos de hidrélise enziméatica: fatores que
afetam o rendimento e forma de atuacdo das enzimas. Foram apresentados alguns
modelos matematicos utilizados no estudo cinético da hidrolise enzimatica da
celulose, bem como os modelos aplicados neste trabalho.

No terceiro capitulo, sdo apresentados os procedimentos utilizados para a
realizacdo dos experimentos, condicbes experimentais de cada ensaio, andlises
envolvidas em cada etapa experimental e softwares utilizados na anélise dos dados.

No quarto capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da
caracterizagdo quimica da palha in natura e pré-tratada. Também, foram
apresentados os resultados obtidos durante a etapa de hidrélise enzimatica da palha
pré-tratada seguida ou ndo de pré-tratamento alcalino. Nesta etapa foram avaliadas
as condi¢cdes operacionais através do estudo cinético do efeito do pH, velocidade de
agitacao, temperatura, concentracao de substrato e concentracdo de enzima.

Por fim, no capitulo cinco sdo apresentadas as principais conclusfées e
consideracbes do trabalho, baseadas nas analises dos dados experimentais

realizadas.
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CAPITULO 2 — REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biocombustiveis — O etanol

E crescente a demanda mundial por combustiveis, seja para transporte,
atividades industriais ou geracdo de energia elétrica. De acordo com a Agéncia
Internacional de Energia (AIE), os combustiveis foésseis continuam a satisfazer a maior
parte das demandas energéticas mundiais, no entanto, essa dependéncia dos
combustiveis ndo renovaveis estd ameacando o clima e o ecossistema terrestre,
resultando em um rapido aumento da poluicdo e, consequentemente, aquecimento
global (IEA, 2013). Nesse contexto, 0os biocombustiveis podem desempenhar um
papel importante no sentido de promover reducdes significativas nas emissfées de
diéxido de carbono e reduzir a dependéncia de recursos nao-renovaveis, a precos
competitivos em relagé@o a gasolina e ao diesel.

Dentre os biocombustiveis existentes, o etanol € uma alternativa promissora
no que se diz respeito a diminuicdo de impactos ambientais gerados pelos
combustiveis fésseis. Sua producéo € divida em dois tipos: primeira geracao, etanol
obtido a partir de matérias-primas sacarideas ou amilaceas, e segunda geracao,
obtido a partir de matérias-primas lignocelulésicas (PEREIRA JUNIOR, 2010).

O Brasil encontra-se em posicao favoravel no que se refere a producéo de
etanol, sendo o maior produtor mundial de etanol a partir da cana-de-agucar. Segundo
a Unido da Industria da Cana de Acucar, o Brasil produziu aproximadamente 27,5
bilhdes de litros de etanol na safra de 2013/2014 (UNICA, 2014). Além disso, o
processamento da cana-de-acUcar gera grandes quantidades de residuos, cerca de
140 kgpase seca de bagaco (MACEDO, 2001; CONAB, 2011) e 140 Kgbase seca de palha
(MACEDO, 2001; SAAD et al, 2008) por tonelada de cana.

Frente a esta situacdo, e para evitar a expansdo desmedida das é&reas
plantadas de cana de acucar, inUmeras pesquisas tém sido estudadas a fim de
desenvolver processos biotecnoldgicos que viabilizem a producdo de etanol de
segunda geracdo atravées de biomassas residuais, oriundas do cultivo e

processamento da cana-de-acucar.
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2.2 Biomassas lignoceluldsicas

De maneira geral, biomassa lignocelulésica € o termo utilizado para se referir
a matéria prima renovavel e de origem vegetal. Apresentam-se como uma fonte
promissora, de baixo custo e de grande disponibilidade para a producdo de etanol
(KOOTSTRA et al., 2009; SARKAR et al., 2012). Esses materiais sdo constituidos
principalmente por trés componentes: celulose (30~50%), hemicelulose (15~35%) e
lignina (10~25%), que somadas totalizam em torno de 90% da biomassa seca
(LIMAYEM; RICKE, 2012). A distribuicdo desses constituintes varia de acordo com a
espécie vegetal, solo onde foi cultivada e aspectos climéaticos (ODEGA; PETRI, 2010;
GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003).

Materiais lignocelulésicos incluem residuos agricolas (bagaco da cana-de-
acucar, palha de cana-de-agucar, casca de soja, palha de trigo), residuos florestais
(madeira, eucalipto) e residuos industriais (industria de papel) (PALONEN, 2004).

Na Tabela 2.1 estdo listados alguns materiais lignoceluldésicos e sua

composicdo quimica.

Tabela 2.1 — Composicdo quimica de diferentes tipos de biomassa lignocelulésica.

Composi¢ao quimica (%)

Biomassa lignoceluldsica

Celulose Hemicelulose Lignina
Palha de cana-de-acucar 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Casca de soja 29-51 10-20 2-8
Sabugo de milho 36-46 40 7-14
Algodao 85-95 5-15 0

Fonte: Adaptado de MENON; RAO, 2012 e SANTOS et al., 2012

Basicamente, celulose e hemicelulose séao polissacarideos, enquanto que a
lignina € uma macromolécula aromatica constituida de fenil-propano, que garante
rigidez a parede celular do vegetal (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003). Esses trés
componentes, quando unidos, formam uma matriz lignocelulosica bem estruturada
(SILVA et al., 2009).
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Um esquema de como estéo configurados a celulose, hemicelulose e lignina

€ mostrado na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Estrutura da parede vegetal

Parede celular

Lignina

‘G.....
@....

Fonte: CANILHA et al., 2009

2.2.1 Celulose

A celulose é o principal componente da parede celular das plantas.
Quimicamente é considerado um polissacarideo, formado por monémeros de glicose
unidos entre si por ligagdes glicosidicas B(1-4), os quais se ligam pelos seus grupos
hidroxilas através da eliminacdo de uma molécula de agua (FENGEL; WEGENER,
1989). Cada ligacdo glicosidica forma um dimero de glicose, chamado também de
celobiose, que é definida como a unidade conformacional da celulose (PITARELO,

2007). A Figura 2.2 mostra a representacdo esquematica de uma cadeia de celulose.
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Figura 2.2 — Estrutura molecular da cadeia de celulose
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Fonte: Adaptado de PITARELO, 2007

Cadeias de celulose (Figura 2.3 a) se ajustam uma as outras para formar as
microfibrilas (Figura 2.3 b) celulésicas, as quais formam as fibrilas (Figura 2.3 c), que
por sua vez se ligam formando as fibras de celulose (Figura 2.3 d) (VIEIRA, 2012;
MENG; RAGAUSKAS, 2014). Essas estruturas sédo formadas devido a presenca de
ligagOes covalentes, pontes de hidrogénio intra e intermolecular e forgas de Van der
Waals (WYMAN, 1994; MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999). As ligac6es
intramoleculares sédo responsaveis por conferir uma estrutura retilinea e certa rigidez
as cadeias unitarias, enquanto que as intermoleculares sdo responsaveis pela
resisténcia a degradacado microbiana (DING; HIMMEL, 2006; CANILHA et al, 2009).

Grande parte da estrutura das fibrilas apresenta-se altamente ordenada,
sendo chamada de regido cristalina. Regides menos ordenadas, ou seja, interligadas
de maneira cadtica, recebem o nome de regides amorfas. De maneira geral, toda
matriz celulésica apresenta regides amorfas e cristalinas. Este estado intermediario é
definido pelo grau de cristalinidade, que varia de acordo com o tipo de biomassa
vegetal e grau de maturacédo da parede celular (FENGEL; WEGENER, 1989). Quanto
maior o grau de cristalinidade, maior € a organizacao da celulose e menos soltvel em
agua e solventes organicos. Da mesma forma, a solubilidade da celulose diminui com
0 aumento do grau de polimerizacdo (ZHANG; LYND, 2004). Celuloses de algodao
possuem cadeias mais ordenadas, apresentando cristalinidade em torno de 70%,
enquanto a cristalinidade da celulose de arvores é menor, aproximadamente 40%
(SILVA et al., 2009).
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Celuloses exibem alto grau de polimerizacdo (DP), que é representado pelo
tamanho ou extenséo da cadeia de celulose, podendo variar de 100 a 14000 unidades
de glicose (SILVA, 2010).

Figura 2.3 — Representacao dos varios niveis morfolégicos da celulose: (a) cadeias de
moléculas de celulose (b) microfibrila (c) fibrila (d) fibras.

(b) microfibrila

OQLQ
(a) cadeiasde ——3p " QL.OQ
moléculas de celulose TQIQ

O QLOQ

Fonte: Adaptado de CRUZ, 2011

2.2.2 Hemicelulose (Polioses)

As hemiceluloses, ao contrario das celuloses, sdo formadas pela combinacéo
de varios tipos de monossacarideos. As unidades de aglcares que compdem as
polioses podem ser divididas em pentoses (D-xilose, L-arabinose) e hexoses (D-
glicose, D-galactose, D-manose), com algumas quantidades de acido D-glucurénico e
acido 4-O-metil-glucurénico (FENGEL; WEGENER, 1989).

Geralmente séo classificadas de acordo com o principal agUcar presente na
cadeia, podendo ser formada por um uUnico mondémero (xilanas, galactanas,
arabinanas ou mananas) ou por dois ou mais tipos de monémeros (glicomanas,
xiloglicanas, arabinoxilanas ou arabinoglucuronoxilanas) (PALONEN, 2004; GIRIO et
al, 2010).

As xilanas sdo os polissacarideos mais abundantes encontrados nas

hemiceluloses. Apresentam grau de polimerizacao que varia de 100 a 200 unidades
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de repeticdo, que em conjunto atingem uma massa molecular bem menor que a da
celulose (FENGEL; WEGENER, 1989), perfazendo em torno de 20-30% da biomassa
vegetal (GIRIO et al., 2010). S&o constituidas por uma cadeia principal de unidades
de B-D-xilopiranose unidas por ligacbes B(1-4), com ramificacbes de acido 4-O-
metilglucurdnico, acetato, acido ferulinico e a-L-arabinofuranose. Um exemplo de
xilana pode ser observado na Figura 2.4.

Em relacéo a celulose, as hemiceluloses apresentam maior solubilidade em
agua. Isso se deve a presenca de grupamentos acetil na cadeia hemicelulésica, que
séo facilmente degradados a &cido acético, que por sua vez atua como catalisador,
decompondo-se a hemicelulose em xilose, arabinose, acido urbnico e furfural
(FENGEL; WEGENER, 1989). Além disso, pode-se dizer que a hemicelulose atua
como um agente ligante entre as fracGes de celulose e de lignina (DUFF; MURRAY,
1996).

Figura 2.4 — Estrutura de uma xilose

B-D-Xylopyranose

Ferulic acid|

Fonte: DODD; CANNAN, 2009

2.2.3 Lignina

A lignina é o segundo polimero mais abundante na terra, tendo como funcao
atribuir resisténcia para a biomassa vegetal, protecdo aos ataques microbiolégicos e

mecanicos, além de rigidez e impermeabilidade. E formada pela polimerizacéo
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radicalar de trés unidades diferentes de fenil-propano: alcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e &lcool sinapilico, conferindo a ela uma estrutura tridimensional, amorfa e
dificil de ser desestruturada (FENGEL; WEGENER, 1989; ZENG et al., 2014).

Figura 2.5 — Esquema da estrutura molecular da lignina e seus alcoois precurssores.
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Fonte: Adaptado de RUBIN (2008).

As ligninas presentes nos vegetais diferem entre si de acordo com o grau de
metoxilacdo dos mondmeros e pelo grau de ligacédo carbono-carbono (EMMEL, 1999),
podendo ser classificadas de acordo com a abundancia dos seus precursores: 1)
lignina guaiacil, produzida pela polimerizagdo do alcool coniferilico — grande
ocorréncia nas madeiras moles (softwoods); 2) lignina guaiacil-siringil, copolimero dos
alcoois sinapilico e coniferilico — tipica de madeiras duras (hardwood); 3) lignina
siringil-guaiacil-p-cumaril, formada a partir dos alcoois sinapilico, coniferilico e p-

hidroxi-cumarilico — comumente encontrada em gramineas como a cana-de-acucar
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(FENGEL; WEGENER, 1989). Um esquema da estrutura da lignina proveniente de
graminea € mostrado na Figura 2.5.

Pode ser feita a analogia de que a lignina se comporta como uma cola que
une os diferentes componentes presentes na matriz lignoceluldsica, conferindo uma
maior coesao entre eles e tornando a biomassa impermeavel (FENGEL; WEGENER,
1989). Devido a essa caracteristica recalcitrante, a principal dificuldade na producgéo
de etanol de segunda geracdo a partir de residuos lignocelulésicos € remover a
lignina, pois ela atua como uma barreira fisica para 0 acesso das enzimas aos
polissacarideos, dificultando o processo de hidrélise enziméatica (MANSFIELD;
MOONEY; SADDLER, 1999).

Diante do fato, € de extrema importancia eliminar ou remover grande parte da

lignina para obter rendimentos satisfatérios na etapa de hidrdlise enzimética.

2.2.4 Outros componentes

Além dos principais compostos encontrados na biomassa lignocelulésica
(celulose, hemicelulose e lignina), sdo encontradas também uma quantidade de
substancias extrativas e ndo-extrativas.

Materiais extraiveis sdo considerados aqueles que sdo solGveis em agua ou
solventes, tais como: ceras, acidos graxos, terpenos, alcoois, esterbéides e compostos
fendlicos de baixo peso molecular, que podem variar muito (1-20%) de espécie para
espécie, localizagdo geogréfica, estacdo do ano, entre outros fatores (FENGEL,;
WEGENER, 1989). Os extrativos sdo concentrados em sua grande maioria na raiz,
caule e folhas, sendo responsaveis por determinadas caracteristicas das plantas,
como cor, cheiro e resisténcia natural ao apodrecimento.

Materiais ndo extrativos sdo principalmente componentes inorganicos como
cinzas, pectinas e proteinas (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004).
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2.3 Palhade cana-de-acucar

A palha de cana-de-acucar € um residuo agricola encontrado nos canaviais,
composto por folhas verdes, secas e ponteiras, sendo gerada a partir do
desfolhamento da cana durante o processo de colheita mecanizada (CANILHA et al.,
2012). Cerca de 25% de toda a massa vegetal da cana-de-acucar € composta por
folnas verdes, secas e ponteiras (RIPOLI et al.,, 2000). Uma representacao

esquematica da palha de cana-de-acucar pode ser vista na Figura 2.6.

Figura 2.6 — Representacéo da cana-de-acucar
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Fonte: Adaptado de MANECHINI; RICCI JUNIOR; DONZELLI, 2005.

Varios trabalhos apresentam a composicdo quimica da palha de cana-de-
acucar, que pode variar consideravelmente dependendo da espécie da palha, solo
onde foi cultivada, fatores climaticos, bem como a metodologia utilizada para a
caracterizacdo. Na Tabela 2.2 é apresentada a composicao quimica da palha de cana-

de-acucar reportada em diversos trabalhos.
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Tabela 2.2 — Composi¢do quimica da palha de cana-de-acUcar reportada na literatura.

Composicdo quimica (%)

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extrativos Referéncia
40,80 26,00 24,79 4,92 ND Barros et al., 2013
33,50 27,10 25,80 2,50 ND Costa et al., 2013
39,80 28,60 22,50 2,40 6,20 Oliveira, F et al, 2013
38,10 29,20 24,20 2,50 5,90 Oliveira, L et al., 2014
44,26 31,10 19,01 4,86 16,68 Santos et al., 2014
33,77 27,38 21,28 6,23 7,02 Szczerbowski et al., 2014

ND: N&o determinado Fonte: Acervo pessoal

A gueima da palha de cana-de-acucar era uma pratica muito comum ha uma
década atras. Tem como objetivo facilitar o corte manual da cana, e eliminar os seus
residuos (LEAL et al.,, 2013). No entanto, essa pratica tem ocasionado sérios
problemas ao meio ambiente e a saude publica, além do desperdicio energético, visto
gue a palha pode ser utilizada como matéria-prima para a producao de etanol 2G,
geracado de energia e/ou deixada no campo para prote¢ao do solo.

Com o aumento da mecanizacdo da colheita de cana-de-aclcar e a
diminuicdo gradativa de sua queima (Decreto Federal n°® 2.661/98), houve um
crescimento significativo da quantidade de palha disponivel no campo.

2.3.1 Possibilidades distintas: campo e/ou industria

Devido as diferentes aplicabilidades da palha de cana-de-agucar ha um
grande gquestionamento do setor agricola e industrial sobre o quanto de palha devera
permanecer no solo e quanto sera destinado para a inddstria.

Do ponto de vista agronémico, a manutencdo da palha no campo traz muitos
beneficios, como a retencdo de umidade do solo, controle de plantas daninhas,
protecdo contra erosao, reciclagem de nutrientes e estoques de carbono no solo
(ROSSETTO et al., 2008; CERRI et al., 2011). Por outro lado, a cobertura em excesso
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do solo com palha pode prejudicar as plantas em desenvolvimento, favorecer a
propagacéo de parasitas e aumentar o risco de incéndios (ROSSETTO et al., 2008).

Urquiaga et al. (1991) realizaram um estudo comparativo da colheita da cana-
de-acucar com e sem queima durante mais de 6 anos. Neste trabalho, concluiram que
para uma mesma area plantada houve uma producéo de 15 a 20% a mais de cana
onde o solo era protegido com a palha. Isso significa grandes ganhos em qualidade
de solo por meio da preservacéao da biomassa no campo.

Manechini, Ricci Junior e Donzelli (2005) sugerem que a palha de cana-de-
acucar deve ser totalmente removida apés colheita da cana em &reas ou estradas
com riscos de acidentes, proximo a areas habitadas ou sob a ocorréncia de
tempestades elétricas onde pode-se ocasionar incéndios. Outras situacdes nas quais
a palha deve ser removida sdo em regiées muito imidas, com grande frequéncia de
chuvas no periodo de colheita, e antes de replantio de cana em areas infestadas por
pragas do solo, cujo controle exige a remoc¢ao completa.

Pesquisas mais recentes sobre o aproveitamento da palha de cana indicaram
gue mesmo retirando 50% do material disposto no campo a palha remanescente
continuara suprindo as necessidades do solo (PROTEC, 2008).

Levando-se em conta todas as consideragdes sobre deixar ou n&o palha
sobre a superficie do solo, pode-se concluir que a escolha da quantidade a ser
removida depende das condi¢cdes agrondmicas envolvidas, custos no processo de
recolhimento e transporte da palha, bem como do interesse da industria em gerar

energia ou etanol 2G.

2.3.2 Potencial da palha de cana-de-aclcar para a producao de E2G

De acordo com dados da UNICA, na safra de 2013/2014 foram processadas
653,4 milhdes de toneladas de cana-de-acucar. Geralmente, cada tonelada de cana
gera em torno de 140 kg de palha (MACEDO, 2001; SAAD et al., 2008). Considerando
gue metade da palha gerada fique no campo para protecao do solo e que o restante
seja destinado a producédo de etanol, estima-se uma producéo de 7,5 bilhdes de litros

de etanol, ou seja, 25% da producdo anual de etanol no Brasil. Todas as
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consideracdes feitas para o calculo do potencial de producédo de etanol a partir da
palha de cana-de-agucar estdo apresentadas na Figura 2.7.

Diante do fato, torna-se evidente que a palha de cana-de-acUcar é uma
biomassa muito promissora e com grande potencial no desenvolvimento de etanol de

segunda geracao.

Figura 2.7 — Esquema do potencial de palha de cana-de-agucar para a producao de etanol
de segunda geracdo.

1 ton de cana

140 kg de palha (50% etanol/50% campo)

T0 kg de palha
(40% celulose)

Fonte: UNICA 2014

Pré-tratamento Eficiéncia: 80%

653,4 milhdes ton cana
Safra: 2013/2014

22,4 kg celulose

Hidroli Eficiéncia: 80%
idralise - A
Rendimento teorico: 1,11 I
Ogicoss [Qcatuaze 7,5 bilhBes L de etanol
19,9 kg glicose
. Eficiéncia: 90%
Fermentacéo Rendimento tedrico: 0,51 Qetano/Ogicoss
9,13 kg etanol
Destilagéo Eficiéncia: 99%
9,04 kg etanol

11,5 L de etanol ton cana

Fonte: Acervo pessoal

Apesar do grande potencial que a palha de cana-de-acUcar representa para o
setor de bioetanol, existem ainda poucos trabalhos na literatura estudando esta
biomassa quando comparado com o bagaco de cana.

Dentre estes trabalhos, cita-se o de Oliveira et al. (2013), que estudaram o
pré-tratamento por explosédo a vapor, deslignificacdo e hidrélise enzimética da palha
de cana. Nas melhores condicbes (pré-tratamento a 180°C/15min, seguido de

deslignificacdo com NaOH 1,5% durante 1h e hidrélise enzimatica com 10% soélidos,

34



utilizando Celluclast 1.5 L (Novozymes) a 15 FPU.mL* e Novozymes 188 a 10 1U.g™?),
0s autores conseguiram obter uma conversao de 85,1% durante a etapa de hidrolise
enzimatica.

Oliveira et al. (2014) estudaram o efeito de diferentes temperaturas (180, 190
e 195°C) e tempos de reacdo (10 e 15 min) durante o pré-tratamento hidrotérmico da
palha de cana, seguido ou ndo de pré-tratamento alcalino com NaOH 1% (100°C e
1h) e posterior hidrélise enzimatica (10% soélidos, celulases a 15 FPU.gsubstrato™* € B-
glicosidase a 10 IU.g. A melhor converséo global (considerando as perdas em todas
as etapas do processo) de celulose a glicose foi 53%, nas condi¢cbes de 195°C/10 min,
sem deslignificagéo alcalina.

Moutta; Ferreira-Leitdo; Da Silva Bon (2014) avaliaram a mistura de bagaco e
palha de cana-de-acuUcar pré-tratados com acido diluido, na etapa de hidrdlise
enzimatica. Os autores concluiram que a palha é mais susceptivel a sacarificacdo
enzimatica em relacdo ao bagaco, de maneira que misturas que contenham uma

proporcao maior palha: bagaco exibem maiores conversoes.

2.4  Etapas da producéao de etanol de segunda geracéo

Um dos principais obstaculos envolvidos no processo de producao de etanol
de segunda geracdo € desestruturar a lignina da biomassa, liberando os
polissacarideos como fonte de acUcares fermentesciveis, de forma eficiente e
economicamente viavel (SANTOS et al., 2012).

Para superar essas limitacbes, torna-se necessaria uma etapa de pré-
tratamento, que remova a estrutura recalcitrante da lignina e reduza a cristalinidade
da celulose, bem como uma etapa de sacarificacdo enzimatica, que transforme os
oligbmeros e dimeros em mondémeros de glicose.

Desta forma, pode-se dizer que, a obtencéo de etanol (por rota bioquimica) a
partir de biomassa lignocelulésica envolve duas etapas adicionais em relacdo ao
processo de producdo de etanol de primeira geracdo: o pré-tratamento e a hidrélise
enzimatica. As etapas do processo de etanol de segunda geracdo podem ser

visualizadas, de maneira simplificada, na Figura 2.8.
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Figura 2.8 — Etapas do processamento de etanol de segunda geracgéo.

4 l h

Pré-tratamento |——| Hidrolise |— Fermentagdo — Destilagcédo
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ETAPAS ADICIONAIS
Bioetanol

. /

Fonte: Acervo pessoal

2.4.1 Pré-tratamento

O pré-tratamento geralmente refere-se a um processo que rompe e
desestrutura a fibra lignocelulésica. Tem por finalidade remover a lignina e a
hemicelulose, aumentar a area superficial da biomassa e diminuir o grau de
polimerizacdo e cristalinidade da celulose, de maneira que a enzima tenha maior
acesso aos polissacarideos na etapa de hidrélise (WYMAN et al., 2005; ZHANG;
LYND, 2004).

Existem inUmeros tipos de pré-tratamento, que podem ser classificados em
guatro grandes grupos: pré-tratamento fisico (moagem, extrusao e etc), fisico-quimico
(explosdo a vapor, hidrotérmico, explosdo com aménia e etc), quimico (alcalino,
acidos, organosolv, ozondlise, liquidos ibnicos e etc) ou biolégico (MOOD et al., 2013).

Pré-tratamento acido geralmente remove grande parte da hemicelulose,
podendo chegar até 90% de solubilizacdo, embora pouca lignina seja dissolvida
(WYMAN et al., 2005). Durante o pre-tratamento acido s&o langados ions hidronios,
que promovem a reacdo catalitica, a qual é favorecida em altas temperaturas.
Todavia, altas temperaturas podem catalisar a degradacédo dos acucares (YANG;
WYMAN, 2008). Além disso, pré-tratamentos &cidos necessitam de equipamentos
resistentes a corrosdo e lavagens exaustivas da biomassa, para neutralizagado antes

da etapa de hidrolise enzimatica.
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Por outro lado, os pré-tratamentos basicos removem lignina, deixando a
biomassa, em sua grande maioria, composta por celulose e hemicelulose. No entanto,
hidroxido de sodio e outras bases séo caros e dificeis de recuperar (WYMAN et al.,
2005).

Pré-tratamentos bioldgicos séo utilizados para deslignificacdo da biomassa.
Em geral, séo processos com baixo custo de capital, operam em condi¢des brandas
e ndo requerem o0 uso de produtos quimicos. Entretanto, longos tempos de reacéo
Sao necessarios para obter resultados satisfatorios, além da consideravel perda de
carboidratos durante esse processo (SUN; CHENG, 2002; KUMAR et al., 2009).

Uma alternativa recente sdo os métodos de pré-tratamento combinado, que
surgem para aumentar a eficiéncia da producdo de acucar, diminuir a formacao de
inibidores e reduzir o tempo de processo (MOOD et al., 2013; ZENG et al., 2014).

A Figura 2.9 mostra o efeito do pré-tratamento nas mudancgas conformacionais

da matriz lignocelulésica.

Figura 2.9 — Efeito do pré-tratamento na matriz lignocelulésica.
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Macrofibrila Fibra elementar de celulose Lignina Hemicelulose Complexo lignina-carboidrato

Fonte: Adaptado de ZENG et al., 2014

Varias revisdes tém sido publicadas descrevendo e comparando diversos pré-
tratamentos em diferentes biomassas lignocelulosicas (SUN; CHENG, 2002; ALVIRA
et al., 2010; GAO et al., 2013; MOOD et al., 2013; TOQUERO; BOLADO, 2014).
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Yang e Wyman (2008) mostraram que a hidrolise enzimatica de palha de milho
in natura conduziu a rendimentos em torno de 23%, enquanto que se uma etapa de
pré-tratamento for utilizada previamente, o rendimento pode alcancar mais de 90%.

Geralmente, pré-tratamentos formam produtos de degradacao, os quais tém
efeito negativo durante a etapa de hidrélise enzimatica e fermentacdo. A composicéo
e concentracdo dos produtos de degradacdo variam de acordo com o tipo de pré-
tratamento utilizado, temperatura, pressao, tempo do pré-tratamento e a origem da
biomassa lignocelulosica.

Inibidores gerados durante o pré-tratamento sdo classificados em trés
grandes grupos: derivados do furano (furfural e 5-hidroximetilfurfural), acidos
levulinicos (acido acético e acido férmico) e compostos fendlicos (MOOD et al., 2013).
Furfural € formado a partir da degradacdo de pentoses (xilose e arabinose), e pode
ser degradado a acido férmico e acido acético. As hexoses quando degradadas
formam 5-hidroximetilfurfural, que por sua vez pode ser degradado a acido férmico e
acido levulinico (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

A Figura 2.10 apresenta um esquema dos produtos de degradacdo que

podem ser gerados durante o pré-tratamento.

Figura 2.10 — Principais monémeros e produtos de degradacéo formados durante o pré-

tratamento.
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Fonte: PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000
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2.4.1.1 Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico apresenta-se como uma técnica muito
interessante dos pontos de vista ambiental e econdmico, por ndo fazer uso de
solventes quimicos e de reatores altamente resistentes a corroséo, além de remover
grande parte da fracdo hemicelulésica, aumentar a susceptibilidade da celulose
durante a hidrolise enzimatica e levar a minima formacéo de produtos de degradacéo
(MOSIER et al., 2005b; PEREZ et al., 2008). No entanto, o pré-tratamento
hidrotérmico ndo é suficiente para remover grandes quantidades de lignina.

De maneira geral, o pré-tratamento hidrotérmico utiliza 4gua sob elevada
pressdo (1,2 MPa) e temperatura (180-230°C) por aproximadamente 15 minutos. A
agua penetra na biomassa, clivando os grupos acetil da cadeia de hemicelulose a
acido acético, que por sua vez atua como catalisador da reacdo (processo
autocatalitico), promovendo assim a solubilizacdo das hemiceluloses (PITARELO et
al., 2012) e o rompimento das ligacdes glicosidicas dos polissacarideos.

Indmeros trabalhos avaliam o efeito do pré-tratamento hidrotérmico em
diferentes materiais lignoceluldsicos, tais como: palha de trigo (PEREZ et al., 2008),
serragem de arvore de tulipa (KIM et al., 2013), bagaco da cana (YU et al., 2013),
lascas de madeira (KIM et al., 2014), palha de milho (LI et al., 2014) e palha de cana-
de-acucar (SANTOS et al., 2014). Todos os autores mostraram que houve uma alta
recuperacéo de hemicelulose (>80%) e baixa remocéo de lignina.

O efeito da temperatura e tempo durante a etapa de pré-tratamento
hidrotérmico é medido através do fator de severidade, que indica o quéo severo é o
pré-tratamento para a biomassa (HEITZ et al., 1991; KIM et al., 2013).

O calculo do fator de severidade é definido por Overend, Chornet e Gascoigne
(1987), e dado pela equacao 01.:

log(ry) = log Z [t * exp (T14 ;Tsef)] (01)

Onde log (ro) € o fator de severidade, n € o niumero de intervalos entre uma
medida e outra durante a etapa de pré-tratamento, t € o tempo reacional (min), T é a

temperatura (°C) medida em cada instante de tempo e Trer= 100 °C.
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Kim et al (2013) avaliaram o efeito do pré-tratamento hidrotérmico da
serragem de arvore de tulipa em diferentes condicbes de temperatura e tempo
reacional. Os resultados obtidos revelaram que a eficiéncia do pré-tratamento € mais
influenciada pela temperatura do que pelo tempo reacional. Além disso, foi encontrada
uma dependéncia linear do fator de severidade com a remocéo de hemicelulose, ou
seja, quanto maior a temperatura, maior a solubilizagdo da hemicelulose. A
degradacédo da lignina aumentou ligeiramente até 200°C: temperaturas acima desse
valor indicaram uma menor solubilizacdo da lignina. Essa tendéncia sugere
claramente a geracdo de pseudo-lignina durante o pré-tratamento, ocasionada pela
precipitacéo de lignina em altas temperaturas.

De modo geral, um aumento na temperatura e no tempo reacional aumenta o
fator de severidade. Isso também reflete em um aumento da area superficial acessivel
ao ataque enzimatico, favorecendo as reacdes de solubilizacdo. Entretanto, quanto
maior a severidade do pré-tratamento, maior é a formacdo de produtos de
degradacéo: acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (VARGA; RECZEY; ZACCHlI,
2004).

2.4.1.2 Pré-tratamento alcalino

Pré-tratamentos alcalinos sdo baseados na utilizacdo de reagentes quimicos
com caréter basico, tais como: NaOH, Ca(OH)2, KOH e ambnia. S&o mais eficazes na
remocao de lignina (deslignificacdo), exibindo menor solubilizacdo de celulose e
hemicelulose em relagdo aos processos acidos e hidrotérmicos (CARVALHEIRO;
DUARTE; GIRIO, 2008; ALVIRA et al., 2010).

Este pré-tratamento causa o inchaco das fibras lignocelulésicas e o
rompimento da estrutura da lignina, levando a um aumento da area superficial total,
diminuicdo do grau de polimerizacdo e da cristalinidade da biomassa, além da
separacao das ligacdes estruturais entre lignina e carboidratos (SUN; CHENG, 2002;
CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008; MOOD et al., 2013).

Em relacdo a outros pré-tratamentos, o alcalino opera em temperaturas e
pressdes mais baixas e ndo requer reatores muito complexos ou resistentes a

corrosdo. Entretanto, uma das desvantagens € a necessidade da neutralizacdo do
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material deslignificado (MOOD et al., 2013), além do inconveniente de alguns
reagentes alcalinos serem convertidos em sais ndo recuperaveis ou incorporados
como sais na biomassa (MOSIER et al., 2005a).

A utilizacéo de pré-tratamento alcalino € uma boa escolha quando se objetiva
a maior remocgdo de lignina possivel. Gao et al. (2013) conseguiram obter uma
remocdo de 78% de lignina no pré-tratamento de bagaco de cana-de-aglcar com
NaOH 1% (1:20 mbiomassa/VNaoH) & 80°C por 3h. Rocha et al. (2012) também
encontraram resultados similares para a remocao de lignina (aprox. 73%) de bagaco
de cana-de-acgUcar pré-tratado por explosdo a vapor seguido de deslignificacdo
alcalina com NaOH 1% (1:10 mpiomassa/VNaor) & 100°C por 1h.

2.4.2 Hidrélise da celulose de materiais lignocelulésicos

Como etapa subsequente do pré-tratamento faz-se necessario uma etapa que
converta os polissacarideos (celulose e hemicelulose) da biomassa em acucares
fermentesciveis (glicose e xilose). Esta etapa € denominada hidrélise, e tem como
funcao “quebrar” as moléculas de carboidratos em unidades menores de acucares.

Dois processos sdo frequentemente empregados na sacarificacdo dos
polissacarideos: hidrolise com acido concentrado ou diluido e hidrélise enzimatica.

Reacdbes catalisadas por acidos ocorrem em velocidades mais rapidas do que
as reacbOes enzimaticas. No entanto, hidrélises acidas apresentam varios
inconvenientes, tais como: necessidade da utilizacdo de reatores altamente
resistentes a corrosdo, recuperagdo do acido e geracdo de compostos toxicos e
inibidores, os quais sao prejudiciais as leveduras durante o processo de fermentacao
(SUN; CHENG, 2002).

Por outro lado, a hidrélise enzimatica apresenta elevada especificidade,
eliminando a possibilidade de formacao de subprodutos toxicos e inibitérios aos micro-
organismos da fermentacao, opera em condi¢cdes mais brandas de pH e temperatura,
além de ndo necessitar de equipamentos caros e resistentes a corrosao (SUN;
CHENG, 2005; DE CASTRO; PEREIRA JR, 2010).
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2.4.2.1 Hidroélise enzimatica da celulose

Muitos autores relatam que dentre as etapas envolvidas no processo de
producéo de etanol de segunda geracdo, a hidrolise enzimatica é a etapa chave de
todo o custo do processo, devido ao alto preco do coquetel enzimatico (KADAM,;
RYDHOLM; McMILLAN, 2004; HIMMEL et al., 2007; LYND et al., 2008; BANSAL et
al., 2009). Sendo assim, torna-se evidente a importancia do estudo detalhado dessa
etapa a fim de obter altos rendimentos de glicose, com uma quantidade minima
possivel de enzimas, tornando o processo economicamente viavel.

O fator chave que distingue as reacfes enzimaticas das demais reacdes
cataliticas é a formacédo do complexo enzima-substrato. Nesse caso, o substrato liga-
se a um sitio ativo especifico da enzima para formar esse complexo (FOGLER, 2009).

A hidrélise enzimatica da celulose é realizada mediante a presenca de
enzimas altamente especificas, chamadas celulases, que operam em condi¢cdes
brandas de pH (4-5) e temperatura (40°-60°C). Basicamente, as enzimas atuam como
catalisadoras da reacédo, hidrolisando as cadeias de celulose em mondmeros de
glicose (DE CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010).

2.4.2.2 Acao das celulases

Embora a celulose seja um homopolimero, é necessario um complexo
enzimatico, para degrada-la (KRISTENSEN, 2009). O complexo enzimatico trata-se
de um conjunto de pelo menos trés grandes grupos de celulases: endoglicanases,
também chamadas de (endo B(1-4) D-glicanases, EC 3.2.1.4), exoglicanases ou
celobiohidrolases (exo B(1-4) D-glicanases, EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (celobiase,
EC 3.2.1.21). Além dos trés grandes grupos de celulases, ha também um nimero de
enzimas auxiliares que atacam a hemicelulose, tais como: glucoronidase,
acetilesterase, xilanase, [(-xilosidase, galactomananase e glucomananase (DUFF;
MURRAY, 1996).

Em sua grande maioria, celulases comerciais sao produzidas pelo fungo
Trichoderma reesei, e uma pequena quantidade produzida por Aspergillus niger,
Fusarium solani eTrichoderma viride (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003).
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T. reesei produz pelo menos duas celobiohidrolases (CBH | E CBH II), cinco
endoglicanases (EG I, EG II, EG Ill, EG IV e EG V) e duas B-glicosidases (ZHANG,;
LYND, 2004).

O modo de acdo das celulases na biodegradacdo da celulose pode ser
dividido em duas etapas principais: a hidrolise primaria, envolvendo a a¢éo da endo e
exoglicanases, que ocorre na superficie sélida do substrato, promovendo a liberagcéo
de oligbmeros (DP até 6), e a hidrélise secundaria, que ocorre na fase liquida,
envolvendo a quebra dos oligbmeros em glicose, realizada pela exoglicanase e [3-
glicosidase (MOSIER; LADISCH; LADISCH, 2002; YANG et al., 2011). A primeira
etapa, por ser uma reacdo heterogénea, € considerada a etapa limitante do processo,
pois a velocidade de reacdo € muito menor quando comparada com a hidrdlise
secundaria, a qual ocorre em meio homogéneo (LI et al., 2004).

De forma mais detalhada, as trés classes de celulases atuam da seguinte
maneira:

e Endoglicanases: sdo responsaveis por iniciar a reacdo, atacando de modo
aleatdrio as regides de baixa cristalinidade da fibra celulésica, liberando
oligossacarideos com extremidades redutoras e ndo-redutoras. Sua principal
funcao € a diminuicdo do grau de polimerizacdo das cadeias celulésicas sem
resultar em solubilizacdo dos oligbmeros, disponibilizando novos pontos de
ataques realizados pelas exoglicanases. As regides de menor organizacao
estrutural, amorfas, sdo mais facilmente atacadas por essas enzimas (LYND
et al., 2002).

e Exoglicanases: séo responsaveis por degradar os oligbmeros, removendo
unidades de celobiose. S&o subdivididas em celobiohidrolases |,
celobiohidrolases Il e glicanohidrolases, a primeira responsavel pela hidrélise
dos terminais redutores da celulose cristalina, a segunda pelas pontas néo

redutoras e a ultima liberando moléculas de glicose (ROUVINEN et al., 1990).

e [-glicosidases: sdo encarregadas de hidrolisar  celobiose e
celooligossacarideos solluveis a glicose. A celobiose atua como um forte
inibidor da atividade das exoglicanases. Logo, é indicado adicionar uma
pequena quantidade de [-glicosidase pura no meio reacional, a fim de que
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haja uma diminuigcdo na concentracdo de celobiose, prevenindo assim o
acumulo desse dissacarideo (SUN; CHENG, 2002).

Figura 2.11 — Representacdo esquemética da acdo das celulases sobre a celulose.
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Fonte: Adaptado de BINOD et al., 2011

Na Figura 2.11 é possivel visualizar, de maneira simplificada, um esquema do
mecanismo de acdo das celulases na cadeia de celulose.

As trés classes de enzimas do complexo celulasico, quando atuam
individualmente, ndo hidrolisam a celulose de maneira eficiente, sendo necesséria a
acdo simultanea das celulases. Esse fenbmeno da acdo conjunta das enzimas
celuloliticas é denominado sinergismo, que é geralmente definido como um aumento
da atividade enzimatica exibida por uma mistura de enzimas quando comparada com
a soma da atividade individual de cada enzima (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003). A
representacéo quantitativa de sinergismo pode ser expressa em termos de grau de
sinergismo, que é igual a razdo entre a atividade da agéo simultanea das enzimas e a
soma das atividades individuais de cada uma delas (ZHANG; LYND, 2004).

Diferentes tipos de sinergismos tém sido reportados na literatura, mas os mais
importantes para a hidrolise da celulose séo: (1) sinergismo endo-exo, as
endoglicanases atuam nas regides amorfas, liberando terminais redutores e néo
redutores, nos quais atuardo as celobiohidrolases | e I, respectivamente, (2)
sinergismo exo-exo, as duas exoglicanases atuam simultaneamente nas regides
redutoras e nao redutoras da celulose, (3) exo- B glicosidases, que removem celobiose

e oligossacarideos (LYND et al., 2002).
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A hidrélise da celulose cristalina requer uma agao sinergética maior do que a
celulose amorfa. Isso € explicado pelo fato de que a estrutura amorfa, devido a sua
maior area superficial, € mais susceptivel a hidrdlise enzimatica do que a celulose
cristalina, que por sua vez apresenta uma estrutura bastante organizada, com grandes
quantidades de ligacdes de hidrogénio dificeis de serem desestruturadas (YANG et
al., 2011).

2.4.2.3 Fatores que afetam a hidrélise enzimatica

Devido a complexidade da celulose e do sistema enzimatico, 0 mecanismo de
reacao da hidrolise enzimatica da celulose ainda néo € totalmente compreendido. A
reacao ocorre em meio heterogéneo, no qual as enzimas estao dissolvidas na fase
liquida e a celulose presente na fase solida (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003). Como
consequéncia dessa natureza heterogénea, a hidrolise enzimatica da celulose envolve
muito mais etapas do que uma cinética enzimatica classica (BANSAL et al., 2009),

podendo ser dividida nas seguintes etapas (LEE; FAN, 1982):

1. Transferéncia de massa das enzimas desde o seio da fase fluida até a
superficie externa do substrato;

Adsorcgéao das celulases e formacdo do complexo enzima-substrato;

Reacdo na superficie do substrato (hidrélise propriamente dita);

Dessorcao das celulases da superficie do substrato;

a k~ 0N

Difuséo dos produtos do interior da particula do substrato até a entrada do poro
na superficie externa,

6. Transferéncia de massa de glicose e celobiose da superficie externa das
particulas de celulose até o seio da fase fluida;

7. Hidrdlise da celobiose a glicose pelas 3-glicosidases.

O mecanismo de reacdo enzimatica é extremamente influenciado pelas
caracteristicas estruturais do substrato, da natureza das celulases e das condi¢es do
meio reacional (MAEDA et al.,, 2011). Dessa maneira, muitos pesquisadores tém

relatado que os fatores que afetam a hidrdlise enzimatica da biomassa podem ser
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divididos em dois grupos: aqueles relacionados com as caracteristicas estruturais do
substrato e aqueles relacionados com o mecanismo do complexo enzimético
(MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999). Vale ressaltar que muitos fatores estao
correlacionados, de forma que se torna dificil quantificar a influéncia de cada um
isoladamente. A eficiéncia de hidrélise de materiais lignoceluldsicos esté intimamente
ligada com a interacao entre substrato e enzima (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER,
1999; YANG et al., 2011).

2.4.2.3.1 Fatores relacionados as enzimas

InUmeras causas associadas a natureza do extrato enzimatico afetam o
desempenho da sacarificacdo enzimatica. Entre os fatores, incluem: efeito da
temperatura e do pH, adsorcdo, inibicdo pelo produto, desativagcdo mecanica e
transferéncia de massa (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999; GAN; ALLEN;
TAYLOR, 2003).

Efeito da temperatura

Muito do poder catalitico de uma enzima € atribuido a energia de ligacdo do
substrato com a enzima, que se da através de ligacGes de hidrogénio, ibnicas e de
Van der Waals, as quais estabilizam o complexo enzima-substrato. A enzima pode se
desarranjar, se for submetida a temperaturas elevadas ou pH extremo, perdendo, em
decorréncia, seus sitios ativos.

O efeito da temperatura em reacdes enzimaticas € muito complexo. Se a
estrutura da enzima n&do sofrer modificacbes com o aumento da temperatura, a
velocidade deve provavelmente seguir uma dependéncia com a temperatura do tipo
lei de Arrhenius. No entanto, com o0 aumento da temperatura os atomos da molécula
da enzima adquirem uma energia muito grande, e essa excitacdo das moléculas &
suficiente para romper as ligacdes mais fracas do complexo enzimatico, diminuindo a

atividade das enzimas, ou até mesmo, desnaturando-as (BAILEY; OLLIS, 1986)
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O efeito da temperatura também exerce influéncia na adsor¢do das enzimas
ao substrato. Temperaturas abaixo de 60°C promoveram uma relagéo positiva entre
a adsorcao e a sacarificacdo da celulose, enquanto temperaturas acima de 60°C
causaram uma diminuicdo da adsorcdo, possivelmente devido a perda da

configuracéo estrutural da enzima, levando a uma desnaturacéo (BINOD et al, 2011).

Efeito do pH

A influéncia do pH na atividade enzimatica € geralmente descrita em termos
de perturbacdes da distribuicdo da enzima entre diferentes formas protonadas
(FIDALEO; LAVECCHIA, 2003). As enzimas possuem em sua estrutura grupos
funcionais neutros, basicos e &cidos, podendo estar carregados negativamente ou
positivamente em um determinado pH. Para que uma catélise &cida ou basica
aconteca, 0s grupos ionizaveis no sitio ativo devem possuir uma carga em particular,
ou seja, a enzima é cataliticamente ativa somente em um estado de ioniza¢ao definido.
Mudancas no pH afetam a capacidade de ligacdo do substrato ao sitio ativo da enzima
(BAILEY; OLLIS, 1986).

Adsorcao

Muitos pesquisadores (OOSHIMA; SAKATA; HARANO, 1983; SINGH;
KUMAR; SCHUGERL, 1991; KIM et al., 1992) observaram que a adsorcdo de
celulases no substrato é uma etapa muito rapida, alcancando o estado estacionario
dentro de 30 minutos. No entanto, outros autores relatam que a adsor¢cao e a formacéo
do complexo enzima-substrato sdo passos criticos da reacdo de hidrélise celulolitica
(WALKER; WILSON, 1991; GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003), devido ao fato de estar
intimamente ligada com as caracteristicas estruturais da biomassa, o0 modo de
interacdo entre as celulases e a fibra celulésica, e a natureza das enzimas
empregadas (FAN; LEE; BEARDMORE, 1982; WALKER; WILSON, 1991).

Adsorcéo de celulases pode der descrita como reversivel (MOONEY et al.,
1999, irreversivel (KRAULIS et al., 1989) ou semi-reversivel (DEEBLE; LEE, 1985
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apud GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003). Aléem disso, a adsorcao pode ser classificada
como produtiva ou nao-produtiva (ZHENG et al., 2007). Adsor¢des produtivas sao
aguelas em que a enzima se liga ao substrato. Por outro lado, adsor¢céo ndo-produtiva
se refere a ligacdo da enzima em outros componentes que ndo sejam o substrato, e
que sao cataliticamente inativos. Um exemplo classico disso € a adsor¢do da celulase
em lignina. Essa ligacado enzima-lignina € ineficaz, pois ndo participa da reacao de
hidrolise. Desta forma, uma menor quantidade de enzimas estara disponivel no meio
reacional e, consequentemente, maiores dosagens de celulases serdo necessarias
para alcancar uma eficiéncia de sacarificacdo desejavel (ZHENG et al., 2007).

Ooshima, Sakata e Harano (1986); Sun; Cheng (2002) e Lou et al. (2013)
relatam que uma maneira de evitar ligacées ndo-produtivas é através da adicdo de
surfactantes no meio reacional. Esses compostos, quando entram em contato com a
biomassa, causam uma modificacao estrutural na superficie da fibra lignocelulésica,
minimizando ligagBes enzima-lignina e ligacdes irreversiveis da celulase na celulose.
Surfactantes utilizados na hidrélise enzimatica incluem os nao iénicos (Emulgen 147,
Tween 20, Tween 81), catibnicos (Q-86W) e anféteros (Anhitole 20 BS).

Kristensen et al. (2007) mostraram que a adi¢cao de surfactantes nao i6nicos
aumentou a conversao de biomassas lignocelulésicas pré-tratadas, devido a uma
maior adsor¢do da enzima ao substrato. Em substratos lignocelulésicos o efeito da
adicao de surfactante é bastante significativo, resultando em quase uma duplicacéo

da producédo de acucares (BINOD et al., 2011).

Inibic&o pelo produto

Outro fator que influencia fortemente as velocidades de reacdes enzimaticas
€ a presenca de um inibidor (BEZERRA; DIAS, 2004). Estes constituem um dos
principais obstaculos para alcangar uma sacarificacdo da celulose de forma eficiente
(ANDRIC et al., 2010).

Inibidores s&@o espécies que interagem com as enzimas, tornando-as
incapazes de catalisar a reacao. Os dois tipos mais usuais de ocorréncias de inibicao
reversivel sdo: competitiva e ndo-competitiva. Destas, a inibicdo competitiva é a mais

comumente reportada na literatura (ZHENG et al., 2009).
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O modo competitivo de inibicdo assume que os inibidores sdo analogos ao
substrato, ligando-se competitivamente ao sitio ativo da enzima para formar um
complexo inibidor-enzima. No modo inibicdo nao-competitiva, inibidores ndo tém
afinidade com a enzima, mas se ligam ao complexo enzima-substrato formando um
novo complexo inibidor-enzima-substrato, que é inativo (FOGLER, 2009).

Celulases sao geralmente inibidas pelos produtos formados durante a
hidrolise: celobiose e glicose. Celobiose, produto resultante da acdo da
celobiohidrolase e da acdo parcial da endoglicanase, inibe as celobiohidrolases,
endoglicanases e p-glicosidases (Figura 2.12, vias 5 e 7). Glicose inibe as
celobiohidrolases, endoglicanases (Figura 2.12, via 4) e B-glicosidases (Figura 2.12,
via 3). Como a concentracao de glicose aumenta no decorrer da reac¢ao, a inibicdo da
endoglicanase e B-glicosidase também aumenta. No entanto, muitos autores relatam
que a celobiose (quando presente em grandes quantidades) pode ser um agente
inibidor ainda mais forte que a glicose (GHOSE, 1969; LEE; FAN, 1982; WALKER,;
WILSON, 1991; KADAM; RYDHOLM; McMILLAN, 2004). Celuloses também exercem
inibicdo em celobiohidrolases e endoglicanases (Figura 2.12, via 6) (ANDRIC et al.,
2010).

Figura 2.12 — Representacédo das principais vias de inibicdo das celulases: (a) inibigcéo pela
glicose (3,4), (b) inibicdo pela celobiose (5), (c) inibicdo pelo substrato (6,7).
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Fonte: Adaptado de ANDRIC et al., 2010a
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Os tipos de inibicdo ocorrentes na hidrélise enzimética tém sido objeto de
muito estudo. Para a hidrélise de celulose pura, Lee e Fan (1982) observaram inibi¢céo
por glicose e por celobiose. A velocidade de hidrélise diminuiu de 9,1 g.L*.h! para 3,6
g.L1.h"t com adicdo de 30 g de glicose no inicio da reacéo, enquanto que adicdo de
30 g de celobiose promoveu uma diminuigdo na velocidade de reacéo de 9,1 g.L*.h!
para 1,5 g.L1.h?,

Em trabalho mais recente, Bezerra e Dias (2004) estudaram a inibicdo
competitiva de enzima exoglicanase por celobiose em substrato de celulose pura.
Kadam, Rydholm e McMillan (2004) desenvolveram um modelo cinético da hidrélise
da palha de trigo considerando inibicdo competitiva da celobiose, xilose e glicose. Os
resultados obtidos mostraram que concentracdes de glicose acima de 20 g/L
promoveram uma inibicao de B-glicosidase por glicose. Quando glicose foi adicionada
no inicio da hidrolise enzimética, a conversao de celobiose em glicose foi mais baixa
ainda, indicando um aumento na inibicdo da B-glicosidase por glicose.

Em outro trabalho, Bezerra e Dias (2005) estudaram o efeito da inibicdo do
etanol nas endo e exoglicanases de T. reesei. Os resultados indicaram uma maior
inibicdo por celobiose (em relacdo ao etanol).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para minimizar o efeito inibitério de
celobiose e glicose. Uma alternativa muito utilizada para minimizar a inibigcdo por
celobiose é a suplementacdo do complexo enzimatico com B-glicosidase, a fim de
promover um maior consumo de celobiose no meio reacional. Outra alternativa é a
remoc¢do dos acucares durante a hidrélise por meio da estratégia SSF (do inglés,
Simultaneous Saccharification and Fermentation). Enquanto as enzimas hidrolisam as
celuloses em glicose, as leveduras consomem glicose e transformam em etanol, o que
reduz significativamente a inibicdo das enzimas por glicose (SUN; CHENG, 2002). Em
muitos casos, inibicdo da celulase por etanol também ocorre, entretanto de forma
menos agressiva quando comparada com inibicdo por celobiose e glicose (BINOD et
al., 2011).

Concentracao de enzima

Em geral, um aumento na concentracédo de enzima promove um aumento na

conversao final do substrato. Todavia, esse comportamento ndo € linear para toda
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faixa de concentracdo de enzimas. A relacdo € linear apenas quando sdo tomadas
medidas de velocidades iniciais da reacéo, ou seja, quando a velocidade de formacgéao
do produto é constante durante um determinado intervalo de tempo. Desta forma, é
de grande importancia estabelecer, em estudos cinéticos, os limites de linearidade
definindo a concentracdo maxima de produto que pode ser acumulada no meio
reacional antes que este iniba as enzimas, tornando as velocidades de reag&o nao-
lineares.

Mussatto et al. (2008) observaram durante a hidrolise enzimatica de residuos
de malte um aumento de 50% na produc¢édo de glicose ao aumentar a carga enzimatica
de 15 para 45 FPU.gsubstratot, ap6s 96h de hidrélise. No entanto, cargas enzimaticas
entre 45 e 85 FPU.gsuwstrato! indicaram um indice de sacarificacdo praticamente
constante. E provavel que tenha ocorrido inibicdo pelo produto nesses casos,

afetando a atividade enzimética e converséo da celulose em glicose.

Transferéncia de massa

A eficiéncia da hidrélise enzimatica esta associada a velocidade de reacéo,
gue por sua vez depende da transferéncia de massa das moléculas de enzima através
da camada de fluido estagnado ao redor das particulas de celulose.

A velocidade global de reacdo é governada por trés eventos em sequéncia:
(1) velocidade de transferéncia de massa externa da enzima até a superficie do
substrato, (2) velocidade de adsorcdo da enzima na superficie do substrato e (3)
velocidade de reacdo enzimatica (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003). Quanto maior a
velocidade do fluido, menor a espessura do filme estagnado e maior o coeficiente de
transferéncia de massa no filme, portanto, mais alta a velocidade de difusdo externa.

AgitacOes adequadas sdo necessarias para garantir um maior contato entre a
enzima e o substrato, de forma a garantir que o0 processo nao seja limitado pela
transferéncia de massa externa (INGESSON et al., 2001). Entretanto, muitos estudos
indicam que a transferéncia de massa externa pode ser ignorada, supondo que a
reacao na superficie € a etapa limitante global do processo (GAN; ALLEN; TAYLOR,
2003).

Ingesson et al. (2001) observaram que 35% das enzimas adicionadas na

hidrolise da celulose foram adsorvidas ao substrato nas primeiras 4h de reacdo, em
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agitacao de 150 rpm. Em agitacao de 25 rpm, a adsor¢ao ocorreu em uma velocidade
menor, e a maxima adsor¢ado das enzimas (37%) foi atingida em 24h de reacéo.

Em trabalhos mais recentes, Mussatto et al. (2008) demonstraram que para
uma mesma carga de enzima (5 FPU/gsubstrato) € substrato (2% m/v) em diferentes
agitacoes (100 e 200 rpm) promoveram uma converséo de celulose de 66% e 51,6%,
respectivamente. O mesmo comportamento foi encontrado para cargas de substrato
maiores (8% m/v), indicando que menores agitacbes promoveram uma maior
conversao do substrato. Esse comportamento é justificado pelo fato de que agitacées
excessivas podem desativar as enzimas e reduzir o rendimento de converséo, efeito
atribuido a forca de cisalhamento gerado pelo agitador e pelo aprisionamento de
bolhas de ar entre a superficie ar-liquido (INGESSON et al., 2001).

As enzimas estdo susceptiveis a desativacdo quando estdo expostas a tensdo
de cisalhamento muito grande (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003). Diante do fato, € de
fundamental importancia encontrar a agitagdo que conduz a uma alta velocidade de

difusdo, sem desativar a enzima.

2.4.2.3.2 Fatores relacionados ao substrato

Além dos fatores relacionados a enzima, fatores relacionados ao substrato
também podem impactar na eficiéncia de hidrolise enzimética, tais como: indice de
cristalinidade da celulose, grau de polimerizacéo, area superficial, concentracao de
substrato e presenca da lignina (ZHANG; LYND, 2004). As caracteristicas do
substrato sélido variam conforme a hidrélise se processa, podendo ser consideradas:
mudancas no numero de extremidades da cadeia e mudancgas na acessibilidade da

celulose.

indice de cristalinidade

O indice de cristalinidade (Crl) mede a quantidade relativa da celulose
cristalina em toda a fibra celulésica. Conforme a cristalinidade aumenta, a celulose se

torna cada vez mais resistente ao ataque enzimético (LEE; FAN, 1982).
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Lynd et al. (2002) relataram que reacfes enzimaticas com celulose pura
degradaram as estruturas amorfas da celulose de 5 a 10 vezes mais rapidas do que
as celuloses altamente cristalinas. Isso indica que as altas velocidades iniciais de
reacdo sdo devidas a hidrolise preferencial das regides amorfas, mais facilmente
degradadas, de forma que as velocidades vao diminuindo conforme as enzimas
encontram regides mais recalcitrantes (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999).

Biomassas lignocelulésicas que sdo submetidas a pré-tratamentos
apresentam menor grau de cristalinidade, bem como uma maior area superficial.
Essas mudancas refletem em um efeito positivo durante a hidrélise enzimética. Dessa
forma, ndo se pode afirmar que somente a cristalinidade exerce um efeito negativo na
hidrolise, e sim uma associacdo de fatores (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER,
1999).

Grau de polimerizagéao

Grau de polimerizacado (DP) é o numero de unidades monoméricas que se
agrupam para formar uma macromolécula. A solubilidade depende da interac@o das
moléculas do soluto com o solvente, ou seja, quanto mais mondémeros interligados,
mais ligacfes de hidrogénio estdo presentes na molécula, conferindo uma maior
estabilidade e impermeabilidade a fibra polimérica, de maneira que o ataque

enzimatico se torna mais dificultoso.

Area superficial

A area superficial esta relacionada com a forma e tamanho da particula.
Redugbes no tamanho da particula refletem em uma maior area superficial total, que
pode significar mais sitios de adsorcdo para o ataque enzimatico. (LEE; FAN, 1982).
Os autores observaram um aumento linear da adsor¢céo da enzima ao substrato com
0 aumento da area superficial especifica.

Dasari e Berson (2007) mostraram que o tamanho da particula do substrato
tem um impacto significativo nas velocidades de formacéo de glicose. A reducao de
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590 para 33 pm resultou em um aumento de 55% na producgéao de glicose, em 72h de
reacao.

Yeh, Huang e Chen (2010) observaram que com uma reducéo de particula de
25,52 para 0,78 um a producéo de acucar aumentou de 50 para 90%, em 80 h de
reacdo. Os dados demonstraram que uma reducdo no tamanho da particula é uma
técnica atrativa para melhorar a eficiéncia de hidrélise. Entretanto, moagem € uma
operacdo que demanda energia intensa. Para compensar isso, utilizam-se pré-
tratamentos quimicos, fisicos ou térmicos, que além de remover lignina e

hemicelulose, também reduzem o tamanho da particula.

Presenca de lignina

A presenca de lignina na biomassa é provavelmente uma das causas que
mais afetam a acessibilidade das enzimas a celulose (MANSFIELD; MOONEY;
SADDLER, 1999). Lignina atua como barreira fisica, evitando o acesso das enzimas
ao substrato. Além disso, celulases tendem a se ligar irreversivelmente a lignina
através de interacBes hidrofébicas, causando uma reducdo na quantidade de
celulases disponiveis para a hidrélise da celulose, de modo que a formacéo de
acucares durante a hidrdlise enzimatica é reduzida (OOSHIMA; BURNS; CONVERSE,
1990).

Remocgédo da lignina tem surtido efeitos positivos na velocidade de
sacarificacdo enzimatica. Gao et al (2013) avaliaram diferentes tipos de pré-
tratamentos na composi¢do quimica das biomassas lignoceluldsicas, bem como a
eficiéncia da hidrélise enzimatica. Resultados mostraram que pré-tratamentos que
removeram em torno de 84% de lignina promoveram uma conversao de celulose de
95%. Ja pré-tratamentos que removeram cerca de 42% de lignina resultaram em uma
conversao 55%. Além disso, a digestibilidade enzimatica da celulose foi mais sensivel

a remocdao de lignina do que de hemicelulose.
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Concentracdo de substrato

A concentracao de substrato também é um fator de grande influéncia sobre a
hidrolise enzimatica, ndo sO por razdes cinéticas, mas também por que altas cargas
de solidos atuam sobre a eficiéncia de mistura, bem como sobre as resisténcias a
transferéncia de massa.

Manter altas concentracdes de sélidos ao longo do processo de producao de
bioetanol é importante do ponto de vista econémico e energético (BINOD et al., 2011).
No entanto, a medida que a reacao prossegue, a concentracdo de produto aumenta e
este passa a inibir a reagdo. Muitos estudos mostram que altas concentracdes de
sélidos promoveram um aumento na concentracao final de glicose. Entretanto, a
conversao da celulose diminuiu com o aumento da carga de biomassa. Limitaces de
transferéncia massa, devido a alta viscosidade do meio reacional, adsorcdo nao
produtiva e inibicdo pelo produto podem ser uma das causas desse efeito.

Kristensen, Felby e Jorgensen (2009) avaliaram o efeito de altas
concentracdes de soélidos na hidrélise enziméatica de papel filtro. Insuficiéncias no grau
de mistura, teor de lignina e inibidores advindos da hemicelulose ndo foram
responsaveis pela reducdo na conversao. Inibicdo por glicose e particularmente por
celobiose influenciaram a reacdo, mas ndo foram responsaveis pela diminuicdo do
rendimento de sacarificacdo. Houve uma forte correlacdo entre o decréscimo da
adsorcao e a conversao, indicando que a inibicdo da adsorgéo da celulase em celulose
foi a principal causa da reducgéo do rendimento de sacarificagéo.

2.4.3 Modelagem matematica da hidrdlise enzimética da celulose

Otimizar o processo de bioconversdo de biomassas lignocelulésicas em
etanol requer um bom conhecimento da cinética de reacdo. O sistema de reagéo de
hidrolise enzimatica é heterogéneo, envolvendo substratos insolUveis e enzimas
sollveis. Essa caracteristica indica que os mecanismos de reagdo sdo altamente
complexos, tornando-os dificeis de serem totalmente compreendidos (GAN; ALLEN;
TAYLOR, 2003).

Modelos matematicos sdo fundamentais na correlacdo de dados cinéticos

envolvidos durante a hidrolise enzimatica, além de fornecerem informacdes a respeito
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dos mecanismos de reacdo e melhorarem a compreensdo fenomenoldgica do
processo (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999).

Cada modelo tem sua caracteristica particular, eles diferem entre si nas
hipéteses formuladas em relacdo as caracteristicas do substrato, sinergismo das
celulases, inibicdo pelo produto, adsor¢do néo-produtiva e resisténcias difusionais
(LIAO et al, 2008). E importante que uma representacdo matematica da cinética
enzimatica incorpore informacdes vitais sobre o entendimento do sistema catalitico
em situacdes diferentes, mas que ao mesmo tempo nao seja complexo na tentativa
de abranger todos os fendmenos envolvidos, mesmo porque alguns deles podem néo
ter tanta influéncia nas analises (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003).

Os modelos podem ser divididos em quatro categorias: (1) ndo-mecanisticos,

(2) semi-mecanisticos, (3) funcionais e (4) estruturais.

Modelos nédo-mecanisticos: ajudam na quantificacdo dos efeitos das
propriedades da enzima e do substrato no processo de hidrolise. Sdo lteis na
correlacdo de dados experimentais, mas pouco confiaveis em condicdes diferentes
daquelas para as quais foram desenvolvidos, além de nao melhorarem a

compreensao fenomenolégica do sistema (ZHANG; LYND, 2004).

Modelos semi-mecanisticos: sdo baseados em um modelo de interacao
enzima/substrato. Podem ser considerados semi-mecanisticos em relacdo ao
substrato, usando apenas concentracdo como variavel de estado ou semi-
mecanisticos em relacédo a enzima, considerando apenas uma atividade enzimatica.
Sao Uteis para a correlacdo de dados, identificacdo de algumas caracteristicas
essenciais do mecanismo de hidrdlise, além de serem utilizados no desenvolvimento
de projetos de biorreatores. Modelos semi-mecanisticos sao considerados
sofisticados o suficiente para descrever as complexidades da hidrdélise enzimatica de
biomassas lignocelulésicas sem necessitar de inUmeros experimentos e analises
estruturais da fibra celulésica (ZHENG et al., 2009)

Modelos funcionais: incluem também variaveis adicionais de estado do
substrato, tais como: cristalinidade e grau de polimerizacéo, além de considerarem a

acado de varias enzimas. S&ao particularmente Uteis na compreensao de caracteristicas
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do substrato bem como no mecanismo de acdo de multiplas enzimas. Estes modelos
podem ser utilizados no projeto de biorreatores, mas podem levar a um grande nimero
de parametros, exigindo uma grande quantidade de informacdes experimentais, o que
pode desencorajar sua aplicacdo (ZHANG; LYND, 2004)

Modelos estruturais: estes modelos s&o baseados nas caracteristicas
estruturais da matriz lignocelulésica e das celulases, bem como nas interacdes entre
o complexo enzima-substrato. Melhoram a compreensdo fenomenoldgica a nivel
molecular, mas a validacdo de tais modelos é ainda um grande desafio a ser
enfrentado (ZHANG; LYND, 2004).

Zhang e Lynd (2004) descrevem o potencial do uso de varios modelos
descritos na literatura, baseados no niumero de variaveis relacionadas ao substrato e
a enzima. Os autores concluiram que para alcancar um modelo mais detalhado e com
melhor compreensdo fenomenoldgica do processo, mais propriedades da enzima e
do substrato devem ser consideradas no modelo. Entretanto, nem todas as
complexidades do sistema precisam ser incorporadas para desenvolver um modelo
efetivo. De maneira geral, é preferivel um modelo que minimize o numero de
parametros, mas que descrevam bem o processo (KADAM; RYDHOLM; McMILLAN,
2004).

Uma variedade de modelos € descrito na literatura (LEE; FAN, 1982;
CHRASTIL, 1998; GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003; BEZERRA; DIAS, 2004; KADAM,;
RYDHOLM; McMILLAN, 2004; ZHANG; LYND, 2004; CARRILLO et al., 2005;
BANSAL et al., 2009; ZHENG et al., 2009). Sousa Jr et al, 2011 fornecem uma revisao
sobre tendéncias atuais na modelagem matematica da hidrélise enzimética da
celulose, apresentando modelos mecanisticos, semi-mecanisticos, estruturais e

funcionais aplicados a diferentes enzimas e biomassas.

2.4.3.1 Modelos semi-mecanisticos

A maioria dos modelos cinéticos proposto na literatura sobre a hidrolise

enzimatica e desenvolvimento de biorreatores se enquadram na categoria de modelos
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semi-mecanisticos. Estes modelos motivam sua aplicagdo devido a simplicidade e
informacdes minimas necessarias para descrever processos de hidrélise enzimatica.

Muitos modelos assumem hipoteses de adsorcdo da celulase na celulose
através de isotermas do tipo Langmuir. Um exemplo de modelo cinético da hidrélise
enzimatica da celulose que emprega isoterma de adsor¢cdo do tipo Langmuir é o
modelo de Kadam, Rydholm e McMillan (2004). Este modelo cinético € multireacional,
em que trés reacoes de hidrolise foram modeladas: duas reacdes heterogéneas para
a quebra da celulose em celobiose e glicose, e uma reacdo homogénea para a
hidrélise da celobiose em glicose. A adsorcao da celulase na biomassa lignocelulésica
foi modelada pela isoterma de Langmuir, mostrada na equagéo 02:

Isoterma de Langmuir:

E.. = Eimax Kiad EiFS
Y 14 KiaaEir

(02)

Onde: Eis € a concentracdo de enzima adsorvida, Eir € a concentracao de
enzima livre, Eimax € a concentracdo maxima de enzima que pode ser adsorvida em
uma unidade de massa de substrato, e Kiad € a constante de dissociacéo para a reacao
de adsorcdo/dessorcdo da enzima e S € a concentracdo de substrato em um
determinado instante de tempo.

Foi considerado neste modelo o efeito de inibicdo dos produtos oriundos da
hidrélise da celulose: celobiose, glicose e xilose. Assumiu-se inibicdo competitiva.

A reacdo de hidrolise da celulose a celobiose com inibicdo competitiva por

glicose, celobiose e xilose € mostrada na equacgéao 03.

kirE1pRsS
= ¢ ~ (03)

Kirc2  Kii¢  Kix

A reacdo de hidrolise da celulose a glicose com inibicdo competitiva por

glicose, celobiose e xilose € mostrada na equacéo 04:
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k- (E1p+E2p)RsS
Gy G X

r, = (04)

1+

Kaig2 K216 Kaix
A reacdo de hidrolise da celobiose a glicose com inibicdo competitiva por
glicose e xilose pode ser visualizada na equacéo 05:

— k3TE2FGZ
Ko (14 ——+ =

T3 (05)

+

K3ic  Kzix

)+ 6,

Onde: kir é a velocidade especifica de cada reacdo (r1, rours), G é a
concentracéo de glicose, G2 é a concentragdo de celobiose, X é a concentracdo de
xilose, Kic sdo as constantes de inibicdo de glicose nas enzimas, Kic2 sdo as
constantes de inibicdo de celobiose nas enzimas, Kix sado constantes de inibicdo de
xilose nas enzimas, Ksv € a constante de saturagédo da celobiose, Rs € a reatividade
do substrato (adimensional). Em uma tentativa de representar todas as
transformacdes do substrato durante a hidrélise enzimatica, elas foram reunidas em
um Unico parametro, Rs, que foi correlacionado com a concentracdo de substrato
normalizada (Rs = S/So).

Kadam, Rydholm e McMillan (2004) realizam experimentos de hidrélise
enzimatica da palha de trigo pré-tratada com acido diluido tanto em frascos de
Erlenmeyers quanto em reator de tanque agitado. Os resultados mostraram que o
modelo foi bastante positivo na previsdo de producdo de glicose tanto em
experimentos em Erlenmeyers quanto em reator de tanque agitado, indicando que o
modelo é aplicavel para diferentes estratégias de operacao.

Alguns trabalhos (ZHENG et al.,, 2009; HODGE et al., 2009; MORALES-
RODRIGUEZ et al., 2010) aplicaram o modelo de Kadam, Rydholm e McMillan (2004)
na modelagem matematica da hidrélise enzimatica da celulose.

O modelo utilizado por ZHENG et al., 2009 além de seguir as hipoteses de

Kadam, Rydholm e McMillan (2004) também incorporou o efeito negativo da lignina
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(adsorcdo ndo-produtiva) usando uma isoterma de adsorgéao da celulose em lignina
do tipo Langmuir.

O modelo utilizado por Hodge et al. (2009) incorpora no modelo de Kadam,
Rydholm e McMillan (2004) os efeitos de altas concentracdes de soélidos ao longo do

processo de hidrolise em sistemas de batelada alimentada e sistema continuo.

2.4.3.1.1 Modelo de Michaelis- Menten

Um dos modelos cinéticos utilizados neste trabalho € o modelo classico de
Michaelis-Menten (MM). Esse modelo é o mais utilizado para descrever o consumo
de substratos em processos que envolvem reacfes enzimaticas.

A modelagem de MM assume varias hipoteses para a reacdo de hidrolise
enziméatica:

e Utilizacdo de um unico substrato;

e Sistema reacional homogéneo;

e Concentracao de enzima constante;

e Enzima ndo é adsorvida irreversivelmente em lignina e/ou substrato.

e Complexo enzima-substrato é formado rapidamente;

e A quebra do complexo-enzima-substrato para a formacdo de produtos é a
etapa limitante da reacéo global,

e Formacéo de produtos € uma reacdo irreversivel.

Além disso, o0 modelo sugere que nao existem inibicbes impostas pelo
substrato ou produto, de forma que o modelo de MM é mais adequado para
concentracbes baixas de substratos, quando inibicdo pelo produto ndo exerce
influéncias muito grandes (SHULER; KARGI 1992).

A velocidade de hidrélise enzimética pode ser expressa como uma fungéo da

concentracéo de substrato, conforme a equacéao 06.

_ keat-Eg-S _ Vinax:S
Kn+S Kn+S

(06)
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Onde: V é a velocidade de consumo de substrato. O parametro kcat € chamado
de velocidade especifica de reacdo. Km € a constante de Michaelis-Menten e, para
sistemas simples, € uma medida da atracdo da enzima pelo substrato (por isso, é
também chamada de constante de afinidade). Quanto maior € o0 Km, menor é a
afinidade entre a enzima e o substrato. Vmax representa a velocidade maxima de
reacdo para uma dada concentracdo de enzima total, ou seja, quanto maior a
concentracdo da enzima, maior € a velocidade maxima de rea¢do (que nao é afetada
pela concentracdo de substrato). Eo € a concentracdo de enzima inicial e S é a
concentragéo de substrato em determinado instante de tempo.

O modelo classico de MM é muito util na determinacéo de velocidades iniciais
de reacado e muitos trabalhos confirmam um bom ajuste dos dados experimentais com
0 modelo (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003).

Entretanto, ao longo do tempo de reacdo aumenta-se a concentracao de
produto, ao passo que também aumenta a inibicdo das enzimas pelo produto. Sendo
assim, deve-se considerar o modelo de MM com inibicdo. Assumindo que a hidrélise
da celulose ocorre em um sistema pseudo-homogéneo, que o complexo enzimatico
leva em consideracdo apenas uma atividade enzimatica global e que produtos de
inibicdo seguem um mecanismo de inibicdo competitiva, a velocidade de reacao

enzimatica pode ser expressa de acordo com a equacao 07:

Vinax-S

V:Kmh+£j+5

(07)

Onde P é a concentracdo de produto em determinado instante de tempo e Kic
é a constante de inibicdo da enzima pelo produto.

Bezerra e Dias (2004) testaram oito diferentes modelos de Michaelis-Menten
na hidrélise enzimatica de Avicel por exoglicanase em diferentes concentragfes de
enzima e substrato. Um modelo com inibigdo competitiva por celobiose foi encontrado
para o melhor ajuste dos dados. Razfes para o decréscimo da velocidade de reacao,
tais como ligagdo nao-produtiva da celulase, inibicdo parabdlica, mista e néo

competitiva mostraram ser insignificantes em comparag&o com a inibigado competitiva.
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Li et al. (2004) estudaram a hidrdlise enzimatica de polpas celulésicas em
reatores de tanque agitado. Um modelo pseudo-homogéneo de Michaelis Menten com
inibicdo foi ajustado, conforme mostrado na equacdo 08. Foi considerado que
acucares poderiam ser produzidos a partir do substrato solGvel hipotético, cuja

concentracgéo inicial corresponde a converséo final do substrato.

dp kE, (P, — P) -
dt g, |1+ (%) 7] + 09 - P)

Onde P e P~ séo as concentracfes de produto no tempo e o ultimo valor da
concentracdo de acucar, respectivamente; Ki € a constante de inibicdo competitiva
aparente entre os acglcares totais e a celulase; Km é a constante de Michaelis-Menten
e k é a constante de velocidade aparente. A constante 0,9 é a relacédo entre o peso
molecular da glicose e da celulose.

Miao et al. (2012) estudaram a inibicdo por produto da hidrélise enzimatica da
palha de arroz pré-tratada por processo integrado moagem umida/alcalino. No
trabalho foi constatado que os acgUcares redutores (glicose, xilose e arabinose)
gerados durante a sacarificacdo enzimatica exercem fortes efeitos de inibicado
competitiva.

Todos os modelos com inibicdo reportados neste topico levaram em
consideracdo inibicdo competitiva. No entanto, deve-se lembrar que inibicdo
competitiva € o0 mecanismo mais comum reportado na literatura, mas inibicbes nao-

competitiva, mista e parabdlica também tém sido propostas na literatura.

2.4.3.1.2 Modelo de Michaelis- Menten modificado

A equacéao de Michaelis-Menten considera rea¢des enzimaticas em sistemas

homogéneos, entretanto a hidrolise da celulose ocorre em um sistema heterogéneo,

no qual as enzimas estdo dissolvidas em uma fase aquosa, enquanto que a celulose

se apresenta no estado solido. Dessa forma, essa abordagem pode ndo ser
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totalmente adequada para sistemas heterogéneos, especialmente quando a reagéo €
fortemente limitada pela transferéncia de massa interna.

Uma abordagem alternativa sugere que a velocidade inicial de hidrdlise, Vo,
deve ser expressa como funcéo da concentracao inicial de enzima, Eo. Isto implica que
as concentracdes de enzima e substrato sdo trocadas na equagao de MM. A

velocidade inicial de hidrolise pode ser expressa da seguinte forma:

_ Vemax- Eo

Yo =K, +E, (09)

Onde: vo € a velocidade inicial de reacéo, Vemax € a velocidade méaxima e Ke €
a constante de saturacao.

Carrillo et al. (2005) estudaram a cinética da hidrolise enzimatica da palha de
trigo pré-tratada com hidroxido de sédio, e concluiram que embora desconsideradas
as propriedades estruturais do sistema enzimatico, o modelo de MM modificado
apresentou boa correlacdo com os dados experimentais para velocidades iniciais de
reacao, incluindo alta e baixa concentracdo de enzima. Os parametros Ke € Vemax
foram determinados com alta preciséo.

Para experimentos de longos tempos de duracdo, deve-se considerar o
modelo de MM modificado com inibicdo, podendo ser expressa de acordo com a
equacéao 10:

Veméx- Eo

K (1+3) +Eo

V= (10)

2.4.3.1.3 Modelo de Chrastil

Outro modelo utilizado nesse trabalho é a abordagem de Chrastil (1988).
Todas as constantes de tempo para a formacao de produto séo consideradas levando
em conta que, em um sistema heterogéneo, as curvas de tempo dependem fortemente

das estruturas heterogéneas que limitam a velocidade de hidrélise, incluindo as
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resisténcias internas a difusdo da enzima (SOUSA Jr et al.,, 2011). Diante de tal
contexto, o modelo de Chrastil foi desenvolvido como uma alternativa ao modelo de
MM a fim de melhorar a compreensdo fenomenolégica do sistema, a qual ndo é
possivel de ser entendida através da analise de velocidades iniciais proposta por MM.

O modelo proposto por Chrastil (1988) pode ser visto na equacao 11.

P = P,[1—exp(—Kk'E,t)]" (11)

Onde: P e P~ séo os produtos que se difundem no tempo e no equilibrio,
respectivamente, k' € a constante de velocidade proporcional ao coeficiente de
difusdo, Eo € a concentracdo de enzima inicial e n € a constante estrutural de
resisténcia difusional dependente da estrutura estérica do sistema.

Quando a resisténcia difusional € baixa, n tende a 1. Se o sistema é
fortemente limitado pela difuséo, n é pequeno (0,5-0,6).

Carrillo et al. (2005), além de utilizarem o modelo de MM modificado, também
aplicaram o modelo de Chrastil. Os parametros obtidos permitiram identificar
caracteristicas importantes a respeito da adsorcao e difusdo interna das enzimas no
substrato sélido.

Carvalho et al. (2013) avaliaram também a aplicacdo do modelo de Chrastil
na modelagem da hidrolise enzimética de bagaco de cana-de-acucar explodido a
vapor ou pré-tratado com H2S04 1%, seguido de deslignificagdo com NaOH 4%. Em
relacdo ao bagaco explodido a vapor, concentracdes de substrato abaixo de 3,85%
(Mcelulose/Vreagao) fizeram com que a resisténcia difusional interna néo limitasse a
velocidade global de reacdo: valores do parametro n proximos de 1. Para
concentracbes maiores, o efeito da resisténcia a adsorcao e a difusdo interna foram

mais pronunciados.
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 Biomassalignocelulésica — Palha de cana-de-acucar

A palha de cana-de-acucar in natura utilizada neste trabalho foi proveniente
da Usina Itapira, localizada na cidade de Catanduva, SP. O material, depois de seco
em temperatura ambiente, foi moido a 5 mesh, separado em sacos plasticos e
armazenado em freezer para evitar possiveis contaminacoes.

Neste trabalho considera-se palha como sendo uma mistura de folhas verdes,
secas e ponteiras.

3.2 Enzima

Para a realizacdo dos experimentos de hidrélise enzimatica utilizou-se o
complexo enzimatico comercial Cellic®CTec2, doado pela Novozymes® De acordo
com o catalogo do fabricante, o complexo enzimatico é formado por uma mistura de
celulases, com alta carga de B-glicosidase, além de apresentar hemicelulases.

Esse complexo enzimatico possui melhor estabilidade operacional em uma
faixa térmica de 45 a 50°C e pH 5,0 a 5,5.

3.3 Procedimento experimental

Neste trabalho foi realizado pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-
acucar seguida ou ndo de pré-tratamento alcalino. Apos essa etapa, as amostras de
palha pré-tratadas foram submetidas a hidrélise enzimatica sob diversas condi¢des
operacionais.

A Figura 3.1 sintetiza, em um fluxograma, todas as etapas envolvidas na parte

experimental do trabalho.
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Figura 3.1 — Fluxograma das etapas envolvidas no trabalho experimental
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3.4  Pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-acucar

A palha de cana-de-agucar in natura foi inicialmente pré-tratada para a
remocé&o de hemicelulose e lignina.

Para a aplicacao do pré-tratamento hidrotérmico foi utilizado o reator modelo
4532 (Parr Instrument Company, Moline, lllinois, EUA). Antes de iniciar o pré-
tratamento, a palha de cana-de-agucar in-natura foi moida a 18 mesh e a sua umidade
determinada. Em seguida, foi adicionada ao reator e misturada com &gua na
proporcao 1:10 (Mpatha seca/Magua), Sendo submetida a 195°C/10 minutos e 200 rpm. As
condicbes operacionais utilizadas para a realizacdo do pré-tratamento foram
determinadas previamente pelo grupo de pesquisa em Engenharia Bioquimica do
DEQ/UFSCar, sendo elas consideradas como as melhores condi¢ées de trabalho para
o pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-aglcar (SOUZA; CRUZ, 2013).

Ao final da reacéo a fracdo solida foi separada por filtracéo e lavada com agua,
para remocao dos componentes solubilizados.

Para determinar a porcentagem de massa que foi solubilizada apés o pré-

tratamento, calculou-se o rendimento massico através da equagédo 12:

m .
R= (ﬂ).mo (12)

Minicial

Onde: minicial € @ massa inicial seca de material lignocelulésico, em (g);
Miinal: € & Massa final seca de material lignocelulésico, em (g);

R: rendimento massico (%)

Depois de realizado o pré-tratamento, coletaram-se amostras de palha pré-

tratada para a caracterizagdo quimica.
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3.5 Pré-tratamento alcalino da palha de cana-de-aclUcar pré-

tratada hidrotermicamente

Amostras de palha de cana-de-acucar pré-tratada foram submetidas a pré-
tratamento alcalino com NaOH 4% (m/v) a fim de promover uma maior remocao de
lignina da biomassa (deslignificac&o).

A condicdo de reacdo empregada foi a seguinte: 75 g de palha pré-tratada
hidrotermicamente (base seca) misturadas com 1,5 L de NaOH 4%, sempre mantendo
a razao solido/liquido 1:20 (Mpalhaseca:VNaoH 4%). A suspensao foi adicionada em frascos
de Erlenmeyers de 2L e autoclavada por 30 minutos a 121°C e 1 atm.

Apés o término da reacdo, a palha foi lavada com agua (temperatura

ambiente) até obter pH préximo ao pH utilizado na etapa de hidrélise.

3.6 Caracterizacdo da palha de cana-de-acgucar

Amostras de palha in natura, pré-tratada e deslignificada foram caracterizadas
quanto a sua composi¢cdo quimica de acordo com os procedimentos analiticos
descritos por Rocha et al. (1997) e Gouveia et al. (2009). Foram determinados os
teores de umidade, cinzas, extrativos, carboidratos, acidos organicos, furfural,
hidroximetilfurfural, lignina soltvel e insolavel.

Para determinacdo de proteinas, utilizou-se o0 método de nitrogénio Kjeldahl

total.

3.6.1 Determinacdo de umidade das amostras de palha
A umidade das amostras de palha foi determinada através do medidor de

umidade modelo ID50 (Marte Balancas e Aparelhos de Precisédo Ltda), a 100°C, em

modo automatico.
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3.6.2 Determinacédo do teor de extrativos

A determinacéao do teor de extrativos foi realizada somente para amostras de
palha in natura, visto que durante o pré-tratamento os extrativos sdo solubilizados.

O procedimento de determinacdo de extrativos foi baseado no protocolo
proposto pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL), “Determination of
Extractives in Biomass” (SLUITER et al., 2008). Além da quantificacdo dos extrativos,
esta etapa tem como finalidade remover os componentes nao estruturais (ceras,
clorofila, nitratos / nitritos e proteinas) da biomassa antes da quantificacéo de lignina
e dos carboidratos, para que ndo haja interferéncia nestas etapas analiticas.

Uma quantidade conhecida de palha in natura foi adicionada em um cartucho
e colocada em um sistema de extracdo (Soxhlet — Diogolab). Em um balédo extrator
foram adicionados 400 mL de etanol 95%. Os balGes foram colocados no extrator e 0
aquecimento foi ajustado para fornecer um ciclo minimo de 6 sifées por hora. O
sistema de extracgao ficou ligado até que ndo houvesse mais extracédo (liquido incolor).
O alcool contendo os extrativos foi colocado em um rotaevaporador na temperatura
de 50°C, até evaporacéo total do solvente.

A massa de palha remanescente no cartucho foi colocada em uma placa de
Petri, previamente tarada, e deixada em capela ligada até se obter massa constante.

O percentual de extrativos contidos na biomassa pode ser calculado de duas
maneiras: por diferenca de massa do balao extrator com extrativos e sem extrativos e
por diferenca de massa do cartucho antes e depois de realizada a extragao, conforme

equacgdes 13 e 14, respectivamente.

. Mpalzo com extrativo — Mbpaldo sem extrativo
% Extrativos = < .100 (13)

mpalha seca adicionada

Ou

. mcartucho com extrativo ~— mcartucho sem extrativo
% Extrativos = ( .100  (14)

mpalha seca adicionada
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3.6.3 Hidrdlise acida da palha de cana-de-acucar

Inicialmente, em um tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de &cido
sulfarico 72% (v/v) e este colocado em banho termostatizado a 45°C.

Amostras de 1 g (massa seca) de palha in natura sem extrativos e palha pré-
tratada (moidas a 20 mesh) foram transferidas para béqueres de 100 mL. O &cido
sulfurico contido no tubo de ensaio foi transferido para o béquer contendo a amostra.
Em seguida, macerou-se vigorosamente, em um banho termostatizado a 45°C, a
mistura de palha com acido, durante 7 minutos. Adicionaram-se 50 mL de agua
destilada ao béquer a fim de diminuir a velocidade de reacdo. O conteudo foi
transferido para um Erlenmeyer de 500 mL e, por fim, adicionou-se 225 mL de agua
destilada para se obter a concentracdo de H2SOs4 a 3%. Os Erlenmeyers foram
fechados com papel aluminio e autoclavados por 30 min a 121°C.

Apls a descompressdo da autoclave, os Erlenmeyers foram retirados e
resfriados a temperatura ambiente. O conteudo foi filtrado em papel de filtro qualitativo
(previamente, pesado e seco em estufa a 100°C) diretamente em um balédo
volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu volume completado com agua de lavagem
do material retido no filtro.

A solucdo contida no baldo volumétrico foi armazenada para posteriores
analises de carboidratos, acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural e lignina
solavel. A fracdo sélida retida no papel filtro foi lavada com 2,0 L de agua destilada,
tomando-se o cuidado de lavar bem as bordas do papel para posterior determinacéo

de lignina insoluvel e cinzas da lignina.

3.6.4 Determinacéo de lignina solavel

Uma aliquota de 5 mL da fracdo liquida do material hidrolisado com acido
sulfurico 72% foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e adicionado 1,5
mL de NaOH 6,5 N, completando-se o volume com agua destilada. A lignina foi
guantificada por espectroscopia na regiao do UV em espectrofotbmetro UV-visivel
Ultrospec-2000, através da medida de absorbancia a 280 nm utilizando cubeta de

quartzo.
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O célculo da lignina soluvel foi determinado conforme a equagéo 15:
Ciig = 4,187.107%(A; — Apy) — 3,279.107* (15)

Onde: Ciig: concentracao de lignina soltvel (g/L); At: absorbancia da solucéo
de lignina junto com os produtos de degradagéo.

Apd= C1.€1+C2.€2 — absorbancia dos produtos de decomposi¢édo dos agucares
(furfural e HMF), cujas concentragbes ci1 e cz2 foram determinadas previamente por
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e €1 e €2 s&o as absortividades e valem,

respectivamente, 146,85 e 114,00 L gt.cm™.

3.6.5 Determinacdo de carboidratos, acidos organicos, furfural e

hidroximetilfurfural

Para a determinacédo de carboidratos e acidos organicos, o hidrolisado foi
previamente filtrado em filtros Sep-Pak Cis (Waters) a fim de remover compostos
fendlicos que pudessem interferir na andlise. Os produtos foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um cromatografo Shimadzu LC-
10AD, empregando um detector de indice de refracdo modelo RID-10A. A separacao
dos carboidratos e acidos organicos foi realizada em uma coluna Aminex HPX87H
(300 x 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories Ltda), utilizando como fase movel &cido sulfurico
5 mM a uma vazéo de 0,6 mL.min"! e temperatura do forno de 45°C.

Para a construcdo das curvas de calibracdo dos carboidratos e acidos
organicos, foram injetadas no cromatografo liquido padrdo de celobiose, glicose,
xilose, arabinose, acido acético, acido formico e acido glucurdnico.

Na determinacao de furfural e hidroximetilfurfural foi utilizada uma coluna p-
Bondapack C-18 (5 um) de 125 x 4 mm (Hewlett-Packard), empregando como fase
movel solucdo de acetonitrila com agua na proporcéo de 1:8 e 1% de acido acetico,
em vazdo de 0,8 mL.min! e temperatura do forno de 25°C. Os compostos foram
detectados em comprimento de onda de 276 nm, por um detector UV-visivel Shimadzu
SPD-10.
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Os compostos detectados nas analises de carboidratos, 4cidos orgéanicos,
furfural e hidroximetilfurfural sao:

o glicose, acido férmico, celobiose, hidroximetilfurfural (provenientes da

fracdo hidrolisada de celulose).

o xilose, arabinose, acido glucurbnico, acido acético e furfural

(provenientes da fragdo de hemicelulose).

3.6.6 Determinacéo de ligninainsoluvel

A lignina insolavel foi determinada de acordo com o método Klason,
modificado por Rocha et al. (1997). O papel filtro contendo a fracdo sélida foi
transferido para um pesa filtro previamente tarado e colocado em estufa a 105°C até
massa constante.

A porcentagem de lignina insoltuvel foi calculada em relagcdo a massa de

amostra seca conforme a equacgao 16:

Mlig insol ~ Mcinzas

% Liginsor = (16)

Mamostra seca

Onde: Mig insol: massa de lignina insolUvel seca; Mcinzas: massa de cinzas;

Mamostra seca; Massa da amostra seca.

3.6.7 Determinacao das cinzas da lignina

Os materiais resultantes da etapa de determinacéo da lignina insoltuvel foram
colocados em cadinhos de porcelana previamente calcinados e tarados. A amostra foi
calcinada a 300°C por 30 minutos e, em seguida, a 800°C por 2 horas. Por diferenca
de massa, o teor de cinzas da lignina insoluvel foi determinado conforme a equagao
17:

M.
% Cinzas = ——= (17)

M,
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Onde: % cinzas: percentual em massa de cinzas na lignina; Mcinzas: massa de
cinzas (diferenca entre a massa do cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio);

Ma: massa da amostra seca.

3.6.8 Determinacédo de cinzas totais

Na determinacdo das cinzas totais, pesaram-se aproximadamente 2 g de
palha em cadinho de porcelana previamente tarado. A amostra foi calcinada a 300°C
por 30 minutos e, em seguida, a 800°C por 2 horas. Por diferenca de massa, o teor

de cinzas totais foi determinado conforme a equacao 18:

Mcinzas totais
% Cinzasiorgis = ———— (18)

M,

Onde: Mcinzas wowais: diferenca entre a massa do cadinho com cinzas e a massa

do cadinho vazio; Ma: massa da amostra seca.

3.6.9 Determinacédo de proteinas

O teor de proteinas na palha de cana-de-acglcar in natura e pré-tratada foi
determinado de acordo com o meéetodo de nitrogénio Kjeldahl total (GALVANI,
GAERTNER, 2006). Essa técnica possibilita a determinacéo indireta de proteinas.

O método de Kjeldahl consiste nas seguintes etapas:

e Primeira etapa — digestdo da amostra: esta etapa consiste na digestédo
completa das amostras com acido sulfarico concentrado na presenca de
catalisadores (sulfato de cobre e sulfato de potassio) que aceleram a oxidacao
da matéria organica. Em tubos de digestao foi adicionado 1g de catalisador
(CuSO0a4: K2S04 1:10 m/m) e aproximadamente 400 mg de palha. Em seguida,
foram adicionados 10 mL de H2SOa4 concentrado “P.A.”. Os tubos de digestao

foram colocados em um bloco digestor, permanecendo por 2,5 h a 250°C.
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e Segunda etapa — destilacao: Apos a digestéo e resfriamento da amostra inicia-
se o0 processo de destilacdo. Os tubos contendo as amostras digeridas foram
colocados em um destilador (BUCHI 323). Em seguida, adicionaram-se NaOH
10 mol.L! até que a amostra ficasse com a coloracdo preta. Durante o
processo de destilacdo ocorre um desprendimento de amdnia que é entdo
coletada em um frasco de Erlenmeyer contendo 100 mL de acido borico 20
g.Lt e 3 gotas de indicador misto. Este processo termina quando toda a
amonia ja se desprendeu da amostra digerida (aproximadamente 6 minutos).
A medida que a amodnia entra em contato com a solugéo de &acido borico, que
antes se apresentava com coloracdo rosea, vai se formando borato de

amonio, de coloracdo azulada (NH4H2BO3).

e Terceira etapa — titulacdo: a ultima etapa corresponde a titulacdo. A solucéo
de borato de aménio é titulada com uma solu¢éo padronizada de HCI 0,01
mol.L-! até a viragem do indicador (coloracdo roxa). O volume gasto na

titulacao foi utilizado para o calculo do nitrogénio total das amostras.

e Quarta etapa — Quantificacdo de nitrogénio total e proteinas: Para a

determinacao de nitrogénio total foi utilizada a equacéo 19:

Vici-Cycr 14
Cnr = o (19)

mamostra

Onde:

Cnr: teor de nitrogénio total na amostra (g/g);

Va: volume de HCI gasto na titulagdo da amostra (mL);
14: massa molecular do nitrogénio (g/mol);

Mamostra: Massa da amostra (g)
Na determinagéo da proteina bruta, multiplica-se o valor do nitrogénio total

encontrado pelo método de Kjeldahl por um fator que converte o nitrogénio em

proteina, como mostrado na equacao 20:
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Proteina (%) = Cyr.6,25 (20)

Onde:

6,25: Fator de conversao de nitrogénio total para nitrogénio proteico.

3.7 Determinacao da atividade enzimatica total das celulases

Antes de iniciar o estudo empregando a enzima Cellic®CTec2, fez-se
necessario uma analise de determinacao da atividade enzimatica desta enzima.

O procedimento de determinacdo da atividade enzimatica das celulases
seguiu as diretrizes da IUPAC, descrita por Ghose (1987), o qual se baseia em
encontrar a concentragdo de uma solucéo de enzima de interesse que libere 2,0 mg
de acUcares redutores a partir da hidrélise de 50 mg de papel filtro Whatman n° 1,
durante 60 minutos de reacdo. A atividade enzimatica das celulases é medida como
atividade em papel filtro de celulose e expressa em unidades de papel filtro — FPU
(Filter Paper Units) por volume de enzima.

Primeiramente, preparou-se uma solucéo estoque de enzima diluida (1:50 —
v/v) em tampao citrato 50 mM, pH 4,8. Partindo desta solucédo, efetuou-se 4 novas
diluicdes de enzima. Para o branco do espectro, destinado ao controle da andlise
espectrofotométrica, adicionou-se em um tubo 1,5 mL de tampéo citrato, e para o
branco da enzima, destinado a identificar interferéncias advindas da enzima,
adicionou-se 1,0 mL de tampéao de citrato e 0,5 mL da enzima diluida. Para cada
diluicdo de enzima foi preparado um branco de enzima com sua respectiva diluicdo.

Em diferentes tubos de Folin Wu, adicionou-se 1,0 mL de tampao citrato 50
mM, pH 4,8. Na sequéncia, foram adicionados 0,5 mL da solugdo de enzima
previamente diluida. Em seguida, todos os tubos foram colocados em um shaker
agitado (Marconi MA-832) sob temperatura de 50°C. Depois de atingida a
temperatura, adicionou-se a cada tubo (exceto branco do espectro e branco da
enzima) uma tira de papel filtro Whatman n° 1, de dimensao equivalente a 50 mg
(aproximadamente 1,0 x 6,0 cm), de forma que a tira de papel ficasse totalmente
submersa pela solugdo tampéo + enzima.

Em resumo, os conjuntos de tubos foram preparados da seguinte maneira:
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e Branco do espectro: 1,5 mL de tampé&o citrato
e Branco da enzima: 1,0 mL de tampéo citrato + 0,5 mL de enzima diluida

e Amostra: 1,0 mL de tampé&o citrato + 0,5 mL de enzima diluida + papel filtro

Apébs o término do tempo de incubagédo, cada tubo foi removido do shaker.
Adicionaram-se 3,0 mL de reagente de DNS (ver item 3.8), agitou-se e colocou 0s
tubos em um banho fervente por 5 minutos, para desativacao da enzima. Em seguida,
os tubos foram inseridos em um banho de gelo até temperatura ambiente. Por fim,
adicionou-se agua destilada até o menisco de 25 mL dos tubos e agitou-se de maneira
gue a solucéo ficasse bem homogénea. As amostras foram conduzidas para medida
de absorbancia em espectrofotdmetro a 540 nm (modelo 2000, Pharmacia Biotech).

Pedacos de papel filtro podem ficar suspensos na solucao e interferir na leitura
de absorbancia. Nestas situagdes, aconselha-se centrifugar a amostra até que o papel
fique totalmente decantado.

Para a quantificacdo dos acUcares redutores liberados durante a reacao
construiu-se uma curva padrdo de glicose vs. absorbancia. Foi preparada uma
solucédo estoque de glicose de 10 g.L* e entéo diferentes diluicdes de glicose foram
feitas: 6,7; 5,0; 3,3 e 2,0 g-L 1. Em diferentes tubos adicionaram-se 1,0 mL de tampéao
citrato e 0,5 mL do padrdo de glicose. A partir desse ponto, seguiu-se 0 mesmo
procedimento utilizado para as amostras. Com a equacdo da reta ajustada,
determinaram-se os valores de glicose liberada em cada amostra.

Em seguida, estimou-se a concentracdo de enzima necessaria para liberar

exatamente 2,0 mg de glicose, plotando-se a quantidade de glicose liberada em 0,5

1
dilui¢do da enzima

mL vs. logaritmo da concentracdo de enzima ( ) Com o valor de

concentragéo de enzima obtido, calculou-se a atividade enzimatica de acordo com a
equacao 21:
0,37

FPU = dad -1 -
concentracao de enzima que libera 2,0 mg de glicose unidadesm (21)

A unidade de FPU é baseada na Unidade Internacional (IU):
11U = 1 pmol.min"! de substrato convertido = 0,18 mg.min* quando o produto
for glicose.
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A quantidade de glicose liberada (2 mg) por 0,5 mL de enzima em 60 minutos

é correspondente a uma atividade enzimatica em FPU de:

2
0,18.0,5.60 (umol min=1.mL™1)

2mg glicose = = 0,37 umol min~t.mL™* (IU mL™1)

3.8 Quantificacdo dos acgucares redutores

Acucares redutores sdo aqueles que possuem grupos carbonilicos e
cetbnicos livres, que em solucdo béasica formam algum aldeido. Exemplos de
acucares redutores sao a glicose, maltose, frutose e lactose.

Para a determinacdo dos agucares redutores totais, utilizou-se a metodologia
proposta originalmente por Miller (1959), fazendo o uso do reagente DNS.

O método baseia-se na reducdo, em meio alcalino, do acido dinitro 3,5
salicilico a &cido amino 3,5 nitrosalicilico, ao mesmo tempo em que o grupo aldeido
do acucar é oxidado a grupo carboxilico. O reagente DNS apresenta uma coloragao
laranjada, que ao se misturar com uma solucéo contendo acucares redutores produz
diferentes tonalidades de vermelho-alaranjado, com absorbancia em comprimento de
onda de 540 nm.

O reagente DNS foi preparado dissolvendo-se 5 g de &cido 3,5 dinitrosalicilico
em 100 mL de NaOH (2M). Misturou-se 150 g de tartarato duplo de sédio e potassio
com 250 mL, sendo essa mistura aquecida até completa dissolu¢cédo. Em seguida, as
duas solucdes foram misturadas e completou-se com agua destilada o volume para
500 mL. Por fim, aqueceu-se a solucdo de DNS em banho Maria a 40°C até que
houvesse completa dissolucdo dos reagentes.

A quantificacdo dos acUcares redutores totais foi realizada de acordo com o

procedimento descrito no item 3.7.

3.9 Hidrdlise enzimatica da palha de cana-de-acucar

Amostras de palha pré-tratada hidrotermicamente, seguida ou ndo de pré-

tratamento alcalino, foram submetidas a hidrélise enzimatica para a conversédo de
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celulose em mondmeros de glicose. Todos os experimentos foram realizados em
frascos de Erlenmeyers de 250 mL, com volume total de reacdo de 50 mL, colocados
em shaker agitado (modelo 832, Marconi). Durante cada ensaio experimental foram
retiradas aliquotas armazenadas em NaOH 0,2 M, na proporc¢do 300 pL NaOH:400 uL
amostra, para inativacado da enzima. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A fim de otimizar as condi¢des operacionais da hidrélise e estudar a cinética
da reacdo, foi feito o estudo da influéncia da velocidade de agitacdo do meio reacional,
pH, temperatura, concentracao de substrato e concentracdo de enzima.

Para a palha pré-tratada hidrotermicamente realizou-se o estudo das variaveis
operacionais pH, temperatura, velocidade de agitacdo, concentracéo de substrato e
de enzima. Ja para a palha deslignificada estudou-se somente o efeito da

concentracdo de enzima e substrato.

3.9.1 Efeito da agitacao

Para avaliar a influéncia da agitacdo foram realizados experimentos em
triplicata nas seguintes condi¢cfes operacionais: temperatura de 50°C, pH 5 (tampéao
citrato de sédio 50 mM), concentracdo de substrato de 10% de sOlidos (Mpatha
secalVreagio) € concentracdo de enzima de 5 FPU.gceluose®, variando a agitacdo em 0,
50, 150, 200, 250 e 300 rpm. A hidrélise enzimatica foi avaliada nos tempos de
velocidades iniciais de reacao.

3.9.1.1 Determinacéao das velocidades iniciais de reagéao

As velocidades iniciais foram obtidas a partir do coeficiente angular da reta
ajustada aos valores experimentais dos graficos construidos com as concentragcdes
de glicose em funcdo do tempo. Vale ressaltar que tais velocidades eram
determinadas considerando-se a regiao linear da formacgao de produto em fungéo do
tempo, ou seja, um maximo de 5 a 10 % de conversdo do substrato inicialmente

adicionado ao meio reacional.
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Para que fosse possivel determinar o tempo necessério de conversao dentro
da regido linear de formacdo de produto, foram utilizados kits enzimaticos
colorimétricos para determinacdo de glicose. O método de quantificacdo de glicose

esta descrito detalhadamente no item 3.10.

3.9.2 Efeito do pH

Para avaliar o efeito do pH na atividade enzimatica da Cellic®CTec2 durante
a hidrélise enzimatica da palha de cana-de-agucar, foram preparadas solucdes
tampéo em diferentes pH: 3, 4, 5, 6 e 7. Para pH de 3 a 6 utilizou-se tampé&o citrato de
sédio 50 mM e para pH 7 utilizou-se tampéao fosfato de sodio.

Os ensaios foram conduzidos a 50°C em shaker agitado a 250 rpm e 10% de
carga de solidos (m/v). O pH foi avaliado em 3, 4, 5, 6 e 7 e 0S experimentos
conduzidos até o instante em que aproximadamente 10% do substrato fosse

convertido em glicose.

3.9.2.1 Determinacdo da atividade enzimatica em diferentes

pH’s

A atividade da Cellic®CTec2 foi determinada medindo-se a velocidade inicial
da hidrolise da celulose a glicose. Os experimentos foram conduzidos até o instante
em gque 10% do substrato fossem convertidos em glicose, ou seja, considerou-se
somente a regido linear da formacéo de glicose. A quantificacdo de glicose formada
e a determinagéo da velocidade inicial de reagao foram realizadas conforme descrito
nos itens 3.10 e 3.9.1.1, respectivamente.

Uma unidade internacional (Ul) é definida como a quantidade de enzima
capaz de catalisar a formacgéo de 1 pmol de glicose por minuto.

A atividade enzimatica foi determinada a partir da equacéo 22:

AP
4 At Vreagﬁo
MMglicose- Venzima

(22)
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L, .. . L. . AP ., . e
Onde: A é a atividade enzimatica em Ul/mL de enzima, —ea velocidade inicial

em g/L.min, Vep,imq, € 0 volume de enzima adicionado ao meio reacional em ml, Vy.eqcs0

€ o volume reacional em ml e MMg,;.,sc € a massa molar de glicose.

3.9.3 Efeito datemperatura

Foram avaliadas trés diferentes temperaturas: 40, 50 e 60°C. A agitacdo e o
pH do meio reacional foram escolhidos de acordo com os melhores resultados obtidos
nos estudos da influéncia da agitacdo e do pH.

Para o estudo das velocidades iniciais de reacao, utilizou-se uma carga
enzimatica de 5 FPU.gceluose™ € uma carga de sélidos de 10% (Mpalha seca/Vreagao). Ja
para o estudo em longos tempos de reac¢do, a carga enzimatica foi dobrada para 10
FPU.gsubstrato !, mantendo-se a mesma concentracdo de substrato. Aliquotas foram

coletadas em tempos de reacado de 1 a 96 horas.

3.9.4 Efeito da concentracéo de substrato

O efeito da concentracdo de substrato foi avaliado variando a concentracao
de solidos em 2,5; 5; 7,5 e 10% (Mpaha seca/Vreacso). Manteve-se constante a
concentracdo volumétrica de enzima em 290 FPU-Lsoucao, para ensaios de
velocidade inicial. Em ensaios de longos tempos de reagdo a concentragao
volumétrica de enzima foi de 580 FPU-Lsougao? para palha pré-tratada
hidrotermicamente e 828 FPU-Lsoucao™® para a palha deslignificada. A quantidade de
enzima foi aumentada em ensaios de longa duracdo a fim de fornecer um perfil de
hidrélise com elevados niveis de producdo de glicose em um tempo razoavel de
reacao.

Os valores para agitacéo, pH e temperatura foram estipulados de acordo com
a melhor resposta obtida nos estudos da influéncia da agitacdo, pH e temperatura,

respectivamente.
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3.9.5 Efeito da concentracdo de enzima

O estudo da influéncia da concentracédo da enzima na conversao de celulose foi
avaliado variando a carga de enzima de 5 a 80 FPU.gceluiose !, correspondendo a 1,64
a 29,52 genzima.Lsolucao, mantendo-se uma carga fixa de sélidos de 10% (Mpalha
secalVreagdo).

As outras variaveis fixadas para esse processo foram: pH, velocidade de
agitacdo e temperatura, tomando como base o0s valores que obtiverem a maior

producédo de glicose para o estudo de cada variavel.

3.10 Quantificacao de glicose

A variavel resposta para determinar as melhores condi¢cdes operacionais € a
concentracéo de glicose produzida durante a hidrélise.

Para a quantificacdo de glicose das amostras colhidas na etapa de hidrolise,
utilizou-se um kit enzimatico (GOD-PAP) pronto para uso e também uma solucéo
padréo de glicose 100 mg.dL™.

Em Eppendorfs, foram adicionados 10 pL de amostra e 1 mL do reagente. A
mistura foi aquecida em banho termostatico a 37 °C durante 10 minutos, para que
houvesse a completa reacdo de oxidacdo enzimatica da glicose. Em seguida, as
absorbancias foram medidas em espectrofotbmetro a 505 nm (modelo 2000,
Pharmacia Biotech).

Para a construcao da curva de calibracao, foi preparada uma solucdo padréo
de glicose de 2,00 g-L* e a partir dai diferentes diluicdes de glicose foram realizadas:
0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 g-L'. A partir da equacdo da reta ajustada, calculou-se a
concentracéo de glicose em cada amostra.

Quando necessario, foram feitas diluicbes nas amostras para possibilitar a

leitura, visto que a absorbancia é linear, segundo o fabricante, até 500 mg/dL.
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3.11 Modelagem matemaética da hidrélise enzimatica da palha de

cana-de-acucar

O ajuste de modelos aos dados experimentais de hidrolise enzimatica da
palha de cana-de-aclUcar foi possivel através da utilizacdo de dois diferentes
softwares: OriginPro 8.0 e Fortran.

O OriginPro 8.0 foi utilizado para os ajustes nao lineares dos dados
experimentais aos modelos de Michaelis-Menten e Chrastil. Enquanto que o Fortran
foi utilizado para ajuste do parametro de inibicdo do modelo de Michaelis-Menten com
inibicdo competitiva pelo produto. A ferramenta de ajustes nao lineares do OriginPro
8.0 faz uso do algoritmo classico de Levenberg Marquardt aplicavel ao ajuste de
equacles algébricas (LEVENBERG, 1944). JA4 o programa em Fortran, além do
algoritmo de Marquardt, também faz uso de integracdo de equacdes diferenciais

ordinarias pelo método de Runge- Kutta.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Caracterizacéo da palhain natura

Inicialmente, a palha in natura foi caracterizada quanto a sua composicao
quimica, de acordo com o procedimento descrito no item 3.6.
Os valores obtidos na caracterizacdo quimica da palha in natura estédo

apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Composigéo quimica da palha in natura.

Componente Palha in natura (%)
Celulose 34,7+0,5
Hemicelulose 24,3+0,7
Lignina 20,2+0,4
Cinzas 8,7+0,3
Proteinas 2,68 £ 0,03
Extrativos 10,3+0,3

A fim de comparacdo, a Tabela 4.2 reline os resultados obtidos para a
quantificacdo quimica da palha neste trabalho e por outros atores.

Resultados elevados para o teor de extrativos também foram obtidos por De
Carvalho et al. (2014) e Santos et al. (2014), que realizaram extracdo com alcool:
tolueno (1:2), alcool 95% e &gua guente nesta ordem de polaridade, enquanto que
neste trabalho a extracéo foi realizada somente com alcool 95%.

De Carvalho et al. (2014) também encontraram um valor elevado de cinzas
(7,91%). Grande parte do percentual de cinzas provém das silicas presentes na
biomassa e, geralmente, a palha localizada préxima ao solo apresenta concentragéo
de cinzas em torno de 7 a 8%. Por outro lado, palhas oriundas do meio da cana
apresentam quantidade de cinzas em torno de 2 a 3% (SANTOS et al., 2014).

De modo geral, a composi¢cdo quimica da palha obtida no presente estudo
apresentou-se bastante similar aos valores reportados por Szczerbowski et al., (2014).
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Tabela 4.2 — Tabela comparativa dos resultados da composi¢ao quimica da palha de cana-
de-acucar encontrada por diversos autores.

Composigao quimica (%)

Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas  Extrativos Referéncia
34,75 24,32 20,17 8,75 10,33 Este estudo
40,80 26,00 24,79 4,92 - Barros et al., 2013
33,50 27,10 25,80 2,50 - Costa et al., 2013
41,40 34,08 16,20 7,91 12,20 De Carvalho et al., 2014
29,25 30,34 29,90 2,67 8,41 Moultta et al., 2014
38,10 29,20 24,20 2,50 5,90 Oliveira et al., 2014
44,26 31,10 19,01 4,86 16,68 Santos et al., 2014
33,77 27,38 21,28 6,23 7,02 Szczerbowski et al., 2014

Deve-se lembrar que tanto os resultados obtidos neste trabalho quanto os
reportados na literatura ndo podem ser considerados errbneos. Sao verificadas
variacfes na composi¢cado quimica para a mesma espécie vegetal devido a diversos
fatores, tais como: idade da biomassa, caracteristicas do solo onde a cana foi
cultivada, condi¢Bes climaticas, modo e local de armazenamento. Além disso,
metodologias diferentes podem ser empregadas na caracterizacdo quimica da
biomassa, as quais podem resultar em valores com alguma divergéncia para celulose,

hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos.

4.2 Caracterizacdo da palha pré-tratada hidrotermicamente

seguida ou nao de pré-tratamento alcalino com NaOH 4%

Amostras de palha in natura foram submetidas ao pré-tratamento hidrotérmico
a 195 °C/10 minutos e 200 rpm. Parte da palha pré-tratada foi submetida a pré-
tratamento alcalino com NaOH 4% (m/v) a 121°C por 30 min.

Na Figura 4.1 é possivel observar o perfil de temperatura em funcéo do tempo

reacional do pré-tratamento hidrotérmico.
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Figura 4.1 — Perfil de temperatura em funcéo do tempo de pré-tratamento.
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A partir da equacéo 01 descrita no item 2.4.1.1. foi possivel calcular o fator de

severidade (ver Tabela 4.3) do pré-tratamento.

log(ry) = log Xi-4 [t * exp (w)]

14,75

(01)

A Tabela 4.3 apresenta a composi¢ao quimica da palha in natura, pré-tratada

hidrotermicamente, com e sem pré-tratamento alcalino, bem como suas remocdes em

relacdo a palha in natura.

Tabela 4.3 — Composi¢éo quimica da palha pré-tratada hidrotermicamente (PTH) seguida
ou ndo de pré-tratamento alcalino (PTA) e suas respectivas remocdes em relacdo a palha in

natura.
Componente Palha PTH Remocdo PalhaPTH+ Remocéo
(%) (%) PTA (%) (%)
Celulose 58,04 15,65 82,78 31,67
Hemicelulose 8,23 82,91 0,46 99,46
Lignina 24,98 37,46 5,71 91,88
Cinzas 5,54 31,97 8,09 73,48
Extrativos - 100,00 - 100,00
Rendimento 50,50* - 56,80* -
Fatqr de 415+ ) ) )
severidade

*Calculado de acordo com a equacéo 12
**Calculado de acordo com a equacéao 01
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Os resultados indicam que o pré-tratamento hidrotérmico foi eficiente na
remocao da hemicelulose (82,91%), com uma remogao pequena, mas consideravel,
de lignina (37,46%). A grande remocao de hemicelulose € um efeito caracteristico de
pré-tratamentos hidrotérmicos. A agua penetra na biomassa atacando principalmente
as ligacdes acetil, que por sua vez se degradam a acido acético, aumentando a acidez
do meio reacional bem como a propria degradacdo da hemicelulose.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Oliveira et al. (2014)
gue realizaram pré-tratamento hidrotérmico na palha de cana-de-acucar em 195°C/10
minutos alcancando uma remocao de 94,30% de hemicelulose, 36,34% de lignina e

22,13% de celulose, como pode ser visto na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Comparacao de pré-tratamentos hidrotérmicos.

Biomassa/Condi¢cdes operacionais
Serragem de folha

Componente  paina de cana  Palha de cana

"y R seomn) S CIOmn) (15070C]s o
" min)
Este estudo 2014 Kim et al., 2013
Celulose 15,65 22,13 Max: 20,00
Hemicelulose 82,91 94,30 > 80,00
Lignina 37,46 36,34 Max: 40,00

Kim et al. (2013) avaliaram o efeito de diferentes fatores de severidade (3,05-
5,01) no pré-tratamento hidrotérmico de arvore de tulipa. Severidades entre 4,0 e 5,0
promoveram uma remocao de hemicelulose > 80%. A méaxima remog¢do encontrada
para a celulose ndo excedeu 20%, independente da severidade do pré-tratamento.
Esta constante remocao de celulose em toda faixa de severidade pode ser devido ao
fato de que partes das estruturas de celulose sdo amorfas, que sdo mais faceis de
serem degradadas. Isso levou a dissolugéo da celulose amorfa em temperaturas mais
baixas. A severidade do pré-tratamento pode reduzir o indice de cristalinidade da
celulose, porém sem promover sua solubilidade. Valores maximos de degradacéo de
lignina (40%) foram obtidos em fatores de severidades entre 4,0 e 4,5.

Os resultados apresentados neste trabalho (Tabela 4.4) mostram grande
coeréncia com os obtidos por Kim et al. (2013), tanto no fator de severidade, quanto

na remocao de celulose, hemicelulose e lignina.
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Para a palha deslignificada os resultados foram ainda mais satisfatorios.
Praticamente toda a hemicelulose (99,5%) foi solubilizada, e grande parte da lignina
também (91,88%), resultando em uma biomassa com aproximadamente 83% de
celulose. Esses numeros sdo bastante atrativos quando se trata de hidrolise
enzimatica da celulose, visto que quase ndo ha presenca de outros componentes que
possam impedir 0 acesso da enzima a celulose.

Oliveira et al. (2014) também realizaram deslignificacdo com NaOH 1% (m/v)
a 100°C por 1h da palha pré-tratada hidrotermicamente (195°C/10 min). Os resultados
obtidos foram: 27% de perda de celulose; 95% de remocao de hemicelulose e 74%
de lignina. E notdrio que a deslignificac&o realizada por Oliveira et al. (2014) promoveu
uma menor remocéao de hemicelulose e lignina, em relacdo ao presente trabalho. Isso,
provavelmente, se deve ao fato do NaOH estar menos concentrado (diferenca de 3%
m/v). Da mesma forma, para a celulose, o pré-tratamento com NaOH 1% (m/v)
promoveu uma perda 5% menor em relagcéo ao pré-tratamento com NaOH 4% (m/v).

4.3 Determinacao da atividade enzimatica total das celulases

Antes de iniciar o estudo da hidrélise enzimética € necessario determinar a
atividade enzimatica das celulases. O procedimento de determinacdo da atividade
enzimatica esta descrito no item 3.7.

A Tabela 4.5 relaciona as diluicbes de enzima, suas respectivas

concentracdes, assim como a massa de glicose liberada durante a reacao.

Tabela 4.5 — Valores da diluicdo da enzima, suas respectivas concentracoes e glicose

liberada.
o ) Concentracéo da )
Diluicdo da enzima _ Massa de glicose (mg)
enzima (mLenzima/MLtotal)
1000 0,00100 1,22 £0,01
800 0,00125 1,40 £ 0,02
500 0,00200 2,12 £ 0,02
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Com base nos dados da Tabela 4.5, construiu-se um gréfico (Figura 4.2) que

relaciona a concentracédo da enzima em fungéo da massa de glicose liberada.

Figura 4.2 — Log da concentracéo da enzima em fungcéo da concentracdo de glicose
liberada por 0,5 mL da enzima celulase diluida.
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Segundo Ghose (1987), uma unidade da atividade total das celulases (FPU),

baseia-se na liberacdo de exatamente 2,0 mg de glicose, ou seja:

Log [Concentracao da enzima] = 0,318. (2,0 mg glicose) -3,371
Log [Concentragao da enzima] = -2,735

Concentragao da enzima= 0,00184077

Finalmente, com o valor da concentracdo da enzima que libera exatamente
2,0 mg de glicose em 60 minutos de reacao, a atividade do complexo enzimatico é
calculada a partir da equacao 21.:

FPU = 0.7 idad L1 =201 FPU.mL™?
= 0,0018407711711 aaes m = .m
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O resultado esta coerente com o valor reportado por Mendes; Rocha e
Carvalho (2014), que encontraram uma atividade enziméatica de 200 FPU.mL™ para a
Cellic®CTec2.

A partir do valor obtido da atividade do complexo enzimatico, foi possivel
calcular o volume necessario de enzima a ser adicionada em cada experimento de

hidrélise.

4.4 Hidrdolise enzimatica

Neste item foi realizado o estudo de diversas variaveis envolvidas na reacao
de hidrolise enzimética da palha de cana-de-agucar.

Os resultados obtidos foram Uteis na identificagdo das melhores condi¢cdes
operacionais e na determinacdo de parametros cinéticos do modelo classico de

Michaelis-Menten e modificado, além do modelo de Chrastil.

4.4.1 Hidrolise enzimética da palha de cana-de-agcUcar pré-tratada

hidrotermicamente (PTH)

4.4.1.1 Efeito da agitacéo

Um estudo detalhado da influéncia da velocidade de agitacdo na cinética da
hidrolise enzimatica deve anteceder os de todas as outras variaveis operacionais, a
fim de determinar a minima velocidade de agitacdo que conduz a uma alta velocidade
de difuséo, evitando que o processo seja limitado pelos efeitos difusionais externos.

Na Tabela 4.6 encontram-se os valores de velocidades iniciais de reacéao de
hidrélise para uma concentragéo de solidos de10% (m/v), concentracdo de enzima de
5 FPU.gceuiose?, pH 5, temperatura de 50°C, em agitacdes de 0, 50, 150, 200, 250 e
300 rpm. A Figura 4.3 reune todos os valores da Tabela 4.6.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As velocidades iniciais
foram determinadas a partir do coeficiente angular da reta ajustada aos dados

experimentais de concentracdo de glicose em fungdo do tempo reacional,
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considerando somente a regido linear da formacao de glicose, ou seja, até 10% de
converséao do substrato. O procedimento de célculo esta descrito no item 3.9.1.1.

Tabela 4.6 — Velocidades iniciais de hidrolise enzimatica da palha de cana-de-agucar para
diferentes agitagoes.

Agitacio (rpm) Velocidades iniciais
Itacao (rpm
o P (gglicose'Lsolugéo'l'min'l)

0 0,023 + 0,001
50 0,030 + 0,002
150 0,042 + 0,002
200 0,052 + 0,001
250 0,053 + 0,001
300 0,055 + 0,003

Figura 4.3 — Velocidades iniciais de reacdo em funcdo da velocidade de agitacdo para palha
PTH. Concentracao de substrato: 10% de sélidos (m/v), concentracdo de enzima: 5
FPU'gceIulose_l, pH 5, 50°C.
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Através da Figura 4.3, observa-se que houve um aumento significativo na
velocidade de reacdo com o aumento de agitacéo até 200 rpm, variando de 0,023 a
0,052 ggiicose’Lsolugao**min-t, indicando que havia resisténcia ao transporte de massa

externo, o qual foi minimizado com o aumento da velocidade de agitacao.
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Agitacdes acima de 200 rpm resultaram em velocidades de reacao
praticamente invariantes, podendo considerar a hipétese de que as limitacbes
difusionais externas sao despreziveis face ao fenébmeno de adsorcéo e reacdo na
superficie do substrato, e que a partir dessa velocidade de agitacdo atingiu-se a
velocidade méaxima de reacao (Vmax).

Desta forma, com o objetivo de minimizar gasto energético, efeitos difusionais
externos e ocorréncias de inativacao da enzima devido ao cisalhamento, escolheu-se
200 rpm como a melhor velocidade de agitacdo, naquelas condicdes testadas, para
dar sequéncia ao estudo cinético da hidrélise enzimatica. Estudos realizados por
Carvalho et al. (2013) mostraram que velocidades acima de 150 rpm resultaram em
velocidades iniciais de reacdo praticamente iguais para a hidrolise do bagaco de cana-

de-aclcar em concentracdo de substrato de 9,1% (MceluloseMtotar™).

4.4.1.2 Efeito do pH

As atividades enzimaticas da Cellic®CTec2, bem como suas respectivas
atividades relativas em diferentes valores de pH foram determinadas conforme
descrito no item 3.9.2.1. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.7.

Com os valores dados da tabela acima, foi possivel construir o grafico que

relaciona atividade enzimatica relativa em funcéo do pH (Figura 4.4).

Tabela 4.7 — Valores da atividade enzimatica e suas respectivas atividades relativas na
hidrélise da celulose, obtidas para diferentes valores de pH.

Atividade enzimética

pH ULmL Atividade relativa (%)
3 247,50 27,91
4 353,33 82,17
5 430,00 100
6 227,77 52,9
7 123,33 28,7
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Figura 4.4 — Efeito do pH do meio reacional na atividade enzimatica das celulases, para
10% solidos (m/v), 50°C e agitacdo de 250 rpm.

100 4 )

80 +

60 +

40

Atividade enzimatica relativa (%

20

De acordo com a Figura 4.4, observa-se um aumento gradual na atividade
catalitica da enzima até um valor maximo (pH 4,5-5), seguido de um decréscimo.
Sendo assim, adotou-se pH 5 como pH ideal da enzima para a realizacdo de
experimentos posteriores.

Lan; Lou e Zhu (2012) também estudaram o efeito do pH na atividade
enzimatica da Cellic®CTec2 em papel filtro de celulose. Os resultados mostraram que
a sacarificacdo maxima obtida foi em pH de 4,75, valor muito pr6ximo ao encontrado
nessa pesquisa.

A fabricante da enzima Cellic®CTec2 estabelece que o pH ideal desta enzima
esta entre 5,0 e 5,5. Os resultados foram obtidos através da hidrélise enzimética da
palha de milho pré-tratada com acido diluido.

Outro resultado encontrado por Lan, Lou e Zhu (2012) foi que, para biomassas
lenhosas submetidas a diferentes pré-tratamentos (acido diluido e alcalino), o pH
6timo da Cellic®CTec2 esta entre 5,5-6,2.

De maneira geral, o pH 6timo da enzima pode variar dependendo da biomassa
e do pré-tratamento pela qual foi submetida. Diferentes biomassas apresentam grupos
funcionais com diferentes formas ibnicas, que por sua vez podem produzir diferentes

interagOes eletrostéaticas entre a enzima e a celulose.
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4.4.1.3 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura do meio reacional afeta profundamente a efetividade
da hidrdlise enzimatica, de maneira que pode aumentar a atividade catalitica (ativagéo
pela temperatura), bem como diminuir (inativacdo ou desnaturacdo térmica das

enzimas).

4.4.1.3.1 Estudo das velocidades iniciais de reacao

A Figura 4.5 apresenta os valores de concentracao de glicose no decorrer da
reacdo de hidrélise enzimatica para as temperaturas de 40, 50 e 60°C, em
concentracdo de substrato de 10% de solidos (m/v), carga enzimatica de 5
FPU.gcewuiose™, pH 5 e agitacéo de 200 rpm.

As velocidades iniciais da reacdo de hidrolise da celulose para as
temperaturas de 40, 50 e 60°C foram determinadas, conforme descrito no item 3.9.1.1,
tomando pontos de até aproximadamente 10% de conversao do substrato (regido
linear).

Figura 4.5 — Efeito da temperatura nas velocidades iniciais de reacéo para palha PTH.
Concentracado de substrato: 10% de sélidos (m/v), carga enzimatica: 5 FPU.gceluiose X, PH 5,

agitacao: 200 rpm.
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A partir da Figura 4.5 observa-se que a velocidade inicial de reagdo aumenta
com o0 aumento da temperatura e o efeito de desnaturacdo térmica ainda nado é
perceptivel na faixa de 40-60°C.

A Tabela 4.8 mostra os resultados de velocidades iniciais para cada

temperatura.

Tabela 4.8 — Velocidades iniciais de hidrolise enzimatica da palha de cana-de-agucar para
diferentes temperaturas.

- cC) Velocidades iniciais
emperatura
P (gglicoserLsolugaot*min-1)

40 0,031 + 0,001
50 0,053 + 0,001
60 0,081 + 0,002

A principio, pode-se dizer que a temperatura de 60°C é a melhor opcao para
reacao de hidrolise enzimatica da celulose, devido ao maior valor de velocidade inicial
de reacdo. No entanto, é de fundamental importancia avaliar se existem efeitos de

desativagdo térmica em longos tempos de reacéo.

4.4.1.3.2 Efeito da temperatura em longos tempos de reacao

A hidrolise enzimatica conduzida em temperaturas maiores que o ideal exibe
uma maior velocidade inicial de reacdo. No entanto, altas temperaturas aplicadas
durante longos tempos reacionais acarretam na diminuicdo da atividade enzimatica
devido a desnaturagdo da enzima.

Para avaliar se nas trés temperaturas ha efeitos de desativacao térmica da
enzima, realizaram-se experimentos de hidrolise com longos tempos de reagédo. Em
experimentos de longa duragdo dobrou-se a carga inicial de enzima para 10
FPU.gceluose a fim de garantir o término da reacéo de hidrélise em tempos suficientes

de hidrdlise.
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Os resultados obtidos para a hidrélise da palha, em concentracéo de substrato
de 10% de solidos (m/v), carga enzimatica de 10 FPU.gceose ™, pH 5 e agitacédo de
200 rpm em tempos de reacdo de até 96 h, estdo apresentados na Figura 4.6.

Pode-se dizer que a temperatura de 50°C promoveu uma maior conversao de
celulose, indicando que esta € a temperatura na qual h4 um melhor rendimento da

sacarificacdo enziméatica, e ndo a temperatura de 60°C, como mostrado na Figura 4.5.

Figura 4.6 — Efeito da temperatura em longos tempos de reagéo para PTH. Concentracdo
de substrato: 10% de sélidos (m/v), carga enzimatica: 10 FPU.gceiose*, PH 5, agitacdo: 200

rpm.
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A temperatura o6tima depende do tempo escolhido para a realizacdo das
medidas. A verdadeira temperatura 6tima para uma reacdo € a temperatura maxima

na qual a enzima possui uma atividade constante por um longo periodo de tempo.

4.4.1.4 Efeito da concentracdo de substrato [S]

Um dos principais fatores que afetam a velocidade de hidrdlise enzimatica é
a concentracdo de substrato. Entretanto, estudar os efeitos da concentracdo de
substrato € complicado uma vez que sua concentracdo se altera a medida que a

reacdo avanca. Uma abordagem simplificada em experimentos cinéticos € medir a
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velocidade inicial da reacdo, quando a [S] € muito maior que a concentracdo de
enzima [E]. Assim, em tempos curtos de reacdo as mudancas de [S] sdo despreziveis,

podendo ser considerada constante.

4.4.1.4.1 Estudo das velocidades iniciais de reacdo

Para varios sistemas enzimaticos, a velocidade inicial varia hiperbolicamente
com a concentracdo do substrato. No caso da hidrolise enzimética de palha de cana-
de-acucar por Cellic®CTec2, o comportamento observado foi o mesmo.

A expressdo matematica que relaciona valores de velocidades iniciais e a

concentracdo de substrato é mostrada na equacao 06 descrita no item 2.4.3.1.1.

Vinax-S
V= méx

K, +S (06)

Neste estudo, V € a velocidade de consumo de substrato em ggiicose’Lsolucao™
L min, Vmax € a velocidade maxima de consumo do substrato em ggiicose’ Lsolugao™-min-
1. S é a concentracdo de substrato em Qgicose potencial'Lsolugao™? € Km a constante de
Michaelis-Menten em ggiicose potencial Lsoluczo™.

Na Tabela 4.9 encontram-se os valores de velocidades iniciais de reacéo de
hidrolise para diferentes cargas de sélidos com concentracdo volumétrica de enzima
fixada em 290 FPU-Lsoiucao, pH 5, 50°C e agitacdo de 200 rpm.

A concentragéo de palha adicionada em cada ensaio experimental variou de
2,5% a 10% (Mpalha seca/Vreacso), correspondendo a uma concentracdo de glicose
potencial de 16,12 a 64,48 Qggiicose potencial'Lsolugao™™. A concentragdo volumétrica de
enzima adicionada em todos os ensaios foi de 290 FPU-Lsoucao™, que corresponde a

0,072 mL de enzima adicionada no meio reacional.
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Tabela 4.9 — Velocidades iniciais de hidrélise enzimética da palha de cana-de-aglcar para
diferentes concentracdes de substrato.

Velocidades iniciais

Carga de sélidos (% m/v) _
(gglicose'Lsolugéo'l'mIn'l)

2,5 0,032 + 0,003
5,0 0,040 + 0,003
7,5 0,040 + 0,001
10,0 0,052 + 0,001

Na Figura 4.7 foram plotados os valores de velocidades iniciais de reacdo em
funcdo da concentracdo de substrato. E possivel estimar os parametros cinéticos do
modelo de Michaelis-Menten, Vmax € Km, ajustando-o a dados experimentais de
velocidades iniciais para diferentes concentracdes de substrato. Para isso, utilizou-se
a ferramenta de ajuste ndo-linear do software OriginPro 8.0. Os valores obtidos dos
parametros cinéticos foram: Vmax=0,059 ggiicose'Lsougao'mint e Km=15,34

gglicosepotencial'Lsolugéo'l.
Figura 4.7 — Velocidades iniciais de reacdo em funcdo da concentracdo de substrato para

PTH. Concentracéo volumétrica de enzima de 290 FPU-Lsoucao?, pPH 5, 50°C e agitacéo 200
rpm.
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O valor encontrado de Vmax condiz com os valores de velocidades iniciais para

agitacoes acima de 200 rpm (Tabela 4.6), indicando que o modelo de Michaelis-
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Menten se ajustou bem aos dados experimentais quando as concentragfes de
produto ainda sdo baixas. Além disso, observa-se, a partir da Figura 4.7, que para
concentracbes baixas de substratos, até aproximadamente 16 ggiicose potencial* Lsolugao™,
a velocidade de reacao varia quase que linearmente com o0 aumento de concentracao
de substrato. Ja para concentragdes maiores de substrato, a velocidade aumenta por
incrementos menores em resposta ao aumento da concentracao de substrato, até que
se alcanca um ponto acima do qual o aumento de velocidade é insignificante, sendo
esse ponto chamado de velocidade maxima (Vmax= k-E).

A partir de Vmax € possivel calcular a constante de velocidade k, sendo a
concentragdo volumétrica de atividade enzimatica de 290 FPU-Lsoucio® (1,64
Qenzima.Lsolucao ™), 0 valor encontrado foi k=0,036 min.

Os valores de Vmaxe Kmforam utilizados como dados de entrada no ajuste de
ensaios de longa duracdo para a determinacdo da constante de inibicdo K;,
considerando o modelo de Michaelis-Menten com inibig&o.

4.4.1.4.2 Estudo da hidrélise enzimatica em longos tempos de reacao

Ensaios de longa duracao foram realizados para cargas de solidos 2,5%, 5%,
7,5% e 10%, correspondendo respectivamente a 16,11 ggiicose potencial. Ltampao™, 32,21
Qglicose potencial. Ltampao™, 48,32 Qglicose potencial. Ltampao™ € 64,42 Jgiicose potencial.Ltampao™, €m
uma concentracao volumétrica fixa de enzima de 580 FPU.Lsoucao™, pH 5, temperatura
de 50°C e agitacéo de 200 rpm.

E importante dizer aqui que a concentracdo de enzima dobrou de 290
FPU.Lsoicao™® (ensaios de velocidade inicial de reacdo) para 580 FPU.Lsolucao™ €,
consequentemente, Vmax também dobra de 0,059 ggicose'Lsolugao™*-mint para 0,118
Qglicose* Lsoluggo™>-min-L,

Inicialmente, o modelo de Chrastil foi aplicado no ajuste aos dados
experimentais, como uma analise prévia ao modelo de Michaelis-Menten (pseudo-
homogéneo).

A Figura 4.8 mostra os ajustes do modelo de Chrastil aos dados experimentais
obtidos e a Tabela 4.10 reune os parametros obtidos em cada concentracdo de
substrato.
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Figura 4.8 — Modelo de Chrastil ajustado aos dados experimentais para palha PTH em

cargas de solidos de (a) 2,5% (b) 5% (c) 7,5% (d) 10% (Msupstrato/Viotar), CONCENtracao
volumétrica fixa de enzima de 580 FPU.Lsoicz0?, pH 5, 50°C, 200 rpm.
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Estes ensaios permitiram quantificar o efeito da difusdo interna sobre as

velocidades de reacdo de hidrolise, através do ajuste dos dados ao modelo de

Chrastil, como descrito no item 2.4.3.1.3.

Tabela 4.10 — Parametros do modelo de Chrastil para cada carga de soélidos, obtidos no
ajuste aos dados experimentais da hidrolise enzimatica da palha PTH.

Carga de solidos

k’

Constante de velocidade

n
Constante estrutural de

(% m/v) proporcional ao coef. de A e
difusao (L.g.min?) resisténcia difusional

2,5 5,29E-05 + 1,17E-05 0,34 £ 0,04

5,0 3,64E-05 + 0,78E-05 0,38 £ 0,04

7,5 3,20E-05 + 0,43E-05 0,40 £ 0,03

10,0 2,91E-05 + 0,35E-05 0,46 + 0,03
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A magnitude de n (variando de 0 a 1) indica a importancia relativa das
limitacdes de difusdo interna. Quando a resisténcia difusional é muito pequena, ou até
mesmo sem resisténcia, n tende a 1. Se o sistema é limitado pela resisténcia
difusional, n é pequeno (0,5 - 0,6). Em sistemas altamente recalcitrantes, n € em torno
de 0,3.

Como se pode observar na Tabela 4.10, o efeito estérico dos atomos no
substrato (parametro n) € bastante significativo indicando alta recalcitrancia do meio
reacional (para todos os ensaios). Além disso, percebe-se que com o aumento da
concentragdo de substrato a constante k' diminui. Em altas concentracdes de
substrato h4 uma maior formacéo de produtos, estes dificultando a adsor¢éo e difusédo
da enzima sobre o substrato solido, tendo como consequéncia a diminuicdo da
eficiéncia da hidrdlise enzimatica (como pode ser visto nos valores de conversao
apresentados na Figura 4.8, para cada experimento). As enzimas se difundem através
da estrutura do substrato até chegar aos centros ativos. Em seguida, o produto se
difunde para o meio reacional, mas as moléculas de produto ainda presentes nos sitios
de adsorcdo podem atuar como inibidoras do transporte de enzima para outros centros
ativos (CARRILLO et al., 2005; CARVALHO et al., 2013).

Na sequéncia do trabalho, foi possivel também analisar os efeitos de inibicao
através do ajuste do modelo de Michaelis-Menten com inibicdo, conforme descrito no
item 2.4.3.1.1. Deve-se ressaltar que devido ao fato de haver uma alta carga de (-
glicosidase no complexo enzimatico utilizado, conforme indicado pela fabricante
(Novozymes) da Cellic®CTec2, considerou-se a simplificacdo de haver somente
inibicAdo competitiva por glicose.

Os resultados foram obtidos através de software “in-house” para compilador
Fortran, onde estd implementado o algoritmo classico de Levenberg Marquardt.

A Figura 4.9 (a), (b), (c) e (d) mostra o ajuste do modelo de Michaelis-Menten
com inibicdo competitiva por glicose para as concentracdes de 2,5; 5,0; 7,5 e 10% de
carga de solidos, respectivamente. A Tabela 4.11, retne os valores mostrados na

Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Ajuste do modelo de MM com inibicdo aos dados experimentais para palha
PTH em diferentes cargas de sélidos (a) 2,5% (b) 5% (c) 7,5% e (d) 10% (Msubstrato/Viotal)-
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Tabela 4.11 — Constante de inibigdo do modelo de MM com inibicdo competitiva por glicose.

Carga de sélidos (% m/v)

Ki

Constante de inibicéo (g.L™?)

2,5
5,0
7,5
10,0

0,59 + 0,09
0,66 + 0,09
0,82 + 0,08
0,78 +0,05

Valores muito pequenos de Ki(préximos de zero) indicam efeitos significativos

de inibicdo. Por outro lado, valores muito grandes de Ki(tendendo ao «) mostram que

o sistema reacional ndo sofre inibicdo pelo produto.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.11 fica claro que em todas

as concentracdes de substrato houve forte inibicdo da enzima pela glicose.
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De maneira geral, pode-se dizer que para o modelo de Chrastil os fatores
limitantes da hidrélise da celulose séo refletidos na constante de resisténcia difusional
(n), ou seja, quanto mais efeitos negativos estiverem ocorrendo no sistema reacional,
menor € a constante. Ja para o modelo de Michaelis-Menten com inibicdo, os efeitos
sao refletidos na constante de inibigéao (Ki).

Ha de se observar que a palha pré-tratada hidrotermicamente apresenta alta
recalcitrdncia, como mostrado anteriormente através dos dados de coeficiente
estrutural de resisténcia difusional. Desta maneira, embora tenha sido possivel ajustar
um modelo de MM pseudo-homogéneo para os dados de hidrélise, uma boa opc¢éo
para sistemas em que h& uma forte resisténcia difusional € utilizar modelos que
considerem reacfes em sistemas heterogéneos, no qual as enzimas estao na fase
liquida, enquanto que a celulose se apresenta na fase sélida. A abordagem mais
adequada, nestes casos, € a de Michaelis-Menten modificado, como descrito no item
2.4.3.1.2 em que as concentracdes de enzima e substrato sdo trocadas na equacgao
de MM.

4.4.1.5 Efeito da concentracao de enzima [E] — MM modificado

Experimentos avaliando a concentracéo de enzima também foram realizados.
Para isso, fixaram-se as seguintes condi¢des: pH 5, 50°C e 200 rpm e 10% de carga
de soélidos (m/v), que corresponde a 64,42 Qgicose potencial.Ltampao?, variando a
concentracdo de enzima em uma faixa de 5 a 80 FPU.gceluiose de Cellic®CTec2
correspondendo a 1,64 a 26,18 genzima.Lsolucao™.

Os resultados obtidos para a velocidade inicial de reacdo em funcédo da
concentracdo de enzima podem ser vistos na Tabela 4.12, sendo plotados na Figura
4.10. A velocidade inicial de reacao pode ser calculada de acordo com o procedimento

descrito no 3.9.1.1.
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Tabela 4.12 - Velocidades iniciais de hidrélise enzimatica da palha PTH para diferentes
concentracoes de enzima.

Concentracao de enzima Velocidades iniciais
(FPU.gcelulose) (gglicoserLsolugaot*min-1)

5 0,052 + 0,001

10 0,080 £ 0,01

15 0,102 + 0,003

20 0,133 £ 0,003

40 0,203 £ 0,003

60 0,252 + 0,002

80 0,254 + 0,008

A velocidade inicial de reacdo aumenta com o0 aumento da concentracdo de
enzima inicial. Entretanto, em altas concentracdes de enzima (>13,1 genzima.Lsolucso™)
0 substrato torna-se limitante, ou seja, ndo ha substrato suficiente para ocupar os
sitios ativos livres da enzima. Este fato explica um aumento da velocidade cada vez
menor, aproximando-se assintoticamente de um maximo.

Parédmetros de MM modificado foram determinados sendo Vemax=0,392
Qglicose* Lsoluggo>*mint e Ke=12,55 giicosepotencialLsolugao™®, sendo a velocidade especifica
de reacdo calculado por k= Vemax/S=0,392/64,42= 0,006 min-t.

Figura 4.10 — Ajuste do modelo de MM modificado aos dados experimentais de velocidades
iniciais de reacdo em fungéo da concentragdo de enzima a pH 5, 50°C, 200 rpm e 10% de
sélidos (m/v) para palha PTH.
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Como observado na Figura 4.10, o modelo se ajustou bem aos dados
experimentais. Esta abordagem de MM permite uma predicdo satisfatéria do
comportamento de hidrolise enzimatica.

Experimentos de longos tempos de duracéo foram realizados com o objetivo
de quantificar o efeito de inibicdo durante a hidrélise enzimatica.

A Figura 4.11 (a), (b), (c) e (d) mostram o ajuste do modelo de Michaelis-
Menten modificado com inibicdo competitiva por glicose para as concentracoes de 2,5;

5,0; 7,5 e 10% de carga de sélidos, respectivamente.

Figura 4.11 — Ajuste do modelo de MM modificado com inibicdo aos dados experimentais
para palha PTH em diferentes cargas de sélidos (a) 2,5% (b) 5% (c) 7,5% e (d) 10%
(msubstrato/ Vtotal) .
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Pode se observar, novamente, o quao importante é o efeito do termo de
inibicdo na representacao da reacédo de hidrolise enzimatica da palha PTH, mas agora

aplicado ao modelo de MM modificado.
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4.4.2 Hidrolise enzimatica da palha de cana-de-acUcar pré-tratada

hidrotermicamente e com NaOH 4%

4.4.2.1 Efeito da concentracdo de substrato [S]

Primeiramente, foi avaliado o efeito da concentracdo de substrato em
experimentos de curta e longa duracdo. A concentracdo de substrato variou de 2,5%
a 10% de carga de solidos, correspondendo a uma glicose potencial de 22,97 a 91,88
Qglicose potencial.Lsolugao™. Manteve-se fixo o pH em 5, temperatura de reacdo de 50°C,
agitacdo 200 rpm e concentragdo volumétrica de enzima de 290 FPU.Lsoucao™. Para
ensaios de longos tempos de duracao utilizou-se uma carga enzimatica maior (828
FPU.Lsolugao?) a fim de garantir que a reacéo de formacéo de produto né&o necessitasse

de tempos muito longos de reacédo para atingir a maxima conversao.

4.4.2.1.1 Estudo das velocidades iniciais de reacao

Para determinar as velocidades iniciais de reacao aliquotas foram coletadas
em tempos curtos de reagéo de hidrélise enzimatica (somente regido linear). A

Tabela 4.13 relne os valores de velocidade inicial para cada concentragéo de
substrato e na Figura 4.12 apresenta-se o ajuste de MM pseudo-homogéneo aos

dados experimentais.

Tabela 4.13 — Velocidades iniciais de hidrélise enzimatica em fungéo da carga de solidos
para a palha PTH e com PTA.

o Velocidades iniciais
Carga de solidos (% m/v) )
(gglicoserLsolugaot*min-1)

2,5 0,053 + 0,006
50 0,066 + 0,001
7,5 0,066 + 0,001
10,0 0,065 + 0,004
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O modelo de MM ajustou-se muito bem aos dados experimentais, obtendo-se
Vmax=0,073 gglicose.L2.mint @ Km=7,91 ggiicosepotencial'Lsolugio™>. Com 0s parametros
cinéticos de MM foi possivel calcular a constante de velocidade k, sendo a
concentracdo volumétrica de atividade enzimatica de 290 FPU-Lsowcio® (1,64

genzima.Lsqugéo'l). O valor encontrado foi k=0,044 min.

Figura 4.12 — Velocidades iniciais de reacdo em funcéo da concentracdo de substrato para
palha PTH e com PTA. Concentracdo volumétrica de enzima enzimética de 290 FPU-Lsoiuczo
!, pH 5, 50°C e agitagdo 200 rpm.
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4.4.2.1.2 Estudo da hidrélise enzimatica em longos tempos de reacao

Experimentos avaliando o efeito da concentracdo de substrato em longos
tempos de reacao foram realizados para fazer uma analise prévia se o modelo de MM
(pseudo-homogéneo) seria realmente uma boa opcdo para toda a faixa de
concentracdes de substrato considerada, devido ao carater heterogéneo do substrato.

Deve-se ressaltar aqui também que, a concentracdo de enzima aumentou de
290 FPU.Lsolucao™® (ensaios de velocidades iniciais de reacdo) para 828 FPU.Lsolugao™
(ensaios de longos tempos de reacao), ou seja, Vmaxaumentou de 0,073 gglicose*Lsolugao™
Lmin-! para 0,208 ggicose’Lsolugao™*-min-t.

A Figura 4.13 mostra os ajustes do modelo de Chrastil aos dados

experimentais obtidos.
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Figura 4.13 — Modelo de Chrastil ajustados aos dados experimentais para palha PTH com
PTA para carga de sdlidos de (a) 2,5% (b) 5% (c) 7,5% e (d) 10% (Msubstrato/Viotal),
concentragdo volumétrica fixa de enzima de 828 FPU.Lsoucao ™t pH 5, 50°C, 200 rpm.
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A Tabela 4.14 retne os parametros obtidos no ajuste do modelo de Chrastil

para cada concentracao de substrato de palha PTH com PTA.

Tabela 4.14 — Parametros do modelo de Chrastil obtidos nos ajustes aos dados
experimentais da hidrélise enzimatica da palha PTH com PTA.

Carga de solidos

k’

Constante de velocidade

n
Constante estrutural de

(% m/v) proporcional ao coef. de A e
difus&o (L.gL.min) resisténcia difusional

2,5 1,36E-04 + 0,30E-04 0,34 £ 0,04

5,0 7,40E-05 * 0,50E-05 0,45 £ 0,02

7,5 4,13E-05 + 0,45E-05 0,40 £ 0,02

10,0 3,52E-05 + 0,48E-05 0,41 + 0,03
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Como se pode observar na Tabela 4.14, o efeito da organizacao espacial dos

atomos no substrato (parametro n) também € bastante significativo para o substrato

submetido ao tratamento alcalino. Com o aumento da concentracdo de substrato a

constante k’ diminui.

A partir dos dados de evolugcéo temporal da concentracdo de glicose em

experimentos de longa duracdo, foi possivel analisar também os efeitos de inibigdo

competitiva pelo produto.

A Figura 4.14 mostra o ajuste do modelo de MM com inibicdo competitiva por

glicose para experimentos de hidrélise com concentracdes de substrato de 2,5 a 10%

de carga de solidos. A Tabela 4.15 sintetiza as informacdes da Figura 4.14.

Figura 4.14 — Ajuste do modelo de MM com inibicdo aos dados experimentais para palha
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Da Tabela 4.15 percebe-se que o efeito do termo de inibicdo € muito
importante ao longo da reacéo. Para a concentracédo de 2,5% o modelo de MM com
inibicdo ndo se ajustou muito bem aos dados, indicando que este modelo néo foi
adequado para essa faixa de concentracao.

Novamente, o0 substrato apresenta alta recalcitrancia, como mostrado através
dos dados de coeficiente estrutural de resisténcia difusional (n). Desta maneira, aqui
também, embora tenha sido possivel ajustar um modelo de MM pseudo-homogéneo
para os dados de hidrélise, uma boa opcdo para sistemas em que ha uma forte
resisténcia difusional € utilizar modelos que considerem reacdes em sistemas

heterogéneos.

Tabela 4.15 — Constante de inibicAdo competitiva por glicose obtida através do ajuste do
modelo de MM, para experimentos de hidrélise enzimatica da palha PTH com PTA.

Carga de solidos (% m/v) Constante der?nibigéo (g.L?)
2,5 1,00 £ 0,16
5,0 0,65 + 0,05
7,5 0,65 = 0,07
10,0 0,71 £ 0,09

4.4.2.2 Efeito da concentracao de enzima [E] — MM modificado

Por fim, realizaram-se experimentos avaliando a carga de enzima. Para isso,
fixaram-se as seguintes condi¢cdes: pH 5, 50°C e 200 rpm e 10% de carga de solidos
(m/v), que corresponde a 91,88 ggiicose potencial. Ltampao™, pH 5, 50°C e 200 rpm, variando
a concentracdo de enzima em uma faixa de 5 a 60 FPU.gceluose™* de Cellic®CTec2
correspondendo a 2,46 a 29,52 genzima.Lsolucao™.

Os resultados obtidos para a velocidade inicial de reagcdo em fungédo da

concentracdo de enzima séo ilustrados na Tabela 4.16 e plotados na Figura 4.15.

109



Tabela 4.16 — Velocidades iniciais de hidrélise enzimatica da palha PTH com PTA para
diferentes concentracbes de enzima.

Concentracao de enzima Velocidades iniciais
(FPU.gcelulose) (gglicoserLsolugao™t*min-t)
5 0,102 + 0,001
10 0,156 + 0,006
15 0,205 = 0,007
20 0,272 £ 0,013
40 0,288 + 0,004
60 0,352 + 0,001

O modelo de MM modificado apresentou boa aderéncia aos dados
experimentais, representando bem os dados experimentais. Os parametros de MM
modificado foram determinados, sendo Vemax=0,437 ggiicose'Lsolucao > mint e Ke=7,93
Qglicosepotencial’Lsolucao™!, sendo a velocidade especifica de reacdo calculado por k=
Vemax/S=0,437/91,88= 0,0047 min-_.

Figura 4.15 — Ajuste do modelo de MM modificado aos dados experimentais de velocidades
iniciais de reacdo em funcdo da concentragcéo de enzima a pH 5, 50°C, 200 rpm e 10% de
sélidos (m/v) para palha PTH e com PTA.
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Em seguida, ajustou-se o modelo de MM modificado com inibicdo aos dados
experimentais obtidos de ensaios de longa duragéo. A Figura 4.16 apresenta o ajuste
do modelo para diferentes concentracdes de substrato.

Para a concentracdo de 2,5% de carga de sélidos, o modelo de MM
modificado com inibicdo apresentou uma constante de inibicao Kitendendo ao infinito.
Desta forma, sugere-se que o modelo de MM modificado sem inibicdo é mais

adequado para concentracdes muito baixas de substrato.

Figura 4.16 — Ajuste do modelo de MM modificado com inibicdo aos dados experimentais
para palha PTH com PTA em diferentes cargas de sélidos (a) 5% (b) 7,5% e (c) 10%.
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4.4.3 Comparacao dos modelos matematicos utilizados

Os modelos mateméticos foram muito UGteis na predicdo de parédmetros
fundamentais envolvidos na hidrélise enzimatica. No entanto, nem todos os modelos
utilizados foram aplicaveis para todas as situacdes estudadas.

111



Para a palha pré-tratada hidrotermicamente foi possivel ajustar tanto o modelo
de Michaelis-Menten pseudo-homogéneo quanto o MM modificado, para ensaios de
longa duracdo. No entanto, fisicamente, 0 meio reacional se aproxima mais de um
sistema heterogéneo do que de um sistema homogéneo, de maneira que o modelo
de MM modificado com inibicdo € o mais aconselhavel.

Para a palha pré-tratada hidrotermicamente seguida de pré-tratamento
alcalino, também foram aplicados os modelos de MM pseudo-homogéneo e
modificado, com inibicdo. Os resultados revelaram que, para concentracées muito
baixas de substrato (2,5% de carga de sélidos) o modelo de MM pseudo-homogéneo
e modificado néo se ajustaram, visto que, para o0 modelo de MM modificado, Kitendeu
ao infinito (sem inibic&do), e que o Ki obtido pelo ajuste do MM classico apresentou
desvio padrdo muito grande, tornando o valor sem preciséo e confiabilidade. Sendo
assim, para esta faixa de concentracdo sugere-se o modelo MM modificado sem
inibic&o.

Por outro lado, para concentracfes de substrato mais elevadas (5-10% m/v)
tanto o modelo de MM pseudo-homogéneo quanto o MM modificado obtiveram boa
aderéncia aos dados, indicando que ambos os modelos podem representar
matematicamente o processo. A palha PTH seguida de PTA se apresentou
susceptivel a efeitos de resisténcia difusional, de modo que assumir um sistema
pseudo-homogéneo € inadequado. Desta forma, aconselha-se utilizar o modelo de
MM modificado com inibicao.

O modelo de Chrastil também foi utilizado no ajuste de ensaios de longa
duracdo para ambas as biomassas pré-tratadas. Ndo se esperava que para
concentracdes baixas de substratos (2,5%) a resisténcia a difusdo se mostrasse mais
alta (parametro n se apresentando ligeiramente mais baixo). Isso provavelmente se
deve ao fato de que os parametros do modelo de Chrastil sdo super correlacionados,
de maneira que qualquer alteracdo no ajuste de um dos parametros afeta
consideravelmente o outro. Desta forma, ndo € aconselhvel utilizar o modelo de
Chrastil para a concentracao de 2,5% de sdlidos.

A Tabela 4.17 retne todos os parametros obtidos nos ajustes do modelo de
MM com e sem inibicdo, pseudo-homogéneo ou modificado para a faixa de 5 a 10%

de carga de sdlidos.
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Tabela 4.17 — Comparacao dos parametros cinéticos de hidrélise enzimética obtidos dos
ajustes do modelo de MM com e sem inibi¢cdo, pseudo-homogéneo ou modificado, para
diferentes substratos com contracdo de 5 a 10% de solidos. Vmaxand Vemax €stdo em g.L-

L min?; Km Ke € Kiem g.L™2.

Modelos
MM MM com MM modificado
Substrato
(pseudo- inibicdo MM modificado com inibicdo
homogéneo) competitiva competitiva
Vemax= 0,39 + 0,02
Vm=0,118 + 0,008
Palha PTH Ki=0,75 £ 0,07 Ke=12,5+1,6 Ki=4,1 £ 0,6
Km=15,34 + 7,33
k= 0,006
Vemax= 0,44 + 0,03
Palha PTH [Vm= 0,208 + 0,004
Ki=0,67 + 0,07 Ke=7,9%£1,6 Ki=8,1+1,5
com PTA Km=7,91 + 2,88
k= 0,005

O pré-tratamento hidrotérmico seguido de pré-tratamento alcalino resultou em

melhora no processo de hidrélise enzimatica, exibindo maiores valores de Vmax,

menores valores de Km e maiores valores de Ki. Valores pequenos de Kn e altos de K;

indicam maior afinidade da enzima com o substrato e menor afinidade com o inibidor.

A Tabela 4.18 apresenta os parametros obtidos no ajuste do modelo de
Chrastil, para a palha PTH e PTH seguida de PTA.

Tabela 4.18 — Parametros do Modelo de Chrastil para a palha PTH e PTH seguida de PA
em concentragGes de substrato de 5 a 10% m/v. k' estd em L.gt.min%; n é adimensional.

Carga de sélidos Modelo de Chrastil
(% mpalha/Viotar) Palha PTH Palha PTH + NaOH 4%
n=0,38 £ 0,04 n= 0,45 £ 0,02
>0 k'= 3,64E-05 + 0,78E-05 k'=7,40E-05 * 0,5E-05
75 n=0,40 + 0,03 n=0,40 + 0,02
k’'= 3,20E-05 + 0,43E-05 | k'=4,13E-05 + 0,45E-05
n= 0,46 =+ 0,03 n=0,41 + 0,03
10.0 k'=2,91E-05 + 0,35E-05 | k’=3,52E-05 + 0,48E-05
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Da Tabela 4.18 percebe-se que para todas as faixas de concentracéo de
substrato a constante de velocidade de reacgéo (k') foi maior para a palha PTH seguida
de PTA. Este comportamento pode ser atribuido ao fato de que ligacbes néo-
produtivas da enzima em lignina possam estar ocorrendo na palha PTH, visto que foi
removido somente 37,46% de lignina com o pré-tratamento hidrotérmico. Por outro
lado, a palha submetida ao pré-tratamento hidrotérmico seguida de pré-tratamento
alcalino apresentou uma remocéao de 91,88% de lignina, fato que se constitui numa
possivel causa para maiores velocidades de reacao.

De maneira geral, a palha PTH com PTA apresentou maiores velocidades de
reagdo, promovendo assim, uma melhora de 15 a 20% na conversao da celulose em

glicose, como pode ser visto na Figura 4.17.

Figura 4.17 — Converséao da celulose em fungéo da concentracéo de substrato para palha
PTH e PTH com PTA.
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Carvalho et al. (2013) estudaram a cinética de reacdo da hidrélise enzimatica
do bagaco de cana-de-acucar explodido a vapor e pré-tratado com H2SO4 1%, ambos
seguidos de deslignificacdo com NaOH 4%. Os autores ajustaram o modelo de
Chrastil aos ensaios de longos tempos de reacdo. Os parametros encontrados pelos
autores estao apresentados na Tabela 4.19.
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Tabela 4.19 — Parametros do modelo de Chrastil obtidos nos ajustes dos ensaios de
hidrélise enzimética de Carvalho et al. (2013).

Carga de Modelo de Chrastil
sélidos Bagaco pré-tratado com H,SO4 + | Bagaco explodido a vapor +
(% Mcelulose/Mtotal) NaOH 4% NaOH 4%
6.54 n= 0,30 £ 0,05 n=0,57 £ 0,05
k'= 4,96E-08 £ 5,94E-08 2,0E-05 + 0,2E-05

Fonte: Carvalho et al., (2013)

Comparando os resultados da Tabela 4.18 com os da Tabela 4.19, é possivel
dizer que o efeito de resisténcia difusional interna é mais pronunciado para o bagaco
pré-tratado com H2SO4 + NaOH 4% (n=0,30). Em seguida, para a palha pré-tratada
hidrotermicamente + NaOH 4% (n=0,40), e por ultimo, para o bagaco explodido a
vapor + NaOH 4% (n=0,57). O pré-tratamento H2SO4 1% seguido de deslignificacédo
com NaOH 4% resultou em uma concentracao residual de lignina significativa (17%),
visto que para as outras duas biomassas a concentracdo de lignina residual foi
aproximadamente 5,5%. J& para o pré-tratamento explosado a vapor, além da remocéo
eficiente de lignina, pode-se ter promovido um maior rompimento das fibras
lignocelulésicas, aumentando a acessibilidade das enzimas a celulose. Perez-Cantu
et al. (2013) compararam a eficiéncia do pré-tratamento hidrotérmico e exploséo a
vapor na etapa de hidrélise enzimética em amostras de palha de centeio. Resultados
muitos semelhantes foram encontrados para ambos os pré-tratamentos, no entanto,
0 pré-tratamento exploséo a vapor apresentou-se com uma ligeira vantagem sobre a

digestibilidade enzimatica.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi realizado um estudo cinético da hidrélise enzimética da
palha de cana-de-acucar (pré-tratada hidrotermicamente seguida ou ndo de pré-
tratamento alcalino) através do qual se péde avaliar a influéncia do pH, temperatura,
agitacao, concentragéo de substrato e enzima.

Os resultados obtidos permitiram identificar as melhores condigbes de
temperatura e pH para o extrato enzimatico empregado. A enzima se mostrou mais
eficiente em pH’s na faixa de 4,5-5,0, sendo pH 5 escolhido como condicao ideal para
0s experimentos subsequentes. J4 para a temperatura, os estudos de velocidades
iniciais de reag&o indicaram um aumento gradual na velocidade de hidrolise com o
aumento da temperatura. No entanto, em experimentos de longa duracdo, houve
efeitos de desnaturacao térmica na temperatura de 60°C, indicando que a temperatura
ideal para reacéo é de 50°C.

Avaliou-se também o efeito da agitacdo na velocidade inicial de reacédo e os
resultados indicaram que na faixa 0 a 200 rpm ocorreu sempre um aumento na
velocidade de reacdo de hidrdlise, indicando que havia resisténcia externa ao
transporte de massa, o qual foi minimizado com o aumento da velocidade de agitagéo.
A partir de 200 rpm, a velocidade de reacgao foi praticamente invariante, sendo esta
selecionada como velocidade 6tima de agitacéao.

Por meio dos estudos do efeito da carga de solidos (2,5 a 10% m/v) e da
concentracdo de enzima (5-80FPU.gcewioset), foi possivel ajustar os modelos de MM
pseudo-homogéneo e modificado para velocidades iniciais de reacdo, onde efeitos de
inibicdo ndo eram tao significativos. Em experimentos de longos tempos de reagéo,
pbde-se determinar as constantes de inibicdo competitiva dos modelos. O modelo de
Chrastil também foi Gtil no estudo cinético, fornecendo informacdes a respeito da
velocidade de reacao e resisténcias difusionais.

Para a concentracdo de 2,5% de palha pré-tratada hidrotermicamente, os
modelos de MM pseudo-homogéneo e modificado, com inibigdo, foram ajustados.
Para a mesma carga de solidos, porém com palha pré-tratada hidrotermicamente
seguida de pré-tratamento alcalino, sugere-se a utilizacdo do modelo MM modificado
sem inibicao.
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O modelo de MM modificado e Chrastil sdo mais apropriados para cargas mais
altas de solidos (5-10% m/v), onde efeitos de inibicdo e sistemas reacionais
recalcitrantes sao consideraveis.

De modo geral, os modelos utilizados permitram a identificacdo de
caracteristicas essenciais (efeitos de inibicdo pelo produto, velocidades de reagéo e
resisténcias difusionais) do processo de hidrélise, podendo ser utilizados para
simulacéo de diferentes estratégias de operacao dos reatores enzimaticos, bem como

em estudos de viabilidade técnica e econdmica dos mesmos.
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