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Um modelo cinético semimecanistico multireacional foi proposto para descrever
a hidrdlise enzimatica da palha de cana-de-agUcar pre-tratada hidrotermicamente. Este
modelo considera uma reacdo homogénea de conversdo de celobiose em glicose e duas
reacOes heterogéneas para a conversdo de celulose a glicose e celulose a celobiose. A
isoterma de Langmuir foi usada para modelar a adsor¢do da enzima no substrato. A
inibicdo competitiva da enzima pelos produtos e a conversdo da hemicelulose em xilose
foram ainda incorporadas no modelo. O software EMSO foi utilizado para estimar os
parametros cinéticos do modelo a partir de dados experimentais para uma condigdo de
referéncia (carregando 15%m/v de sélidos e 10FPU/g-celulose de enzima). O modelo
mostrou ter capacidade de predizer a concentracdo dos produtos da hidrélise (R%>0,93),
mas apresentou alta correlagdo paramétrica. Uma simplificacdo do modelo, baseada nos
fundamentos da cinética enzimatica, reduziu notavelmente a correlacdo entre 0s
parametros sem comprometer a capacidade de predicdo. O modelo simplificado predisse
com boa acurécia o comportamento da hidrélise para a condigdo de referéncia e o efeito
tanto da carga de sélidos como da inibicdo pela carga inicial de agUcares. Entretanto,
algumas limitacGes para descrever o comportamento da hidrolise para altas cargas
enzimaticas (proximas de 60FPU/g-celulose) foram observadas.
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A semimechanistic multi-reactional kinetics model was proposed to describe the
enzymatic hydrolysis of hydrothermal pretreatment sugarcane straw. This model
considers one homogeneous reaction of cellobiose to glucose and two heterogeneous
reactions of cellulose to cellobiose and cellulose to glucose. The Langmuir isotherm
was used to model the enzyme adsorption on the substrate. The competitive enzyme
inhibition by the products and the conversion of hemicellulose to xylose were also
incorporated in the model. The EMSO software was used to estimate the model kinetics
parameters from experimental data for one reference condition (loading 15%w/v of
solids and 10 FPU/g-cellulose of enzyme). The model was found to have the ability to
predict the concentration of hydrolysis products (R%>0.93), but presented high
parametric correlation. A simplified model, based on the fundamentals of enzyme
Kinetics, reduced significantly the correlation between parameters without
compromising the prediction ability. The simplified model predicted with good
accuracy the behavior of hydrolysis for the reference condition and the effect of both
solids loading and inhibition by the initial load of sugars. However, some limitations to
describe the enzymatic hydrolysis behavior for enzymatic loadings as high as 60 FPU/g-

cellulose, were observed.
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NOMENCLATURA

C g/l Concentragéo de celulose

Co g/l Concentragéo inicial de celulose

Es g/l Concentragéo da enzima adsorvida no substrato
Esc g/l Concentracéo de enzima adsorvida na celulose

EgH g/l Concentracédo da enzima adsorvida na hemicelulose
Er g/l Concentragéo de enzima livre

Emax g/kg Capacidade maxima de adsorcdo da enzima no substrato
Er g/l Concentragdo total de enzima

Fog; Funcéo objetivo

G g/l Concentragéo de glicose

G2 g/l Concentragéo de celobiose

H g/l Concentragéo de hemicelulose

Ho g/l Concentragdo inicial de hemicelulose

Ksm g/l Constante de saturacdo do substrato (celobiose)

Kar 1/h Constante da taxa de reagéo

Kad I/g Constante de dissociagédo da adsorgao/desorcéo da enzima
Kiig g/l Constante de inibic&o para glicose (i=1,...,4)

Kiic2 g/l Constante de inibicéo para celobiose (i=1, 2, 4)
Kix g/l Constante de inibigdo para xilose (i=1,...,4)

Kir I/g/h Constante da taxa de reagdo (i=1,2,4)

L g/l Concentragéo de lignina

ri I/g/h Taxa de reagdo (i=1,...,4)

Rs adimensional Reatividade do substrato

S g/l Concentracéo de solidos insolUveis

So g/l Concentrag&o inicial de solidos insoluveis

Si Média do desvio padréo dos dados

X g/l Concentragéo de xilose

Xc (%) Converséo teorica da celulose

X (%) Conversdo teorica da hemicelulose

yie Variavel dependente experimental

yi Variavel dependente predita pelo modelo

Letras gregas

a adimensional Constante da reatividade do substrato com o grau da hidrdlise

Xi



1. INTRODUCAO

Os bicombustiveis ndo sdo um tema novo. Durante a segunda metade do século XIX -
0s primeiros anos da inddstria automobilistica - os bicombustiveis representavam a
principal fonte de energia nos motores de combustéo interna, com o uso do etanol por
Henry Ford e do 6leo de amendoim por Rudolf Diesel. Porém, estes produtos foram
substituidos pela gasolina e o diesel a medida que os combustiveis fésseis se tornaram
abundantes e baratos no inicio do século XX (NOGUEIRA, 2008). Na ultima década, o
interesse mundial pelos biocombustiveis tem crescido baseado na preocupacdo pelo
desenvolvimento de fontes de energia limpas que, além de mitigar os efeitos do
aquecimento global causado pelos gases de efeito estufa, afirmado como uns dos
maiores desafios de nosso tempo (UN, 2012), contribuam & seguranca energética dos

paises, garantindo assim até sua independéncia politica, a liberdade e a paz.

No ano de 2012 o mundo consumiu em torno de 90 milhdes de barris de petrdleo por
dia (Mb/d), liberando aproximadamente 39,7 milhdes de toneladas de CO, a atmosfera.
Ainda assim, é projetado que o consumo aumentara em 20% nos préximos 15 anos (BP,
2014). Especialmente os setores industrial e de transporte ainda dependem fortemente
dos combustiveis fésseis. Segundo a IEA®, o consumo de petrdleo (40,8%), gés (15,5%)
e carvdo (10,1%) constituiram 66,4% do consumo mundial de combustiveis no ano de
2011, enquanto os biocombustiveis tiveram uma participacdo de 12,5% durante o
mesmo ano (IEA, 2013). No Brasil, ja em 2008, o consumo de petréleo e derivados
tinha descido até 37%, enquanto que mais de 16% da energia consumida provinha dos
derivados da cana-de-agucar, ultrapassando a energia hidraulica em importancia na

matriz e assumindo o segundo lugar (UNICA, 2009).

A producdo de etanol no Brasil representou 27% da producdo mundial no ano 2013,
tornando o pais como o segundo maior produtor de etanol depois dos Estados Unidos,
com 57% segundo a RFA? (2014). Dados recentes estimam que a producdo de etanol
chegue a 25,77 bilhGes de litros durante a safra 2013/2014; desses, 11,37 bilhdes de

1 |EA: International Energy Agency
2 RFA: Renewable Fuels Association



litros correspondem a etanol anidro e 14,40 bilhdes de litros a etanol hidratado, o que
representa um acréscimo na producdo de 15,35% e 4,45%, respectivamente, para cada
tipo de etanol, quando comparados com a producdo de etanol da safra anterior
(CONAB?, 2013).

No Brasil, misturas etanol-gasolina sdo utilizadas desde 1938. Com a implantacdo do
programa Prodlcool de substituicdo em larga escala dos derivados do petréleo em 1975,
a producdo de etanol se estimulada, ampliando o uso de etanol anidro misturado a
gasolina. Em 1979, os altos precos do petréleo viabilizaram a entrada dos veiculos
movidos a etanol hidratado, que chegaram a representar 95% dos veiculos leves
produzidos. Durante a década de 90, a gasolina recuperou rapidamente espaco com a
queda dos precos do petroleo e, neste mesmo periodo, 0s incentivos ao G&s Natural
Veicular (GNV) levaram a migracdo de uma significativa parcela da frota de carros das
capitais para o uso desse combustivel. O Prodlcool surgiu de novo em 2005
potencializado pela introducdo em 2003 dos veiculos bicombustiveis (Flex), que
representam mais de 90% dos veiculos comercializados no pais (UNICA, 2009).

Quase 40 anos de pesquisa e desenvolvimento de tecnologias para a produgéo de etanol
de cana-de-agUcar tém tornado o Brasil o pais com os menores custos de producédo, o
maior exportador e o segundo maior produtor de etanol de primeira geracéo® (NYKO et
al., 2010). Apesar dessas vantagens, 0s biocombustiveis de primeira geracdo tém
recebido criticas relacionadas ao esgotamento da produtividade das rotas de conversao
tradicionais®, e aos potenciais conflitos pela utilizacdo da terra, o que implicaria maior
pressdo sobre a reserva das coberturas florestais nativas e inflagdo no preco de
alimentos. Estes fatores, somados a crescente demanda mundial de energia e a
dependéncia da matriz energética mundial do petroleo, que é um recurso finito e
poluente que se concentra em regides cuja instabilidade politica é transferida aos precos
do produto, fazem com que os biocombustiveis de segunda geracéo® constituam uma

alternativa mais sustentavel.

3 CONAB: Companhia Nacional de Abastecimento

4 Os biocombustiveis de primeira geragado (ou convencionais) sdo aqueles produzidos a partir de fontes
agricolas primarias como biodiesel de oleaginosas e etanol de milho ou de cana-de-aclcar (NYKO et al., 2010).
5 Nogueira (2008) afirma que a eficiéncia da rota tecnolégica empregada atualmente no setor sucro-energético
esta esgotada. E mesmo que consiga avancar, o aumento de produtividade esta limitado ao maximo de 4%,
enqguanto as estimativas de ganho de produtividade das novas rotas de conversao sao no minimo de 50%.

6 Para fins deste trabalho, considera-se biocombustiveis de segunda geracao aqueles obtidos a partir de
biomassa lignocelulésica.



A conversdo da biomassa lignocelulésica para a producgdo do etanol de segunda geracao
envolve quatro etapas basicas: (1) pré-tratamento; (2) hidrélise dos polissacarideos
presentes no substrato; (3) fermentacdo dos aglcares a etanol; e (4) recuperacdo do
etanol por destilagdo. A producdo de agucar a partir da celulose é a etapa mais
desafiante deste processo de conversdo. Muitos modelos cinéticos tém sido
desenvolvidos para a hidrélise enzimética da celulose e da biomassa lignoceluldsica a
glicose e celobiose (GAN et al., 2003; ZHANG e LYND, 2004; BANSAL et al., 2009).
Um dos objetivos destes modelos € compreender melhor o complexo processo
bioguimico através de uma estrutura matematica que ajuste adequadamente os dados
experimentais (HODGE et al., 2009). A hidrolise enziméatica oferece vantagens sobre
outras rotas de conversdo quimica de alto rendimento (e.g. hidrolise &cida), incluindo:
formacdo minima de subprodutos, menores requerimentos de energia e condi¢des de
operacgédo brandas (pH: 4.8 e T: 45-50°C) (WALD et al., 1984, SUN e CHENG, 2002,
2005; SARKAR et al., 2012). Porém, o alto custo das enzimas (KADAM et al., 2004;
ZHENG, 2007), a baixa taxa de reacdo (HAHN-HAGERDAL et al., 2006) e a
dificuldade de operar em alta concentracdo de sélidos (>12%) (HODGE et al., 2009)
sdo as principais barreiras para a comercializacdo do bioetanol de segunda geragéo
(ZHENG, 2007). Contudo, hoje a capacidade instalada para a producdo de etanol
celulésico via hidrélise enzimatica, supera os 40 e 400 milhGes de galdes/ano, na Unido
Europeia e nos Estados Unidos, respectivamente (NYKO et al., 2010; AEC’, 2013),
sem contabilizar as unidades de demonstracdo asiaticas, canadenses e brasileiras
(MONOT e POROT, 2013).

No Brasil existem importantes instituigdes trabalhando no desenvolvimento e avaliagcdo
de novas tecnologias para a producdo do etanol de segunda geragdo (NYKO et al.,
2010); como por exemplo, o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), o Laboratério
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), a Novozymes e a
PETROBRAS, entre outros; que trabalham em parceria com importantes universidades
do pais. Nesse contexto, este trabalho faz parte desses esforcos conjuntos por
compreender e avaliar a cinética da hidrolise enzimética de substratos lignoceluldsicos
de interesse nacional como a palha de cana-de-agucar (PCA), visando desenvolver um

modelo que descreva o comportamento da hidrdlise em alta concentracdo de sélidos e

7 AEC: Advanced Ethanol Council



permita realizar avaliagGes técnicas e econdémicas do processo de producdo de etanol de
segunda geracdo, atraves do uso das ferramentas disponiveis de simulacéo e otimizacdo

de processos.

Este trabalho encontra-se dividido em cinco capitulos, comegando por esta introdugdo
no Capitulo 1. No Capitulo 2, é apresentada uma revisao bibliogréafica relacionada com
a biomassa lignocelulésica, a palha da cana-de-aglcar, os tipos de pré-tratamento,
discutindo principalmente sobre o pré-tratamento hidrotermico; a hidrdlise enzimatica,
seus desafios e os tipos de modelos existentes na literatura, assim como uma discussdo
das vantagens e limitagdes da hidrélise em alta concentracéo de solidos. No Capitulo 3
sdo descritos brevemente os materiais e métodos empregados no desenvolvimento
experimental do trabalho, a formulagéo proposta para a modelagem e a metodologia
computacional empregada para a estimacdo dos parametros do modelo. O Capitulo 4
apresenta uma discussdo e analise dos dados da hidrolise obtidos em laboratério. Os
resultados e discusséo, tanto da estimagdo dos parametros, como da avaliagcdo das
predi¢cdes do modelo usando simulacéo, também séo incluidos neste capitulo. Por fim,
no Capitulo 5, sdo expostas as principais conclusdes e sugestdes do trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COMPOSICAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Os materiais lignocelulésicos sdo os mais abundantes do mundo (50% da biomassa
terrestre aproximadamente) e estdo compostos por polissacarideos, celulose (40%-60%)
e hemicelulose (20%-40%), associadas a uma estrutura macromolecular que contém
substancias aromaticas chamada lignina (15%-25%) (PEREIRA Jr. et al., 2008). Nas
plantas, as cadeias lineares de celulose promovem a rigidez, a lignina atua como
barreira fisica contra o ataque dos microrganismos e agua, e a hemicelulose proporciona
a ligacdo entre a celulose e a lignina formando uma complexa rede fibrosa. Assim, os
dois maiores obstaculos a hidrélise da celulose dos materiais lignocelulésicos sdo a
recalcitrancia da celulose cristalina (proveniente da estrutura linear das cadeias de
celulose compactadas em microfibrilas) e a alta protecdo que a lignina oferece a
estrutura celulésica, servindo de defesa ao ataque das enzimas hidroliticas. A Figura 2.1

apresenta um esquema dos principais constituintes dos materiais lignocelulésicos.
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Figura 2.1. Esquema da celulose, hemicelulose e lignina na parede celular das plantas
(Adaptado de RUBIN, 2008)
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2.1.1 Celulose

A celulose € o principal componente da biomassa lignoceluldsica. A celulose é um
polissacarideo, um polimero de D-glicopiranose (glicose) que forma cadeias com
ligagdes do tipo B-D (1,4) glicosidicas de formula geral (C¢H10Os)n. Este polimero
natural mantém uma estrutura plana e linear cuja unidade repetitiva é a celobiose
(Figura 2.2). Na celulose as cadeias de glicose estdo alinhadas formando fibrilas
elementares. Conjuntos destas fibrilas formam microfibrilas. As regides altamente
ordenadas dentro das microfibrilas sdo chamadas "cristalinas”, as regides menos
ordenadas sdo chamadas "amorfas”. As ligacOes de hidrogénio que unem as fibrilas
elementares proporcionam coletivamente uma grande forca de ligacdo que incrementa a
resisténcia da glicose ao ataque da hidrélise. A Figura 2.3 apresenta diferentes visdes da

distribuicdo da celulose cristalina e amorfa nas microfibrilas.
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Figura 2.2. Estrutura quimica da celulose
(Adaptado de FENGEL e WEGENER, 1989 apud RABELO, 2010)
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T Regido cristalina
Regidao amorfa
Figura 2.3. Dos diferentes distribuicdes sugeridas da celulose amorfa e cristalina nas
microfibrilas. A: Celulose cristalina esta no centro da microfibrila e é envolta pela
regido amorfa. B: As regi0es cristalinas e amorfas sdo repetidas ao longo da dimensao
horizontal (Adaptado de ANDERSEN, 2007)



2.1.2 Hemicelulose

Hemicelulose é o segundo material organico renovavel mais abundante na terra depois
da celulose. As hemiceluloses (também chamadas polioses) sdo polimeros heterogéneos
ramificados e, portanto, ndo apresentam regides cristalinas, assim, sdo mais soliveis e

mais suscetiveis a hidrolise quimica (PEREIRA Jr. et al., 2008).

As unidades de agucar que formam as hemiceluloses podem ser divididas em grupos,
tais como pentoses, hexoses, &cidos hexourdnicos e desoxi-hexoses (Figura 2.4). As
hemiceluloses apresentam-se na forma de homopolimeros como a xilana formada por
xiloses; ou heteropolimeros como a glico-manana, formada por glicose e manose. As
madeiras moles (coniferas) apresentam maior proporcéo de galactoglico-mananas (16-
27%) do que de xilanas, enquanto as madeiras duras (folhosas) sdo ricas em Xxilanas
(20%-37%) (McMILLAN, 1994).
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Figura 2.4. Estrutura quimica dos monossacarideos que formam hemiceluloses
(Adaptado de FENGEL e WEGENER, 1989 apud RABELO, 2010)

A Tabela 2.1 a seguir, resume as principais diferencas entre celulose e hemicelulose. O
entendimento destas caracteristicas é fundamental na definicdo de estratégias para o
aproveitamento dos materiais lignocelulésicos como matéria-prima na producdo de

etanol e outros quimicos.



Tabela 2.1. Principais diferencas entre celulose e hemicelulose
(Adaptado de PEREIRA Jr. et al., 2008)

Celulose

Hemicelulose

Formada por unidades de glicose ligadas

Alto grau de polimerizacdo (2000-18000)
Forma arranjo fibroso

Apresenta regides cristalinas e amorfas

E atacada lentamente por &cido
inorganico diluido a quente

E insoluvel em alcalis

Formada por vérias unidades de pentoses
e hexoses

Baixo grau de polimerizacdo (50-300)
Né&o forma arranjo fibroso
Apresenta so regides amorfas
E atacada rapidamente
inorganico diluido a quente
E soltivel em alcalis

por &cido

2.1.3 Lignina

A lignina é a macromolécula organica mais complexa e menos caracterizada na
biomassa lignoceluldsica. A lignina confere rigidez a parede celular das plantas. Além
disso, protege a planta de infecgGes patogénicas e serve no transporte interno de agua,
nutrientes e metabdlitos. A lignina é composta por unidades de p-propilfenol com
substituintes metoxi no anel aromatico entre estas unidades existe principalmente
ligagbes tipo éter. A lignina apresenta uma estrutura complexa formada por
polimerizagdo de trés diferentes monbémeros: (i) alcool p-cumarilico; (ii) alcool
coniferilico; (iii) alcool sinapilico (Figura 2.5). A lignina representa de 20%-30% da
massa total do material lignoceluldsico e retém 50% mais carbono do que a celulose
(PEREIRA Jr. et al., 2008).

OH OH OH
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coniferilico sinapilico cumarilico

Figura 2.5. Precursores primarios na formacéo da lignina
(Adaptado de FENGEL e WEGENER, 1989 apud RABELO, 2010)

Na hidrélise dos materiais lignocelul6sicos, a lignina € um composto indesejavel que
deve ser eliminado usando tratamentos quimicos. Além de ser uma barreira fisica para

as enzimas, as celulases podem ser irreversivelmente ligadas a lignina, aumentando a
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quantidade de enzima necessaria para a hidrolise, e dificultando também a recuperacédo
das enzimas apds da hidrélise (ZHENG, 2007).

Além da celulose, hemicelulose e lignina, os materiais lignoceluldsicos contém outros
componentes em menor grau, tais como resinas, taninos, acidos graxos, etc. Compostos
de nitrogénio na forma de proteinas também sdo encontrados em pequenas quantidades.
Alguns sais de calcio, potassio e magnésio sdo 0s mais frequentes (PEREIRA Jr. et al.,
2008).

2.2 APALHA DE CANA-DE-ACUCAR

A palha de cana-de-acticar (PCA) é um residuo agroindustrial gerado a partir do
desfolhamento da cana durante a colheita sem contar os colmos industrializaveis. Como
toda biomassa vegetal, é constituida principalmente por celulose, hemicelulose e lignina
nas proporc¢des apresentadas na Tabela 2.2. Sua composicao é semelhante & composigdo
referida na literatura para o bagaco de cana (CANILHA et al., 2011), o que situa a palha
entre as matérias-primas renovaveis com o maior potencial para a producdo de etanol

lignocelulésico.

Tabela 2.2 Composicdo (%om/m, base seca) da PCA in natura referida na literatura

Componente Moriya Silva Moutta Oliveira Bayona  Souza e Cruz*
(2007) (2009) (2009) (2010) (2012) (2013)
Celulose 36,10 38,10 40,84 39,80 34,43 38,80
Hemicelulose 28,30 29,20 30,79 28,60 23,61 31,60
Lignina total 26,20 24,20 25,80 22,50 24,09 20,20
Cinzas 2,10 2,40 2,56 2,40 9,61 2,50
Extrativos 5,20 5,90 n.d 6,20 7,67 6,20
Total (%) 97,90 99,80 100,00 99,50 99,41 99,30

* Usada neste estudo; n.d: Nao determinado

Até ha poucos anos, a palha era queimada para ser removida do colmo facilitando a
colheita manual e diminuindo o risco de cortes pelas folhas afiadas e picaduras de
animais. No entanto, essa pratica causa sérios problemas ambientais, prejudica a
reincorporacdo dos nutrientes ao solo, reduz os acUcares redutores totais (ART)
presentes na cana e pode causar até acidentes rodoviarios (OLIVEIRA, 2010). A



eliminacdo gradativa da queima de cana-de-aclcar em 20 anos tem sido estabelecida
com o Decreto Federal 2.661/98 o que representa uma maior disponibilidade de PCA

para a producéo de etanol de segunda geracdo (SANTOS et al., 2012).

Segundo cifras recentes, na safra 2013/2014 a produtividade média da cana no Brasil foi
de 73,5 t/ha (CONABS®, 2013). Cada tonelada de cana moida pode gerar até 140 kg de
palha em base seca (SAAD et al., 2008), o que equivale a 10,2 toneladas de PCA por
hectare. Considera-se que s6 a metade da palha estd disponivel para a producdo de
etanol, seja porque uma parte dela é usada para gerar energia ou é deixada no canavial
para ndo comprometer as caracteristicas do solo. Considerando também um rendimento
de 50% no pré-tratamento para obter uma palha pré-tratada com 60% de celulose, e
rendimentos de 50% nas etapas subsequentes tanto de hidrolise quanto de fermentacéo,
é possivel produzir 554 I/ha de etanol a partir s6 da PCA, representando um aumento na
producdo de etanol préximo de 20% em relagdo & producéo atual® de 2898 I/ha. Se o
bagaco também fosse considerado, este valor poderia ser duplicado sem necessidade de

expansao da area cultivada.

2.3 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Basicamente, como é apresentado na Figura 2.6, 0 pré-tratamento visa remover a lignina
e a hemicelulose da biomassa, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a
porosidade do material para melhorar o acesso das enzimas a celulose e assim aumentar
a conversdo dos polissacarideos em acgucares fermentaveis (MOSIER et al., 2005).
Além disso, o pré-tratamento deve garantir a formacdo de acUcares diretamente ou na
seguinte etapa de hidrdlise; evitar a perda e/ou degradagdo dos acucares formados;
limitar a formacdo de co-produtos inibidores; reduzir a demanda de energia e minimizar
0s custos (SUN e CHENG, 2002; AGBOR et al., 2011).

8CONAB: Companhia Nacional de Abastecimento.

9Segundo a CONAB (2013) a producéo estimada de etanol para a safra 2013/2014 € de 25,77 bilhdes de
litros e a area cultivada, colhida e destinada a atividade sucroalcooleira no mesmo periodo esta estimada em
8893 mil ha.
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Figura 2.6. Esquema do objetivo do pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos
(Adaptado de MOSIER et al., 2005)

O pré-tratamento (também chamado de pré-hidrélise ou auto-hidrélise) geralmente é
classificado como pré-tratamento fisico, quimico, bioldgico ou uma combinagéo destes.
Vaérias revisdes tém sido publicadas descrevendo e comparando os melhores pré-
tratamentos para diferentes materiais lignocelulésicos (FAN et al., 1982; McMILLAN,
1994; SUN e CHENG, 2002; MOSIER et al., 2005; SANCHEZ e CARDONA, 2008;
ALVIRA et al., 2009, AGBOR et al., 2011). A Tabela 2.3 apresenta um resumo dos

principais tipos de pré-tratamento utilizados.

Vaérios tipos de pré-tratamento tém sido testados para o bagaco de cana-de-acgUcar
(CARDONA et al., 2010). Recentemente no Brasil tém sido avaliados pré-tratamentos
alcalinos, utilizando peroxido de hidrogénio (GARCIA, 2009; RAVELO, 2007) e
hidroxido de célcio (GARZON, 2009; RAVELO, 2010); pré-tratamentos acidos
utilizando &cido sulfarico e &cido fosforico diluido (GOMEZ, 2010; CANILHA et al.,
2011) e combinacdo destes pré-tratamentos, &cido diluido e alcalino, com exploséo a
vapor incluindo uma etapa de deslignificacdo alcalina com soda (CARVALHO, 2011)
ou amdnia (CARLY, 2011). Pré-tratamentos alcalinos (BAYONA, 2012), combinados
(OLIVEIRA, 2010) e hidrotérmicos (SOUZA e CRUZ, 2013) tém sido avaliados
também para a palha da cana-de-agucar.
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Tabela 2.3. Técnicas utilizadas no pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica
(Adaptado de ANDERSEN, 2007)

Pré-tratamentos Fisicos Pré-tratamentos Quimicos

Cominuicdo Mecanica Acido (Concentrado ou Diluido)

Moagem de bola Acido sulfurico

Moagem de rolo duplo Acido cloridrico

Moagem de martelo Acido fosforico

Moagem de coloide Alcalino

Moagem por vibragdo (Vibro energy Hidroxido de sddio (potassio, calcio, amonia)

milling) Amonia

Sulfito de amodnio

Alta Temperatura Agentes Oxidantes

Pirdlise Ozonolise

Exploséo de vapor Perdxido de hidrogénio

Termohidrolise (LHW: Liquid Hot Water)  Gas
Dioxido de cloro

Radiagdo de Alta Energia Diéxido de nitrogénio
Raios de elétrons Didxido de enxofre
Raios Gamma (y) Solventes da Celulose
Micro-ondas Cadoxen (etilenodiamina e 4gua)
CMCS
Extruséo Solventes de Extragéo da Lignina
Expansdo Extragéo etanol-agua

Extracdo benzeno-etanol

Extracao etileno-glicol

Extracdo butanol-agua
Deslignificacdo Oxidativa
Processo Organosolv
Liquidos 16nicos (ILs)

Pré-tratamentos Fisico-Quimicos Pré-tratamentos Biologicos
Exploséo de Vapor Catalisada Fungos Filamentosos
AFEX (Ammonia Fibre Explosion) Fungo marrom (ataca a celulose)
Exploséo de CO; Piptoprus betulinus
Extracdo com Fluidos Supercriticos (SCF) Laetiporus sulphureus

Trametes quercina
Fomitopsis pinicola
Gloephyllum saepiarium

Fungo branco (ataca a lignina e a celulose)
Formes fomentarius
Phellinus igniarius
Ganoderma appalanatum
Amillaria mellea
Pleurotus ostreatus

Fungo vermelho (ataca a lignina e a celulose)
Formitopsis annos

Bactérias

Nenhum pré-tratamento é totalmente melhor que outro, e sua implementacdo depende
da natureza do material lignocelulésico e da aplicagdo do material hidrolisado. As
vantagens e desvantagens comparativas entre os pré-tratamentos envolvem Vvarios
fatores como: rendimento, consumo de energia, formagdo de inibidores toxicos,

corrosdo de equipamentos, custo e dificuldade de recuperacdo do solvente, precos de
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reagentes ou enzimas, desenvolvimento comercial, necessidade de processos adicionais
de desintoxicacdo, etc. E sua escolha € baseada em critérios tanto técnicos quanto
econdmicos j& que o pré-tratamento é uma das etapas mais custosas na produgdo de
etanol celulésico (LYND, 1996a; EGGEMAN e ELANDER, 2005; TAO et al., 2011;
KUMAR e MURTHY, 2011).

2.3.1 Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico, termohidrélise ou LHW (Liquid Hot Water) usa agua
entre 150°C - 230°C, como liquido ou como vapor, para provocar alteragdes na estrutura

da biomassa e hidrolisar seletivamente as hemiceluloses (GIRIO et al., 2010).

Com relacdo ao pré-tratamento 4&cido, o pré-tratamento hidrotérmico reduz a
necessidade de produtos quimicos para neutralizacdo de residuos no hidrolisado,
apresenta baixa corrosao do reator, e reduz a necessidade de diminuigéo de tamanho da
biomassa uma vez que as particulas lignoceluldsicas se quebram na agua. Além disso, o
pré-tratamento hidrotérmico favorece a digestibilidade da celulose, apresenta alto
rendimento em agUcar a partir da hemicelulose e seu hidrolisado é fermentével a etanol
(LYND et al., 1996b; VAN WALSUM et al., 1996).

No pré-tratamento hidrotérmico, a alta temperatura produz a auto-ionizagdo da agua,
gerando ions hidrénio que atuam como catalisadores na quebra das ligacBes éter
heterociclico da hemicelulose, provocando tanto a geracdo de oligossacarideos quanto a
separagdo de grupos acetila. Logo, ions hidronio gerados pela auto-ionizacdo do acido
acético e de outros &cidos como o acido urénico, também atuam como catalisadores na
degradacdo dos polissacarideos (GARROTE et al., 1999; MOSIER et al., 2005). A
formacdo destes ions é mais importante que aqueles da agua que estdo limitados as
etapas iniciais da reacdo (GARROTE et al., 1999).

Dependendo das condi¢cbes de operacdo, os polissacarideos (principalmente
hemiceluloses) sdo despolimerizados a oligdmeros e monémeros, e 0s aglcares
correspondentes (pentoses e hexoses) podem ser desidratados, respectivamente, para
furfural e hidroximetilfurfural. Estes aldeidos sdo inibidores da fermentacdo (MOSIER
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et al., 2005). FracGes de celulose e lignina também podem ser parcialmente hidrolisadas
na presenca de 4gua (GARROTE et al., 1999).

O pré-tratamento hidrotérmico tem sido avaliado para diferentes materiais
lignocelulésicos como fibra de milho (ALLEN et al., 2001), residuos da extragdo do
6leo (BALLESTEROS et al., 2002) e da poda das oliveiras (CARA et al., 2007),
residuos da palha de trigo (RUIZ et al., 2010), palha de colza (DIAZ et al., 2010) e para
diferentes aplicagbes do bagaco de cana-de-agucar, como: alimento para gado
(FONTANA et al., 1995), producdo de xarope de xilose (SASKA e OZER, 1995),
producdo de xilitol apds a purificacdo e hidrogenacdo da xilose (BOUSSARSAR et al.,
2009), producéo de produtos de polpa e papel (ALLEN et al., 1996) e etanol (ALLEN
et al., 1996; VAN WALSUM et al., 1996; LASER et al., 2002).

Van Walsum et al. (1996) usaram LHW (220°C, 5MPa, 2 min) para pré-tratar bagaco de
cana-de-agUcar sem cominuigdo, atingindo conversdes de etanol de 90% usando
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) e carga de enzimas entre 15-30 FPU/g.
Os hidrolisados do pré-tratamento mostraram uma ligeira inibicdo do crescimento da

levedura S. cerevisiae.

Allen et al. (1996) também pré-trataram o bagaco e as folhas da cana-de-aglcar sem
reducdo do tamanho usando agua liquida comprimida a altas temperaturas (190-230°C)
e imersdes rapidas (45 s a 4 min). Mais de 50% da biomassa foi solubilizada (toda a
hemicelulose e mais de 60% da lignina insoltvel em &cido), recuperando mais de 80%
da hemicelulose como aglcar monomérico com menos de 5% de formacédo de furfural.
O rendimento do residuo lignoceluldsico ndo foi afetado pelas diferencas no material
(bagaco ou folhas), nem pelo teor de umidade (8-50%).

Laser et al. (2002) comparam o pré-tratamento LHW com pré-tratamentos de vapor em
uma faixa de temperatura entre 170°C-230°C, carga de solidos entre 1%-8% (m/m) e
tempo entre 1min e 46min, encontrando uma maior recuperacdo de xilanas (>80%),
conversdes >80% usando SSF e minima inibi¢do da glicose durante a fermentagdo para

0 pré-tratamento hidrotérmico.
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Recentemente, Souza e Cruz (2013) pré-trataram a palha da cana-de-agucar a 195°C por
10 min, alcangando uma remogéo de hemicelulose de 87% e uma converséo de etanol

de 84% com uma carga enzimética de 10 FPU/g e tempo de hidrélise de 72 h.

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Apos o pré-tratamento, a biomassa é sacarificada pela agdo de enzimas (celulases)
altamente especificas que reduzem os complexos carboidratos em acucares evitando a
degradacdo da glicose (BALAT, 2011). A hidrolise enzimatica € preferida & hidrolise
acida, porque requer menos energia, ndo apresenta problemas de corrosdo e é conduzida
em condi¢Oes brandas (pH: 4,8 e T: 45-50°C) (SUN e CHENG, 2002; SARKAR et al.,
2012).

As celulases sdo produzidas por fungos ou bactérias que podem ser aerébicos ou
anaerobicos, mes6filos ou terméfilos'®. As bactérias pertencentes as espécies
Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes,
Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e Streptomyces, produzem celulases (SUN e
CHENG, 2002). Embora vérias bactérias celuloliticas, especialmente anaerdbias
(Clostridium thermocellum e Bacteroides cellulosolvens), produzem celulases de alta
atividade especifica, elas ndo produzem muitas enzimas. Além disso, as bactérias
anaerobias tém crescimento muito baixo e necessitam de condigdes anaerdbias para seu
crescimento assim, as pesquisas para a producdo industrial de enzimas tém-se focado
sobre os fungos Sclerotium rolfsii, P. chrysosporium e as espécies Trichoderma,
Aspergillus, Schizophyllum e Penicillium (SUN e CHENG, 2002). Entre elas, a mais
estudada é a Trichoderma, que produz pelo menos duas celobiohidrolases, cinco
endoglucanases e trés endoxilanases. Porém, a Trichoderma carece de B-glicosidase,
pelo que é complementada com a Aspergillus (SARKAR, et al., 2012). Lynd et al.
(2002) oferecem uma descrigdo completa dos fundamentos biolégicos e técnicos da
aplicacdo das celulases na hidrolise da biomassa celulosica.

10 Os microrganismos podem ser agrupados, de acordo com a faixa de temperatura para seu crescimento:
Psicréfilos (0-25°C), Meséfilos (20-45°C), Terméfilos (20-70°C), Hiperterméfilos (82-110°C). Fonte: Escola de
biologia da Universidade de Edimburgo <http://www.biology.ed.ac.uk/archive/jdeacon/microbes/thermo.htm>.
Acesso em: 28 de novembro de 2013.
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As celulases sdo uma mistura de enzimas, onde pelo menos trés grupos principais estao
envolvidos na hidrdlise: (1) Endoglicanases (EG, endo-1,4-B-D-glicanases, ou EC
3.2.1.4), que quebram aleatoriamente sitios internos e amorfos (ou de baixa
cristalinidade) da cadeia polissacaridica da celulose, gerando oligossacarideos de varios
comprimentos e, portanto, novos extremos de cadeia. (2) Exoglicanases ou
celobiohidrolases (CBHI, exo-1,4-B-D-glicosidase, EC. 3.2.1.74 conhecidas como
celudextrinases e as CBHII, exo-1,4-B-D-glicanases, EC. 3.2.1.91), que atuam sobre as
extremidades redutoras e ndo redutoras, da cadeia de polissacarideos de celulose,
liberando tanto glicose (CBHI) quanto celobiose (CBHII) como produtos principais.
Estas enzimas sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrolise (glicose e celobiose). (3) B-
glicosidases (BG, celobiases ou EC. 3.2.1.21), que hidrolisam as celudextrinas soliveis
e a celobiose em glicose (LYND et al., 2002), e também sofrem inibi¢do pelo produto
da hidrolise (FAN e LEE, 1983). A Figura 2.7 apresenta um esquema da hidrolise da

celulose pela agdo das celulases.

\ -
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Figura 2.7. Representacdo esquematica da hidrdlise da celulose pela acdo das celulases.
Os quadradinhos preenchidos representam os terminais redutores e 0s ndo preenchidos
0s terminais ndo redutores (Adaptado de LYND et al., 2002)

E reportado que quando as celulases atuam coletivamente apresentam um rendimento
maior que a soma de seus rendimentos individuais, este fendmeno é chamado sinergia
(LYND et al., 2002). Pelo menos trés tipos de sinergia atuam durante a hidrdlise: (1)
Sinergia endo-exo entre as endoglicanases e exoglicanases. E a sinergia mais estudada
e a mais importante na hidrolise da celulose cristalina (ZHANG e LYND, 2004). Aqui
as endoglicanases atuam sobre a regido amorfa para prover terminais redutores e nédo
redutores para a acdo das CBHI e CBHII, respectivamente (PEREIRA Jr. et al., 2008).
(2) Sinergia exo-exo. Onde as exoglicanases (CBHI e CBHII) atuam simultaneamente
na hidrélise dos terminais redutores e nao redutores liberados pelas endoglicanases. (3)
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Sinergia exo-BG. Onde as B-glicosidases convertem a celobiose (e celodextrinas)
liberada pelas exoglicanases em glicose (LYND et al., 2002).

A hidrélise da celulose pelas celulases € uma reacdo heterogénea que envolve mais
etapas que uma cinética enzimatica classica (WALKER e WILSON, 1991; BANSAL et
al., 2009): (1) difusdo das enzimas desde o seio do fluido a superficie do substrato
solido; (2) adsorcdo das celulases e formacdo do complexo enzima-substrato; (3)
hidrolise das ligagdes B-glicosidicas com deslizamento da enzima ao longo da cadeia
celulésica; (4) transferéncia das celodextrinas, glicose e celobiose da superficie do
substrato até o seio da fase aquosa; (5) hidrdlise da celobiose a glicose pelas B-
glicosidases. Estas etapas sdo influenciadas pelas caracteristicas estruturais do substrato
(que podem mudar ao longo da hidrdlise), a natureza das celulases utilizadas e a
suscetibilidade das enzimas a inibicdo pelo produto (FAN e LEE, 1983; GAN et al.,
2003; BEZERRA e DIAS, 2004, 2005).

2.5 MODELAGEM MATEMATICA DA HIDROLISE ENZIMATICA

A modelagem matematica da hidrolise enzimatica de materiais lignocelulésicos é um
tema desafiante na engenharia e este fato é refletido no grande niumero de modelos
propostos (BANSAL et al., 2009). Na hidrolise enzimatica ocorrem reacbes de
multiplos estagios em um sistema heterogéneo onde a celulose insollvel é inicialmente
degradada na interface solido-liquido pela agdo sinérgica do conjunto de enzimas
endoglicanases (EG) e exo-glicanases/celobiohidrolases (CBH"s). A degradacéo inicial
é acompanhada da hidrélise na fase liquida dos produtos intermediarios solaveis
(celobiose e cadeias curtas de oligossacarideos) que sdo convertidos em glicose pelas -
glicosidases (BG) (ZHANG e LYND, 2004).

Em geral, a hidrolise depende das caracteristicas das enzimas como: (1) adsorcdo da
enzima no substrato, (2) inibicdo competitiva ou ndo competitiva pelo produto final, (3)
sinergismo e (4) limitagdes da transferéncia de massa que afetam o transporte da enzima
para o substrato. A hidrolise é também afetada pelas caracteristicas do substrato como:
(1) composicédo e distribuicdo dos componentes do substrato (lignina, hemicelulose,
proteinas e gorduras), (2) tamanho de particula e (3) a cristalinidade (BROWN et al.,
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2010). Na Tabela 2.4 sdo resumidas as consequéncias de cada um dos fatores que

afetam a hidrolise enzimatica.

Tabela 2.4. Principais fatores que influenciam a hidrélise enzimatica da celulose e suas
consequéncias na hidrolise e na modelagem do processo
(Adaptado de ANDERSEN, 2007)

Consequéncias

Fatores que influenciam a hidrdlise enzimatica 1 2 3 4 5

Fatores relacionados ao substrato

X

Cristalinidade da celulose X
Grau de polimerizagdo (GP) X
Disponibilidade/acessibilidade da area superficial X X
Organizacéo estrutural (macro ou micro estrutura)

Tamanho de particula

Porosidade

Presenca de lignina e hemicelulose X

X X X X
X X X X X

Fatores relacionados a enzima

X

Natureza do sistema enzimatico empregado (EG, CBH's, BG) X X
Tamanho relativo da enzima

Concentragéo da enzima X X
Adsorcéo X X X
Sinergismo X X
Inibi¢do do produto final

Desativagdo mecénica

Inativacdo térmica

Irreversibilidade da ligacdo a lignina

X X X X X X
X

X
X X X X

[1] Aumento aparente da cristalinidade do substrato durante toda a hidrdlise.

[2] Diminuicao do GP.

[3] Mudancgas continuas na acessibilidade de superficie, e topologia de superficie (corrosdo de superficie).
[4] Mudancas continuas na digestibilidade do substrato.

[5] Diminuicdo da concentracao de enzima ativa.

EG: Endoglicanase; CBH's: Celobiohidrolase; BG: B-glicosidase.

A descricdo dos mecanismos cinéticos da acdo sinérgica de multiplas enzimas sobre
substratos lignoceluldsicos heterogéneos é de fato um objetivo de pesquisa per se, onde
um grande namero de modelos cinéticos para hidrélise catalisada por enzimas tém sido
reportados na literatura (GAN et al., 2003; ZHANG e LYND, 2004; BANSAL et al.,
2009; SOUZA et al., 2011). Apesar da complexidade destes modelos dindmicos, a base
fundamental é que: (1) a enzima deve estar em contato com o substrato para que a
reacdo ocorra e (2) um intermediario enzima-substrato deve ser formado antes que o
produto final seja liberado (ANDRIC et al., 2010).
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Baseado no grau de detalhamento da descricdo tanto das variaveis de estado do

substrato, como das atividades das enzimas que atuam sobre ele, Zhang e Lynd (2004)

classificaram os modelos como:

Modelos Nao Mecanisticos: Uteis na correlagdo de dados experimentais, mas
pouco confidveis em condicdes diferentes daquelas para as quais foram
desenvolvidos, portanto apresentam uma utilidade limitada na avaliagdo e

compreensdo dos mecanismos da hidrolise.

Modelos Semimecanisticos: Levam em consideragdo a adsor¢do da enzima no
substrato. Podem ser semimecanisticos em relacdo ao substrato (a concentragdo é a
Unica variavel de estado do substrato) ou em relagdo a enzima (apenas uma atividade
enzimatica global é considerada). Estes modelos sdo usados no projeto de sistemas
industriais, no entanto sdo limitados na compreensdo dos efeitos das caracteristicas
estruturais do substrato (e.g., area superficial, cristalinidade, grau de polimerizacéo,
etc.) e maltiplas atividades das enzimas sobre a hidrdlise.

Modelos Funcionais: Incluem também um modelo de adsorcdo, utilizam
variaveis adicionais a concentracdo para descrever o estado do substrato e podem
considerar multiplas atividades das enzimas. So Uteis na compreensdo dos fatores
(associados as propriedades do substrato e as multiplas atividades enziméticas) que
limitam a taxa de hidrolise. Estes modelos podem ser utilizados no projeto de
biorreatores, mas fornecem pouca informagéo em relacdo ao projeto de celulases no

nivel molecular.

Modelos Estruturais:  Baseados nas caracteristicas estruturais dos componentes
das celulases e suas interacdes com os diferentes substratos. Estes modelos s&o Uteis
tanto para a modelagem molecular como para avaliar e desenvolver a compreenséo
da relacdo entre estrutura e fungdo das celulases. O desenvolvimento de modelos
cinéticos significativos baseados em informacGes estruturais é ainda um grande
desafio que espera por avangos para inferir a funcdo da proteina a partir de sua
estrutura (ZHANG e LYND, 2004).

19



As caracteristicas e limitagdes principais de cada tipo de modelo s&o resumidas na

Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Classificacdo dos modelos matematicos de hidrélise enzimatica
(Adaptado de ZHANG e LYND, 2004)

Tipo de modelo

Definicdo e
caracteristicas basicas

Utilidade

LimitacOes

Nao mecanisticos

N&o baseado em um
modelo de adsorcéo

Correlacéo de dados
experimentais.

Pouca confiabilidade
em condices
diferentes das
utilizadas para
desenvolver a
correlacéo.

Né&o melhora a
compreensdo dos
mecanismos da
hidrolise.

Semimecanisticos

a) Emrelacdo ao

Baseados em um modelo
de adsorcao.

A concentracgao é a Unica
variavel de estado do

Correlacéo de dados
experimentais.
Projeto do biorreator.
Identificacdo das

Entendimento ao
nivel das
caracteristicas do

substrato 2 substrato e das
X s substrato. caracteristicas oo o
b) Emrelacdo a L i multiplas atividades
. Uma atividade essenciais da AL
enzima N A enzimaticas.
enzimatica global. hidrolise.
Avaliacdo e
desenvolvimento da
. compreensao ao nivel Modelagem em nivel
Inclui um modelo de P o g
~ . das caracteristicas do molecular.
adsorcdo, variaveis de
R substrato e das O estado do
estado adicionais a o L .
N x maultiplas atividades desenvolvimento dos
Funcionais concentracdo para

descricéo do substrato e
multiplas atividades
enzimaticas.

enzimaticas.
Identificacdo dos
fatores limitantes da
taxa da hidrolise.
Projeto do biorreator
(potencialmente).

modelos e os dados
disponiveis limitam a
aplicacéo ao projeto
de reatores.

Estruturais

Baseados na informagao
estrutural relativa aos

componentes da celulose.

Modelagem em nivel
molecular.
Avaliagdo e
desenvolvimento da
compreensédo da
relacéo
estrutura/funcéo.

Desafios no
desenvolvimento de
modelos cinéticos
significativos
baseados nas
informacoes
estruturais das
enzimas.

Além dos poucos modelos funcionais e estruturais referidos por Zhang e Lynd (2004)
na sua revisdo (SUGA et al., 1975; OKAZAKI e MOO-YOUNG, 1978; CONVERSE e
OPTEKAR, 1993; FENSKE et al., 1999), recentemente um grupo de modelos
estruturais e funcionais tem sido proposto para descrever a hidrélise enzimatica da
celulose incorporando maltiplas atividades enzimaticas e pardmetros mensuraveis e

interpretaveis fisicamente como o grau de polimerizacdo (GP) e a fragdo de enlaces
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beta-glicosidicos acessiveis as celulases (Fa) (ZHANG e LYND, 2006). Alguns destes
modelos utilizaram o balango populacional para descrever a transformacgdo de uma
distribuicdo continua de cadeias de celulose (GRIGGS et al., 2011a; 2011b; HOSSEINI
e SHAH, 2011a; 2011b); outros modelos incluiram as caracteristicas superficiais da
celulose e o comportamento individual das enzimas celulases descrevendo os polimeros
da celulose como espécies individuais discretas, rastreando a concentracdo para cada
comprimento de cadeia (LEVINE et al., 2010) e modelando as mudancas da morfologia
do substrato com o tempo, baseados em uma construcdo geométrica que considera o
substrato como unidades estruturais (i.e. pequenos compartimentos acessiveis) que
mudam durante a hidrolise (ZHOU et al., 2009a; 2009b; 2010). Uma abordagem
baseada na modelagem molecular estocéastica foi também testada (KUMAR e
MURTHY, 2013).

Embora os modelos funcionais e estruturais possam ajudar no profundo entendimento
da hidrdlise ao nivel das caracteristicas estruturais do substrato e as maltiplas atividades
das enzimas, estes tipos de modelos fornecem pouca informacgéo para aplicacGes
praticas como o projeto e otimizacdo de processos (ZHENG, 2007). Uma das revisdes
mais abrangente sobre os diferentes tipos modelos propostos, apds da revisdo de Zhang
e Lynd (2004), foi publicada por Bansal et al. (2009).

2.5.1 Modelos semimecanisticos

Um dos primeiros modelos para materiais lignoceluldsicos, usando palha de arroz, foi
proposto por Wald et al. (1984). O modelo considerou dois sistemas de substrato,
incluindo uma esfera de celulose reduzivel com uma cobertura amorfa (celulose
facilmente degradavel) e um nicleo cristalino (mais resistente a hidrdlise), e maltipla
atividade enzimaética descrita pelas atividades em papel filtro (Filter Paper Activity -
FPA™) das celulases e da atividade de celobiase (Cellobiose Activity - CBA). A
desativagdo térmica e mecanica da enzima foi desprezada, enquanto a inibigdo
competitiva tanto das celulases pela celobiose quanto da B-glicosidase pela glicose, e a

adsorcdo das enzimas seguindo a isoterma de Langmuir, foram consideradas. Em

11 As atividades FPA das celulases e CBA da B-glicosidase fornecem uma medida da capacidade das enzimas
para hidrolisar substratos de origem celulésica como papel filtro por parte das celulases e solucoes de
cellobiose para a B-glicosidase. Os procedimentos para medir estas atividades encontram-se descritos na
secao 3.3.
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muitos dos primeiros trabalhos disponiveis na literatura, a adsor¢do ndo foi considerada
dentro dos modelos e geralmente um modelo tipo Michaelis-Menten era usado para
descrever a hidrélise da celulose. Porém esta abordagem s6 é aplicavel quando a
concentracdo do substrato ndo esté perto da carga maxima (ZHENG, 2007).

Baseado em experimentos em reatores batelada e tubular, Gusakov et al. (1985a, 1985h)
propuseram um modelo que leva em consideracdo a composicdo do complexo
enzimatico, a estrutura da celulose e a inibicdo pelos produtos da hidrélise segundo
consideragGes muito parecidas as expostas acima por Wald et al. (1984). Neste modelo
a hidrélise enzimética foi descrita usando o modelo de Michaelis-Menten e a inativagdo
térmica e mecénica das enzimas foi desprezada, porém, a inativacdo das enzimas pela
adsorcdo improdutiva sobre a superficie da celulose foi observada e apresentou um
efeito pronunciado sobre a taxa da hidrélise. O modelo proposto conseguiu predizer a
acumulacdo de celobiose e glicose em um reator batelada até 70-80% da conversdo da
celulose em uma faixa de concentracdo entre 5-100 g/l de substrato e 5-60 g/l da

enzima.

Usando celulose pura, Philippidis et al.(1993) desenvolveram um modelo cinético para
simulagdo da hidrdlise enzimética. Este modelo usou dados experimentais para estimar
0s parametros da enzima e conseguiu predizer a cinética da hidrdlise satisfatoriamente.
Porém, a complexidade do substrato, a adsor¢do e inativacdo da enzima ndo foram
consideradas no modelo. A concentracdo de glicose foi predita com boa acuracia, mas
as concentracOes de celobiose e celulose foram superestimadas e subestimadas,
respectivamente, apds de 24h de reacdo. Philippidis et al. (1993) destacaram que
informacdes adicionais sobre as propriedades fisico-quimicas do substrato e a interagdo
enzima-substrato eram necessarias antes de desenvolver expressdes matematicas mais

acuradas e confiaveis para descrever a hidrdlise enzimatica da biomassa celuldsica.

Recentemente, Kadam et al. (2004) desenvolveram e validaram um modelo cinético de
hidrolise enzimatica de palha de milho pré-tratada com acido diluido que incorporou a
adsorcdo de multiplas enzimas atraves da isoterma de Langmuir, a inibicdo competitiva
pelo produto final, a reatividade do substrato e os efeitos da temperatura, desprezando a
inativacdo enzimética. Este modelo foi o primeiro a considerar a inibicdo das enzimas

pela xilose, o principal agucar da hidrélise das hemiceluloses. Além disso, Kadam et al.
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(2004) consideraram a conversdo direta da celulose para glicose e estudaram
separadamente a atividade do complexo enzimatico, dividindo as enzimas em celulases
(EG/CBH) e B-glicosidases. No entanto, ndo foi feita a distingdo entre celulose amorfa e
cristalina no substrato. Embora o efeito da temperatura néo esteja suficientemente bem
representado, o modelo € util para predizer o comportamento da hidrolise em uma
ampla faixa de condigdes experimentais, incluindo vérias concentracfes iniciais de
acucar, temperaturas e regimes de mistura, usadas para estimar os parametros do
modelo; e tem o potencial de ser usado na otimizacdo da hidrolise no processo de
obtencdo de etanol.

2.5.2 Modelo cinético de Kadam et al. (2004)

O modelo cinético utilizado neste trabalho para a modelagem matematica da hidrélise
enzimatica (ver Secdo 3.6) ¢ uma modificagdo do modelo de Kadam et al. (2004), que €
suficientemente sofisticado para descrever a complexidade da hidrolise de materiais
lignocelulésicos. O modelo de Kadam et al. (2004) tem sido verificado
experimentalmente (ZHENG et al., 2009a; HODGE et al., 2009), analisado
estatisticamente (SIN et al., 2010), avaliado em aplica¢bes de otimizacdo, controle e
configuragdes de processo (HODGE et al.,, 2009; MORALES-RODRIGUES et al.,
2010, 2011a, 2011b; MUTTURI e LIDEN, 2013), usado no planejamento de
experimentos (FLORES-SANCHEZ et al., 2013), avaliado em escala de demonstrago
(PRUNESCU e SIN, 2013), usado na analise dos mecanismos de inibi¢do pelo produto
(TSAI et al., 2014), e usado na modelagem da hidrélise enziméatica do bagaco de cana
(SAAD, 2010; CAMARA, 2012). Este modelo esta baseado na bioquimica da hidrdlise
enzimatica e considera a adsorcao da enzima, a inibi¢do pelos produtos, a reatividade do
substrato e a hidrolise das hemiceluloses a xilose; enquanto despreza os efeitos da
inativagdo mecanica e térmica das enzimas. Alguns dos aspectos mais importantes deste

modelo serdo discutidos a seguir.

= Adsor¢do da enzima: A adsorcdo das enzimas sobre a superficie do substrato na
hidrolise tem sido modelada usando expressdes cinéticas (GUSAKOV et al., 19853,
1985b; GAN et al., 2003; AL-ZUHAIR, 2008) ou isotermas de adsor¢édo (WALD et
al., 1984; KADAM et al., 2004; ZHENG et al., 2009a). A maioria dos primeiros
modelos cinéticos desenvolvidos era baseada no modelo de Michaelis-Menten.

23



Porém, este modelo € valido em um nimero limitado de casos onde o substrato esta
em excesso em relacdo a enzima (LYND et al., 2002). Dado que s6 uma pequena
fracdo de ligagoes B-glicosidicas é acessivel ao ataque das enzimas, esta condicédo €
particularmente limitante para substratos lignoceluldsicos e pode ser obtida em
trabalhos orientados (e.g. na caracterizacdo da atividade especifica nas condigdes
do laboratdrio), mas raramente é atingida em aplicacfes relacionadas com a
hidrélise da celulose (ZHANG e LYND, 2004). Embora outros modelos de
adsorcédo diferentes do modelo de Langmuir tém sido propostos, poucos tém sido
incorporados em modelos cinéticos para predizer a taxa da hidrolise (ZHENG,
2007). Peitersen et al. (1977) foram os primeiros a sugerir que a relacdo entre
proteina livre e adsorvida pode ser descrita pela isoterma de Langmuir. O modelo
de Langmuir tem sido usado para descrever com sucesso a adsor¢do de sistemas
heterogéneos, no entanto, as suposi¢cdes do modelo de distribuicdo uniforme de
sitios ativos de ligagdo na superficie do substrato e nenhuma interacdo entre as
moléculas adsorventes podem ndo ser necessariamente validas para a adsorc¢éo das
celulases na celulose (ZHANG e LYND, 2004). A isoterma de Langmuir assume
que o equilibrio da adsorcdo é atingido, ignorando que durante a hidrolise
acontecem mudangas na estrutura e composi¢cdo do substrato, conferindo
caracteristicas dindmicas ao processo (LIAO et al., 2008). Porém, a formulagao de
Langmuir permanece til para descrever matematicamente o fenémeno da adsorgao
da enzima e por isso foi usada neste trabalho para descrever a adsor¢do das

enzimas.

Inibicdo pelo produto: A agdo hidrolitica das enzimas é fortemente inibida pelos
produtos soluveis, principalmente glicose e celobiose (ANDRIC et al., 2010b). A
celobiose tem sido observada ser o mais forte inibidor da hidrélise, enquanto a
glicose apresenta um efeito inibitério significativo (GHOSE e DAS, 1971; FAN e
LEE, 1983). Na maioria das vezes a inibicdo da xilose foi desprezivel dada as
pequenas concentragdes achadas nos hidrolisados (ZHENG, 2007). Apesar disso,
Kadam et al. (2004) consideraram a inibigdo da xilose sobre as celulases e as -
glicosidases no desenvolvimento do seu modelo. Quing et al. (2010) e Ask et al.
(2012) avaliaram recentemente o efeito da inibicdo da xilose e os xilo-oligbmeros
sobre a taxa da hidrélise. Os padrfes de inibicdo pela glicose e celobiose tem sido
objeto de pesquisa ha muito tempo. Holtzapple et al. (1990), Zhang e Lynd (2004)
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¢ Andri¢ et al.(2010b), apresentaram amplas revisdes sobre a inibicdo das celulases
de diferentes microrganismos pelos dois agucares. Alguns trabalhos tém sugerido
que a inibicdo competitiva é dominante (GHOSE e DAS, 1971; GREGG e
SADDLER, 1996), outros concluiram que inibi¢cdo ndo competitiva foi observada
(HOLTZAPPLE et al., 1984), enquanto uma combinagdo das duas inibigOes
também j& foi reportada (GUSAKOV e SINITSYN, 1992). A inibicdo da taxa de
hidrélise pela glicose e celobiose tem sido considerada em muitos dos modelos
propostos, sendo 0 mecanismo de inibicdo competitiva mais comum na literatura.
Muitos estudos de inibicdo tém utilizado diferentes substratos celuldsicos puros
(e.g. Solca-Floc, Avicel, CMC ¢ a-celulose); logo, existem poucos dados sobre a
inibicdo das celulases em substratos lignoceluldsicos pré-tratados (KADAM et al.,
2004; O'DWYER et al., 2007; ZHENG et al., 2009a; ANDRIC et al., 2010a) e
ainda menos em condicGes de alta concentragdo de sdlidos (KRISTENSEN et al.,
2009). Neste trabalho, a inibicdo competitiva foi adotada para representar a inibicao

da glicose, celobiose e xilose sobre as celulases e -glicosidases.

Reatividade do substrato: A reatividade do substrato € um conceito utilizado para
representar as caracteristicas estruturais do substrato como cristalinidade, grau de
polimerizagdo, acessibilidade, etc. Tem sido descrito na literatura que a taxa de
hidrélise da regido amorfa da celulose é 3-30 vezes maior do que a taxa de hidrélise
da regido cristalina (KLYOSOQV, 1990; WEIMER et al., 1991; GAMA et al., 1994;
LYND et al., 2002). Desta forma foi proposto que as altas taxas iniciais da hidrélise
sdo explicadas pela hidrolise preferencial das regiGes amorfas facilmente
degradaveis e que esta taxa decresce enquanto as regides cristalinas mais
recalcitrantes do substrato sdo atingidas (JACKSON et al., 1993). Ndo entanto,
diversos pesquisadores ndo observaram mudancas significativas na cristalinidade
do substrato com o avango da hidrolise ou obtiveram resultados ambiguos
(OHMINE et al., 1983; LENZ et al., 1990; PULS e WOOD, 1991). A hipotese do
substrato bifasico chegou a ser pouco confiavel porque, na realidade, o substrato
facilmente hidrolisavel ndo esta coberto ou bloqueado pelo substrato recalcitrante
(WALD et al., 1984; DESAI e CONVERSE, 1997). Assim, considerar mudancgas
na reatividade intrinseca do substrato pode ser mais pratico do que assumir uma
dicotomia entre regibes cristalinas e amorfas (KADAM et al., 2004). Segundo o
Zhang e Lynd (2004), ndo ¢ facil medir as caracteristicas estruturais de substratos
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lignocelulésicos baseados no conhecimento atual. Embora a celulose tenha duas
diferentes morfologias, neste trabalho a celulose é assumida ser um substrato
homogéneo cujas transformacOes sdo representadas em um pardmetro de
digestibilidade relativa (LEE e FAN, 2003; KADAM, et al., 2004), chamado
reatividade do substrato (Rs), utilizado pelo Kadam et al. (2004) no seu modelo e

apresentado na Equagéo (2.1).

Ry=a— (2.1)

Nesta equacdo, Rs é a reatividade do substrato (adimensional), S é a concentragdo
do substrato em qualquer tempo (g/kg), So € concentragdo inicial do substrato (g/kg)
e o € uma constante adimensional obtida experimentalmente. Kadam et al. (2004)
determinaram a reatividade da palha de milho pré-tratada com &cido, enquanto
Zheng et al. (2009a) determinaram a reatividade de uma espécie de centeio silvestre
(Leymus triticoides); os valores obtidos para o parametro a foram 0,97 e 1,007,
respectivamente. Khodaverdi et al. (2012) prescindiram de usar a reatividade do
substrato no ajuste do modelo de hidrélise de algoddo pré-tratado. Recentemente,
usando um modelo modificado de Kadam et al. (2004), Saad (2010) e Camara
(2012) modelaram a hidrélise enzimética do bagago de cana-de-agUcar pré-tratado
por explosdo a vapor e perdxido de hidrogénio alcalino, respectivamente, e
conseguiram descrever adequadamente os dados experimentais da hidrélise
adotando o valor da unidade para o parametro «; este mesmo valor é adotado neste
trabalho.

Inativacdo térmica e mecénica das enzimas: A perda da atividade das enzimas
durante a hidrdlise pode ser explicada pelos efeitos da inativagdo térmica e
mecanica e a adsor¢do ndo produtiva das enzimas no substrato (restos de celulose
ndo hidrolisada e presenca de lignina). As enzimas celulases sdo suscetiveis a
inativacdo quando sdo expostas & temperatura e tensées de cisalhamento do fluido
na zona de reacdo. O grau de inativacdo pode variar de baixo a mais significativo
com a exposicdo das enzimas a uma interface ar-liquido (KIM et al., 1982).
Mukataka et al. (1983) observaram que a inativacdo foi maior em sistemas com
substrato comparado com aqueles livres de substrato. Ohlson et al. (1984) reportou
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8% e 10% de perda da atividade da endoglicanase e glicosidase, respectivamente,
trabalhando com celulase de T. reesei ap6s uma semana de exposi¢do das enzimas a
esforcos de cisalhamento em um meio agitado livre de substrato. Ganesh et al.
(2000) observaram que a inatividade aumentou com o aumento na velocidade de
agitacdo. Eriksson et al. (2002), Kristensen et al. (2007) e Zheng (2007)
verificaram que a atividade da enzima diminuiu menos de 10% sob condicdes
térmicas e de agitacdo mecéanica apds quatro dias. Baseado nestes dados, a
inativacdo do complexo enzimatico por efeitos térmicos e mecanicos foi desprezada

neste trabalho

2.6 CONFIGURACOES DE PROCESSO PARA A PRODUCAO DE ETANOL

Na transformacdo da biomassa lignocelulésica em combustiveis ou produtos quimicos,
acontecem quatro eventos biologicamente assistidos nos processos que utilizam
hidrélise enzimatica, incluindo: (i) producdo de celulases; (ii) hidrélise da celulose e
outros polissacarideos insolUveis; (iii) fermentacdo de produtos soltveis da hidrélise da
celulose e (iv) fermentacdo de produtos solGveis da hidrélise da hemicelulose. Assim,
quatro configuracOes de processo que consolidam estes eventos sdo concebidas (LYND
et al., 2002) e apresentadas na Figura 2.8.

= Hidrolise e fermentacdo separada (Separate Hydrolysis and Fermentation -
SHF): E a mais antiga das configuracdes. A biomassa lignoceluldsica é pré-tratada
para a solubilizagdo da hemicelulose e hidrdlise, a celulose € hidrolisada
enzimaticamente e fermentada em etapas separadas. Esta configuracdo apresenta
baixa eficiéncia da hidrolise da celulose quando € separada da fermentacdo da
glicose (PEREIRA Jr. et al., 2008).

= Sacarificagdo e fermentacdo simultanea (Simultaneous Saccharification and
Fermentation - SSF): Aqui a hidrélise enzimatica e a fermentacdo sdo realizadas
em uma Unica etapa. A hidrdlise e fermentacdo da hemicelulose e a producdo de
celulases sdo realizadas em etapas separadas. A fermentacdo simultéanea da glicose
na etapa de hidrolise remove glicose do meio, impedindo a inibicdo pelo produto

das enzimas hidroliticas e incrementando a eficiéncia do processo. A maior
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desvantagem desta configuracdo € que as condigdes Otimas de operacdo para a
hidrélise e fermentagdo sdo geralmente diferentes, portanto os esforcos estdo
centrados na producdo de enzimas que consigam trabalhar perto das condigdes
Otimas de operacdo (T e pH) da fermentacdo. A linha verde pontilhada na Figura
2.8 mostra a configuracdo SSF.
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Figura 2.8. Esquema das configuragdes de processo para a producgéo de etanol. CF: Co-
fermentacdo; SSF: Sacarificacdo e fermentacdo simultanea; SSCF: Sacarificacdo e co-
fermentacdo simultanea; CBF: Bioprocesso consolidado
(Adaptado de CARDONA et al., 2010)

= Sacarificagdo e co-fermentacdo simulténea (Simultaneous Sacarification and Co-
Fermentation - SSCF): Esta configuracdo envolve trés etapas. A hidrélise da
hemicelulose no pré-tratamento e a producdo das celulases ocorrem em etapas
separadas. As pentoses obtidas da hidrélise da hemicelulose (principalmente xilose)
sdo fermentadas junto com as hexoses (principalmente glicose) no mesmo reator,
utilizando linhagens recombinantes de bactérias capazes de fermentar pentoses e
hexoses. A maior vantagem desta configuracdo € o uso de um Unico reator para a
producdo de etanol. A linha tracejada (traco curto) de cor laranja na Figura 2.8
mostra a configuragdo SSCF.

= Bioprocesso consolidado (Consolidated Bioprocessing - CBP): O termo CBP foi
proposto por Lynd em 1996, e é sinbnimo do termo conversdo microbiana direta
(DMC) (LYND et al., 2002). No CBP, a fermentagdo de pentoses e hexoses, a
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hidrélise da celulose e a produgdo de celulases ocorrem em um mesmo
equipamento. A biologia molecular permite pensar hoje em um microorganismo
tanto para a producdo de enzimas hidroliticas, quanto para a fermentacdo de
pentoses e hexoses. Estudos mostram que a configuracdo SSF tem vantagens
econdmicas sobre a SHF, portanto a conclusdo logica desta tendéncia é a
configuracdo CBP (LYND et al., 2002). A linha tracejada (trago longo) vermelha

na Figura 2.8, apresenta a configuragdo CBP.

2.7 HIDROLISE EM ALTA CONCENTRACAO DE SOLIDOS

Embora a hidrolise enzimatica tenha vantagens sobre a conversdo quimica de alto
rendimento de agUcar, como o0 baixo consumo de energia, condicdes de operacdo
brandas (pressdo e temperaturas baixas), biorreatores de baixo custo e formagdo minima
de subprodutos (WALD et al., 1984; SUN e CHENG, 2005), atualmente a principal
limitagdo para a producdo de etanol celulésico é o custo das enzimas (ZHENG, 2007).
Para reduzir o custo do bioetanol, muitos esforgos tém sido feitos em diferentes
aspectos como: (1) melhoramento nas tecnologias de pré-tratamento, (2) modificagdo
genética da parede celular das plantas, (3) melhoramento genético da atividade e
produtividade das enzimas, (4) otimizagdo das condi¢des de operacdo da hidrolise e (5)
aplicacdo de diferentes esquemas de producdo como hidrdlise e fermentacdo separadas
(SHF), hidrolise e fermentacdo simultaneas (SSF), etc. Independente dos esforgos, um
dos custos chaves do processo global de bioconversdo é dado pela hidrolise enzimatica
da biomassa lignoceluldsica, cujo custo € uma das principais barreiras da
comercializacdo do bioetanol (ZHENG, 2007).

A hidrdlise enziméatica em alta concentracdo de solidos, definida por Hodge et al.
(2009)*2 como uma reacdo onde ndo ha distincdo entre uma fase liquida e uma fase
solida, apresenta vantagens econdmicas com respeito ao processo convencional em
baixa concentracdo de solidos, como: (1) menor custo de capital devido a reducéo do
volume; (2) menor custo de operacdo devido a menor quantidade de energia para

12 Hodge et al. (2009) determinaram experimentalmente que cargas de sélidos entre 12-15% representam o
limite em que a palha de milho pré-tratada pode ser misturada efetivamente em tanques agitados. Porém, este
limite deve ser estimado para cada substrato uma vez que pode variar dependendo das propriedades
estruturais como grau de polimerizagao.
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aquecer e resfriar; (3) menor custo na etapa de separacdo do produto devido as altas
concentragcdes de produto, e (4) reducdo dos custos de eliminagcdo e tratamento de
residuos devido ao baixo consumo de agua (MOHAGHEGHI et al., 1992).

O potencial econdmico desse tipo de processo tem sido avaliado. Wingren et al. (2003)
estimaram que aumentando a concentracdo de solidos de 5% para 8% (m/m) em um
processo SSF para a conversdo de madeira de coniferas em etanol, os custos de
operagéo foram reduzidos em 19%. Em um estudo de projeto e modelagem do National
Renewable Energy Laboratory (NREL), considerando uma planta de producédo de etanol
com uma alimentac&o de 2 ton/dia de residuos de milho pré-tratados com acido diluido
(30% sdlidos) e hidrolise enziméatica com 20% de sélidos totais (10-12% de sélidos
insoltveis com 8-10% de sdlidos sollveis), com subsequente fermentacdo de pentoses e
hexoses (ADEN et al., 2002), foi estimado que devido a reducdo nos custos de capital e
energia, o preco minimo de venda do etanol diminuiria em $0,10/gal ($0,03/I) quando a

concentracdo total de sdlidos na hidrdlise enzimatica aumentou de 20% para 30%.

Contudo, as suspensdes com alto contetdo de solidos apresentam problemas de mistura
(transferéncia de massa) e controle da temperatura (transferéncia de calor), associados
ao aumento da viscosidade e as propriedades reoldgicas ndo newtonianas (PIMENOVA
e HANLEY, 2003). Varios tipos de reatores tém sido propostos para tratar este
problema, incluindo frascos agitados de fermentacdo (SPINDLER et al., 1988;
BALLESTEROS et al., 2002; VARGA et al., 2004), reator vertical de impulsor de pa
(TENGBORG et al., 2001) e um reator horizontal rotativo desenvolvido a partir de um
moinho de bolas de laboratério (MOHAGHEGHI et al., 1992). A sacarificacdo em alta
concentragdo de sdlidos insoliveis também introduz problemas relacionados com a
efetividade da enzima, incluindo a inibicdo pelo aclcar (XIAO et al., 2004) e a
temperatura de reacdo (BOER e KOIVULA, 2003). Quando os niveis de solidos
aumentam, a inibicdo das enzimas pelos aglcares se torna mais importante devido a
maior dificuldade da difusdo dos acucares desde o sitio catalitico, enquanto a
capacidade da enzima para atingir os sitios da reacdo também é comprometida. O
controle da temperatura é outra questdo importante, porque a reacdo enzimatica €
altamente sensivel a temperatura e 0s pontos quentes no interior do reator, como as

superficies de transferéncia de calor, podem alterar significativamente a reatividade das
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enzimas (BOER e KOIVULA, 2003). A operacdo em batelada alimentada tem mostrado
ser Util para superar esses problemas (HODGE et al., 2009).

As motivacOes para operar em batelada alimentada podem ser agrupadas em trés
categorias principais: (1) o reuso da enzima (PRISTAVKA et al., 2000); (2) a redugéo
da inibicdo dos microrganismos da fermentagdo (e.g. S. cerevisiae) por alguns
compostos presentes no hidrolisado (e.g. hidroximetilfurfural -HMF-, furfural, &cido
acético) quando se usa SSF (SODERSTROM et al., 2004; WINGREN et al., 2004); e
(3) a reducdo dos problemas de mistura no reator quando o nivel de sélidos insoluveis é
aumentado (MOHAGHEGHI et al., 1992; BALLESTEROS et al., 2002; VARGA et al.,
2004).

Embora alguns estudos de sacarificacdo em batelada tém sido conduzidos em altas
concentracdes de sélidos, iguais ou maiores do que 15% (MOHAGHEGHI et al., 1992;
DE BARI et al., 2002; JORGENSEN et al., 2007), existem muitos estudos que provam
as vantagens da adigdo gradual de substrato tanto para manter uma viscosidade baixa
evitando os problemas associados com a operagdo em alta concentracdo de solidos,
como para aumentar a concentragdo e rendimento de glicose e etanol no processo
usando diferentes esquemas de operacdo, incluindo: SHF (CHEN et al., 2007; ZHENG
et al., 2009b; YANG et al., 2010; GUPTA et al., 2012; KUHAD et al., 2012; YAN et
al., 2012; WANDERLEY et al., 2013), SSF (FAN et al., 2003; SODERSTROM et al.,
2004; VARGA et al., 2004; TOMAS-PEJO et al., 2009; ZHAO et al., 2013) e
sacarificacdo e co-fermentacdo simultanea (SSCF) (ZHANG et al., 2009). No entanto,
outros autores ndo tém observado diferencas significativas sobre o rendimento do etanol
em SSF usando batelada alimentada quando comparada com a tradicional operacdo em
batelada (BALLESTEROS et al., 2002; RUDOLF et al., 2005; ROSGAARD et al.,
2007; HOYER et al., 2010); isso tem sido explicado em parte, pela presenca de
inibidores das leveduras (RUDOLF et al., 2005). A hidrolise em alta concentracdo de
solidos, além de melhorar a mistura no reator, aumenta a concentragdo de produto
enquanto reduz o consumo de energia e agua. Entretanto a operagdo com alta
concentracdo de solidos tem limites e para alguns substratos o rendimento do etanol
diminui com o aumento na carga de solidos, devido & inibicdo da adsorcdo das celulases
ao substrato. Porém, o mecanismo exato desta inibicdo ainda é desconhecido
(KRISTENSEN et al., 2009).
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Vérias estratégias tém sido descritas para a hidrélise enzimética de celulose em batelada
alimentada, embora todas elas sejam mais baseadas em um enfoque ad hoc do que na
aplicagdo de uma metodologia rigorosa para determinar a estratégia de alimentagdo
(HODGE et al., 2009). Baseados no modelo de Kadam et al. (2004), Hodge et al.(2009)
desenvolveram um perfil de alimentacdo para manter constante a concentracdo de
solidos insollveis em um reator de tanque agitado (STR) com concentra¢@es de sélidos
maiores do que 15% (m/m); usando um enfoque de malha aberta sem a necessidade de
medicGes on-line de sélidos insoliveis e apenas usando as predi¢cbes do modelo,
atingiram uma conversao de celulose de 80% e uma concentra¢do de glicose maior que
130 g/l com uma carga de sOlidos acumulados igual a 25% de solidos iniciais
equivalentes. Morales-Rodriguez et al.(2010), usando o modelo reajustado de Hodge et
al. (2009), avaliaram trés estratégias de controle feedback, conseguindo reduzir a
quantidade de enzima usada em 107%, controlando tanto os sélidos insolUveis presentes
no reator (15%) como a adicdo de enzima. Recentemente, Cavalcanti-Montafio et al.
(2013), usando um modelo cinético ndo mecanistico tipo Michaelis-Menten, avaliaram
trés estratégias de alimentacdo de bagaco de cana ao reator aplicando a teoria classica
do controle 6timo para hidrélise enzimética. Concentracdes finais de glicose proximas a
200 g/l foram atingidas operando em bateladas sucessivas com a adigdo simultanea de
substrato e enzima (trés adigdes de 2,2g de substrato e 0,39g de enzima) durante o
tempo da reacéo.

O desenvolvimento de um modelo sofisticado para descrever a hidrolise enzimatica de
biomassa lignocelulésica em alta concentracdo de sélidos, com as vantagens e
problemas que apresenta esta condi¢do especial de operagdo, € uma etapa chave tanto
para o projeto do biorreator quanto para a simulagdo, otimizacéo e controle da operagéo.
Além disso, os modelos podem contribuir na compreensdo do processo de producao de
etanol lignoceluldsico e permitem desenvolver ferramentas para avaliagbes técnicas e
econdmicas que viabilizem a utilizagdo da PCA na producdo de etanol de segunda
geracdo no Brasil.
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3. MATERIAIS E METODOS

O seguinte capitulo apresenta uma descricdo dos materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento deste trabalho. Os experimentos foram realizados por colegas do
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), no Laboratério de Desenvolvimento e Automacao de Processos (LaDABI0)
sob a direcdo do professor Antonio J. G. Cruz. O complexo enzimatico utilizado, as
condicBes tanto do pre-tratamento hidrotérmico quanto das hidrolises enzimaticas, a
metodologia de caracterizagdo do material lignoceluldsico e a determinacdo da atividade
enzimatica sdo descritas brevemente. Por fim, o modelo proposto e a metodologia
computacional utilizada para a estimagdo dos parametros do modelo cinético sdo
apresentados.

3.1 ENZIMA E SUBSTRATO

Nos experimentos de hidrélise foi utilizado o complexo enzimético Cellic® CTec2 da
empresa Novozymes para América Latina (Araucéria, PR). Segundo o fabricante, este
complexo contém uma mistura de celulases agressivas, alto nivel de B-glicosidases e
hemicelulases. As condi¢6es Otimas de operacdo abrangem temperaturas entre 45-50°C
e pH: 5,0 (NOVOZYME, 2010). A palha da cana-de-acucar (PCA) utilizada neste
trabalho foi fornecida pela usina Itapira (Catanduva, SP).

3.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL LIGNOCELULOGSICO

Amostras de PCA, tanto in natura quanto pré-tratada hidrotermicamente, foram
caracterizadas seguindo a metodologia analitica para determinacdo da composicdo
quimica de bagaco, desenvolvida por Rocha et al. (1997) e validada por Gouveia et al.
(2009). Os teores de celulose e hemicelulose sdo calculados a partir da determinacéo de
carboidratos, acidos orgénicos, furfural e HMF (hidroximetilfurfural) (GOUVEIA et al.,
2009). A Figura 3.1 apresenta o fluxograma desta metodologia.
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Figura 3.1. Fluxograma da metodologia de caracterizagdo quimica da PCA, tanto in

natura como pré-tratada
3.3 ATIVIDADES E TEOR DE PROTEINA DA ENZIMA

Antes dos experimentos de hidrdlise, as atividades enziméticas do complexo Cellic®
CTec2 foram determinadas, incluindo a atividade em papel de filtro (FPA), a atividade
em solucdo de celobiose. O teor de proteina presente na enzima também foi medido no

laboratorio, de acordo com as metodologias descritas a seguir.

3.3.1 Atividade da celulase (FPA)

A atividade enzimatica da celulase em papel filtro FPA (Filter Paper Activity) foi
determinada pelo procedimento do NREL"® (ADNEY e BAKER, 2008). Este ensaio é

13 0 NREL (National Renewable Energy Laboratory) € um laboratério nacional do departamento de energia dos
EUA, pertencente ao escritorio de eficiéncia energética e energias renovaveis. <www.nrel.gov>.
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baseado em um grau fixo de conversdo do substrato, ou seja, uma quantidade fixa (2
mg) de glicose (medida pelo método dos aglcares redutores que utiliza acido dinitro-
3,5-salicilico, DNS) liberada a partir de 50 mg de papel filtro Whatman No 1 (i.e. as
fracOes tanto cristalinas quanto amorfas do substrato sdo hidrolisadas) durante um
tempo fixo (60 min). A atividade total da celulase é descrita em termos de "Unidades de
Papel de Filtro" (FPU) por mililitro de solucdo original (sem diluicdo) de enzimas
(ZHANG et al., 2009b).

3.3.2 Atividade da celobiase

A atividade da celobiase foi determinada segundo o procedimento recomendado pela
IUPAC (GHOSE, 1987) a 50°C e pH de 4,8 (tampéo citrato). O procedimento mede a
atividade de enzimas celobiase em uma solugéo de celobiose 15 mmol/l, expressando tal
atividade como CBU (Cellobiose Units) por volume de enzima. A glicose liberada ap6s
hidrolise da celobiose foi quantificada pelo método enzimatico GOD-POP (TIETZ,
1976).

3.3.1 Determinagéo de proteinas

A quantidade de proteina tanto na enzima como em solucdo, foi determinada pelo
método colorimétrico de Bradford (1976). A andlise consiste em misturar o corante
Brilhante de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250) sob condi¢des acidas e medir
a absorbéncia desta solugdo no comprimento de onda 595 nm em espectrofotdmetro.
Como padréo foi utilizado o padrdo pronto de albumina de soro bovino fornecido pelo
fabricante do kit (Thermo Scientific).

3.4 PRE-TRATAMENTO HIDROTERMICO

A palha de cana in natura foi moida em um micro moinho de facas tipo Willye (SP
Labor, SP-30 N° Série: 0033). Apds a moenda, o material foi pré-tratado em um reator
Parr (Series 4532, Parr Instruments Company, Moline, IL, EUA), seguindo as melhores
condicdes de pré-tratamento descritas por Souza e Cruz (2013) para remover a maior
guantidade de hemicelulose e lignina com menor perda de glicose. Assim, foi utilizada
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uma relagdo palha seca e agua de 1:10 (m/v) e temperatura de 195 °C por 10 minutos.
Apos o pré-tratamento, a fragdo sélida foi separada por filtracdo e lavada com &gua para
a remocao dos componentes sollveis até atingir um pH de 7,0. A palha pré-tratada foi
armazenada a -10°C.

3.5 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrdlise enzimatica de PCA pré-tratada foi conduzida em Erlenmeyer de 250 mL a
temperatura de 50°C, pH de 4,8, agitacdo de 250 rpm e tempo de hidrolise de 72 horas.
Foi utilizada uma condicéo de referéncia de carga de solidos e enzima, para estimar 0s
pardmetros do modelo cinético e condi¢des de validacdo para avaliar as predi¢cdes do
modelo. As condicGes de carga utilizadas em cada caso sdo resumidas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Condicdes experimentais para o desenvolvimento e validagdo do modelo

cinético

Experimentos

Condigbes de validacéo

Condigdes %er]gr'gsgigf Carga de Cargade  Glicose Celobiose  Xilose
Experimentais Enzima Sélidos inicial inicial Inicial
Carga de enzima 5, 15, 20, 25,
(FPU/g-celulose) 10 30, 60 10 10 10 10
Carga de solidos (%m/v) 15 15 10, 20 15 15 15
Glicose inicial (g/l) 0 0 0 30, 60 0 0
Celobiose inicial (g/l) 0 0 0 0 10 0
Xilose inicial (g/1) 0 0 0 0 0 10

Temperatura, pH, velocidade de agitagdo e tempo de hidrolise em 50°C, 4.8, 250 rpm e 72 h. respectivamente.

Tempo de amostragem= 0, 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72 horas.(Amostras adicionais no tempo 4, 8 e 96 h. foram
consideradas na condicdo de referéncia)

* Usada para a estimagao dos parametros cinéticos

A mistura da palha e o tampdo citrato (50 mM, pH 4,8) foram incubados a 50°C no
shaker por 30 min, até atingir o equilibrio térmico antes da adicdo de enzima. Os
experimentos foram feitos em duplicata. Controles para a enzima (sem substrato) e o
substrato (sem enzima) foram considerados para quantificar as possiveis interferéncias

pela presenca de agUcares e proteinas na enzima e no substrato.

Durante a hidrolise amostras de 1 mL de cada frasco foram coletadas em tubos
Eppendorf de 1,5 mL, nos tempos 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72 horas. Amostras adicionais (4,
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8 e 96 h) foram coletadas para a condicdo de referéncia. Cada tubo foi centrifugado a
12000 rpm por 5 min e a enzima desativada pela adicdo de 1 mL de NaOH 3M. O
sobrenadante foi armazenado a -4°C para subsequentes medicdes de agUcares (glicose,
celobiose e xilose) pela técnica de HPLC (coluna Biorad Aminex HPX-87H, T: 65°C,
H2SO4 5,0 mM como fase mdvel e vazao de 0,6 ml/min). O teor de proteina em solucéo
foi quantificado usando o método colorimétrico de Bradford (1976).

Os resultados dos ensaios de hidrolise foram analisados estatisticamente usando a
Andlise de Variancia (ANOVA) de um fator, com um nivel de significancia de 95%,
para determinar a significancia das diferengas observadas no comportamento da
hidrélise com as variagdes da carga de solidos, de enzima e a concentracdo inicial de

acucar.

A conversdo tedrica de celulose (Xc) e hemicelulose (Xy) foi calculada a partir da
concentracdo dos agucares em solucdo através das Equagdes (3.1) e (3.2), em que G, G2
e X sdo as concentragdes dos agucares em solugdo (G: glicose, G2: celobiose e X:
xilose). Os fatores 1,111 e 1,056 na Eq. (3.1) correspondem as constantes de conversdo
de uma unidade de glucano na celulose em glicose e celobiose respectivamente. Do
mesmo modo na Eq.(3.2), o fator 1,136 é a constante de conversdo de uma unidade de
xilana na hemicelulose em xilose (CAMARA, 2012).

G G2
- —t——
X, (%) = Celulose hld.r(.)ll.sada 100 = 1,111 1,056 100 (3.1)
Celulose inicial C,
X
X,, (%) = Hemlce.lulose hld_rt?ll_sada 100 = 1,136 100 (3.2)
Hemicelulose inicial H,

3.6 DESENVOLVIMENTO DO MODELO

A Figura 3.2 apresenta um esquema simplificado da hidrélise enziméatica de celulose em
glicose baseado em trés reacbes (ri, ro, rs). Baseados nos acUcares detectados nas
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amostras do hidrolisado, uma reacéo a mais (r4) foi considerada para modelar a hidrolise
da hemicelulose a xilose (CAMARA, 2012; FLORES-SANCHEZ et al., 2013;
PRUNESCU e SIN, 2013). A proposta de Camara (2012) foi adotada neste trabalho.
Cada reacdo enzimatica € potencialmente inibida pelos produtos da hidrélise (glicose,
celobiose e xilose).

\ Hemicelulose =——> Xilose

? ra J

e

Figura 3.2. Mecanismo cinético para a modelagem da hidrdlise da celulose.
ri: endo-p-1,4-glucanase (EG) e exo-f-1,4-celobiohidrolase (CBH); ra: exo-p-1,4-
celobiohidrolase (CBH) e exo-$-1,4-glicosidase; rs: B-glicosidase ou celobiases; rs: exo-
f-1,4-xilanase. Tanto r, como as inibigdes representadas pelas linhas pontilhadas
correspondem as modificagBes propostas por Camara (2012) (Adaptado de KADAM et
al., 2004)

As principais hipoteses assumidas para a formulagdo do modelo séo listadas a seguir:

1. Embora existam diversas enzimas envolvidas na hidrolise da celulose e
hemicelulose (endo-f-glucanase, exo-g-glucanase, exo-g-glicosidase, p-
glicosidase e exo-g-xilanase), para efeitos praticos, o complexo enzimético
utilizado foi modelado como uma pseudo-enzima possuindo diferentes
atividades enzimaticas (i.e., as enzimas foram descritas por uma Unica variavel).

2. A atividade enzimética total foi considerada proporcional a concentragdo de
proteina na fase aquosa, i.e., a velocidade de reacdo pode ser correlacionada com
a quantidade de enzima adsorvida (OOSHIMA et al., 1990).

3. Aadsorcdo da enzima segue a isoterma de Langmuir com as reac0es de primeira

ordem (ry, r, € rs) acontecendo na superficie do substrato.
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4. A celulose é uniformemente suscetivel ao ataque enzimatico (i.e., nenhuma
distincéo é feita entre as fracbes amorfa e cristalina da celulose).

5. A estrutura do substrato é uniforme com relacdo & adsorcéo, i.e., celulose,
hemicelulose e lignina estdo igualmente distribuidas na fibra e variam pouco
durante a hidrélise. Dado que a composicdo da superficie apresenta a mesma
composicdo da biomassa, essa composicdo pode ser usada para calcular a
concentracdo de enzimas adsorvidas na superficie do material (LIAO et al.,
2008).

6. A lignina influencia apenas na adsor¢éo (i.e., quanto mais lignina houver no
substrato, menos enzimas estardo adsorvidas na celulose) e a razdo entre a
lignina exposta as enzimas e a quantidade total de lignina contida no substrato é
igual & unidade, ou seja, a celulose ndo bloqueia a adsorcdo das enzimas na
lignina (OOSHIMA et al., 1990).

7. A inativagdo térmica e mecénica da enzima é desprezivel.

8. A conversdo da celobiose em glicose ocorre por catalise homogénea em solugéo
e segue a cinética de Michaelis-Menten.

Durante a hidrdlise, primeiro as enzimas sdo adsorvidas sobre os componentes do
substrato (celulose, hemicelulose e lignina) na superficie, a seguir as enzimas
adsorvidas convertem celulose e hemicelulose em agucares. A adsor¢do das enzimas €
descrita pela isoterma de Langmuir e as taxas de reacdo por equacdes de velocidade
baseadas no modo de inibicdo competitivo, considerando cada reacdo potencialmente
inibida pelos produtos da hidrélise (glicose, celobiose e xilose) (KADAM et al., 2004;
LIAO et al., 2008; ZHENG et al., 2009a; CAMARA, 2012). As equacdes que compdem
0 modelo sdo apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Modelo cinético da hidrdlise enzimatica da biomassa lignocelulésica

Adsorcdo da enzima e equagOes de taxa

E _ Emax Kad EF

< . = 3.3)
de Adsorgdo de L (
Isoterma de Adsorcéo de Langmuir S 1+K_E,
E,. —E, < (3.4)
Enzima adsorvida na celulose (C) Y '
H
Enzima adsorvida na hemicelulose (H) B =Eg 5 (3.5
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Tabela 3.2. Modelo cinético da hidrdlise enzimatica da biomassa lignocelulésica

(continuacéo)

Adsorcdo da enzima e equages de taxa (continuacéo)

Conversdo da celulose (C) em celobiose (G2)
com inibicdo competitiva por glicose, celobiose e
xilose

Conversdo da celulose (C) em glicose (G) com
inibicdo competitiva por glicose, celobiose e
xilose

Conversdo da celobiose (G2) em glicose (G) com
inibicAo competitiva por glicose e xilose

Conversdo da hemicelulose (H) em xilose (X)
com inibicdo competitiva por glicose, celobiose e
xilose

k2r EBC RS S

1+—+——

KirEgn RsS

(3.6)

3.7)

(3.8)

(3.9)

Balancos de massa

Enzima total

Sélidos insoluveis (S)

Celulose

Celobiose*

Glicose*

Hemicelulose

Xilose*

E; = Eq +Eg

S=C+H+L

T =1 056!’1 -0

¢ =L11tr, +1,053r,

_t = 1,136!’4

(3.10)

(3.11)

(3.12)

(3.13)

(3.14)

(3.15)

(3.16)

* 1,056 e 1,111 sdo as constantes de conversdo de uma unidade de glucano na celulose em
celobiose e glicose respectivamente. 1,053 é a constante de conversdo de uma unidade de
glucano na celobiose em glicose e 1,136 € a constante de conversdo de uma unidade de xilana

na hemicelulose em xilose.
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Embora as unidades geralmente utilizadas para referir-se a carga de sélidos e a carga de
enzima nos ensaios de hidrolise sejam respectivamente, %m/v e FPU/g-celulose, as
concentracdes de solidos (S=C+H+L) e de enzima (Er, Er, Eg, Egc, Egn) S80 utilizadas
no modelo em g/l. Partindo de uma carga de solidos dada (em %m/v que é equivalente a
g/100-ml), as concentracOes de celulose e hemicelulose (em g/l) obtém-se do produto
entre a carga de sdlidos e a fracdo de celulose ou hemicelulose presente na PCA em
base seca (Equacgéo 3.17). No caso da enzima, para converter a carga de enzima (FPU/g-
celulose) em concentragdo de enzima (em g/l), multiplica-se a carga de enzima (em
FPU/g-celulose) por a massa de celulose ou hemicelulose (em g) e pelo teor de proteina
da enzima (em mg-proteina/ml-enzima) e se divide no produto entre a atividade FPA da
enzima (em FPU/ml-enzima) e o volume total de reacdo (em ml), de acordo com a

Equacdo 3.18.

Carga s6l.(g-PCA/ml)*Volume (ml)*Fracdo massica de C ou H (g/g-PCA)

CouH(/l)= Volume (I)

(3.17)

Carga enz.(FPU/g-C)*Massa C (g)*Proteina enz.(mg-prot./ml-enz.)

Enzima (mg/ml=g/l) =
FPA (FPU/ml-enz.)*Volume total (ml)

(3.18)

3.7 METODOLOGIA COMPUTACIONAL

O software EMSO™ (SOARES e SECCHI, 2003) foi utilizado para simular e estimar os
pardmetros do modelo cinético. A fungdo dos minimos quadrados ponderados
(Weighted Least Squares, WLS)™, foi minimizada usando o solver COMPLEX que usa
o método de otimizagdo dos poliedros flexiveis'®. A Equacdo (3.19) descreve a métrica
dos WLS como a soma do erro quadratico entre as variaveis dependentes experimentais
(vi%) e as predicdes do modelo (yi"), ponderada pelo quadrado do inverso da média do
desvio padrao (S;) para cada variavel ao longo de todos os experimentos (NE).

e _ ‘m 2
- Z(ysfy) (3.19)
i=1 i

14 EMSO: Environment for Modeling Simulation and Optimization

15 A regressao por WLS assume que os erros experimentais tém variancia constante (i.e. homoscedasticidade
do erro).

16 http://www.eng.ufrgs.br/englib/numeric/
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3.7.1 Estimacédo dos parametros cinéticos

Os parametros da isoterma de Langmuir foram estimados separadamente com os dados
dos experimentos da hidrolise de PCA pré-tratada para diferentes cargas de enzima, e
foram utilizados no modelo cinético como dados de entrada. Os parametros cinéticos

foram estimados para a condicéo de referéncia da Tabela 3.1.

3.7.2 Validagéo do modelo

Os experimentos de validagdo foram conduzidos sob condigdes diferentes das condi¢Ges
de estimacao dos pardmetros com diferentes cargas de sélidos (10% e 20%), diferentes
cargas de enzima (5-60 FPU/g-celulose) e diferentes concentrac@es iniciais de agucares,
incluindo glicose (30 e 60 g/l), celobiose (10 g/l) e xilose (10 g/l), para avaliar a
capacidade do modelo para descrever a inibigdo pelos produtos. Estes agucares foram
adicionados antes da adi¢do da enzima nos experimentos. Os outros procedimentos e

condicdes empregadas foram iguais aos descritos na Se¢édo 3.5 e na Tabela 3.1.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da hidrolise enzimatica da PCA em alta concentracdo de sélidos sdo
apresentados neste capitulo. Inicialmente uma discussdo dos resultados do pre-
tratamento, dos efeitos avaliados (carga de solidos, de enzima e da inibicdo pelos
acucares) e da adsorcdo da enzima, € apresentada. A seguir sdo apresentados 0s
resultados e discussdo da estimagdo dos parametros cinéticos e da validacdo do modelo
cinético proposto.

4.1 CARACTERIZACAO E PRE-TRATAMENTO

A palha de cana foi caracterizada de acordo com a metodologia desenvolvida por Rocha
et al. (1997), validada por Gouveia et al. (2009) e descrita na Secdo 3.2. As condicOes
do pré-tratamento utilizadas foram as do trabalho recente de Souza e Cruz (2013), em
que os autores observaram a maior remocdo de hemicelulose e lignina na palha usando
temperatura de 195°C durante 10 minutos com uma relacéo solido-liquido de 1:10 m/v.
Os resultados da composi¢do quimica da palha tanto in natura como depois do pré-
tratamento sdo resumidos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Caracterizagdo da palha antes e depois do pré-tratamento hidrotérmico

Composicao (% base seca)

Componente PCA PCA PCA pré-tratada Remogao (%)
in natura pré-tratada (corrigida*)

Celulose 38,8 65,97 32,9 15,09
Hemicelulose 31,6 8,3 4,1 86,88
Lignina soluvel 2,6 0,03 0,01 99,42
Lignina insoltvel 17,6 25,2 12,6 28,50
Cinzas 2,5 1,8 0,9 64,04
Extrativos 6,2

Rendimento 49,94%

* Composi¢do corrigida = Composicdo apos pré-tratamento (base 100%) x Rendimento.
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A composicdo da palha in natura apresenta valores semelhantes aos referidos na
literatura para palha e que foram apresentados na Tabela 2.2. A hemicelulose removida
com o pré-tratamento hidrotérmico (86,9%) é comparavel com o nivel de remocéo de
hemicelulose reportado por Garrote et al. (1999), para palha de milho (87,3%) e por
Laser et al. (2002), para bagaco de cana (89%) a 200°C por 10 min. A despolimerizacéo
da hemicelulose facilita a acdo das enzimas celulases durante a subsequente etapa de
hidrélise, uma vez que essa estrutura forma uma barreira fisica ao redor da celulose
dificultando o acesso das enzimas. A remocdo da celulose (15%) contrasta com 0s
resultados para bagaco de cana de Laser et al. (2002), que observaram uma
solubilizacdo da celulose de 8%, e os resultados de Walsum et al. (1996), que
reportaram 5% de remocdo de celulose e remocéo total de hemicelulose a 230°C por 2
min. Também Fontana et al. (1995) e Saska e Ozer (1995) estimaram a solubilizacdo de
celulose menor do que 5% trabalhando a 185°C e 170°C, respectivamente.

Em meio aquoso, a lignina pode sofrer tanto degradacdo como re-polimerizacgdo e a
fracdo de lignina solubilizada depende das condigdes operacionais (GARROTE et al.,
1999). Biermann et al. (1994) conseguiram remover até 60% da lignina de uma mistura
de madeiras duras (hardwood) usando explosdo de vapor, porém uma fracdo
significativa de celulose foi removida (até 20%). Usando pré-tratamento aquoso, Saska
e Ozer (1995) trabalhando a 180°C, e Walsum et al. (1996) operando a 230°C por 2 min,
removeram respectivamente 39,4% e 38% da lignina presente no bagaco de cana,
resultados proximos & remocdo de lignina total (37,6%) atingida por Souza e Cruz
(2013). Rendimentos semelhantes ao observado na Tabela 4.1 para palha de cana foram
referidos para bagaco de cana por Walsum et al. (1996), (59%) e Allen et al. (1996)
(<50% operando a 195°C e 65 min), usando 0 mesmo pré-tratamento.

Outros pré-tratamentos tém sido aplicados recentemente a palha de cana-de-agUcar.
Moriya (2007) com um pré-tratamento Acetosolv (catalisado por HCL 0,4%, 3h) obteve
a solubilizacdo de 20% da celulose, 77% da hemicelulose e 70% da lignina. Silva
(2009) usando &cido diluido (H2SO4, 1%m/m, 120°C, 10 min), solubilizou 30% da
celulose, 89% da hemicelulose e 78% da lignina presente no material. Oliveira (2010)
usando explosédo a vapor (200°C, 15 min) observou uma remocgdo de celulose e
hemicelulose de 30% e 93% respectivamente, com um rendimento de 56%. Remoc¢oes
acima de 22% para celulose, entre 78-95% para hemicelulose e de 46% para lignina,
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foram reportadas neste mesmo trabalho usando &acido diluido (H,SO4, 1%m/m, 180-
195°C, 10min) com rendimentos entre 38-54%. Bayona (2012) otimizou as condicOes
de dois tipos de pré-tratamento baseados na producdo de glicose. O pré-tratamento com
peroxido de hidrogénio alcalino nas condi¢Bes 6timas (H;0,, 6%v/v, 60°C, 1h)
apresentou um rendimento de 46% e uma remocdo de celulose, hemicelulose e lignina
de 3,3%, 83% e 72%, respectivamente. Enquanto para o pré-tratamento com hidréxido
de célcio (Ca(OH),, 90°C, 53h), o rendimento foi de 74% com remocédo de 39,3% de
lignina e baixa remocéo de celulose (2,9%) e hemicelulose (8,3%).

O pré-tratamento hidrotérmico nas condi¢bes referidas por Souza e Cruz (2013)
destaca-se pela alta remocdo de hemicelulose (87%), comparavel com a remocao de
pré-tratamentos quimicos (e.g., acido diluido), enquanto apresenta menores perdas de
celulose (15%) com respeito a esses mesmos pré-tratamentos. A remoc¢do de lignina
(38%) é comparavel a remocéo reportada na literatura para bagaco de cana usando pré-
tratamento hidrotérmico, que apresenta a vantagem de ser ambientalmente amigaveis,
uma vez que ndo requerem quimicos, reduzindo tanto a polui¢cdo quanto os custos de

tratamento de efluentes (e.g., neutralizag&o) em etapas adicionais do processo.

4.2 ATIVIDADES E TEOR DE PROTEINA DA ENZIMA

As principais atividades do complexo enzimaético, atividade em papel filtro (FPA) e
atividade em celobiose, assim como a quantidade de proteina presente na enzima, foram
determinadas usando os métodos descritos na Secdo 3.3. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Principais atividades enzimaticas e quantidade de proteina do complexo
enzimatico Cellic® CTec2

Medicéo Unidades Valor
Atividade em papel filtro FPU/ml-enzima 203
Atividade em celobiose CBU/ml-enzima 6317
Teor de proteina g-proteina/l-enzima 36
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4.3 HIDROLISE ENZIMATICA

Os ensaios de hidrélise foram realizados pelos colegas do LaDABIio seguindo a
metodologia descrita na Se¢do 3.5 e o0 arranjo experimental da Tabela 3.1. O conjunto
de experimentos permite avaliar o efeito da carga de sélidos, o efeito da carga de
enzima e o efeito da inibicdo de agUcares sobre a hidrolise enziméatica da PCA pré-
tratada, além de fornecer os dados experimentais para a modelagem e validagdo do
modelo cinético da hidrolise. As possiveis interferéncias pela presenca de agucares tanto
no substrato como na enzima (ZHANG et al., 2007) foram eliminadas, subtraindo as
concentracdes de acUcar (glicose, celobiose e xilose) medidas a partir das hidrélises de
controle sem enzima (controle do substrato) e sem substrato (controle da enzima). A
possivel superestimacao nos valores da glicose pela formagéo de acido glucdnico pelas
enzimas oxidantes presentes na Cellic® CTec2 é reduzida na operagdo SHF a 50°C
(CANELLA et al., 2012).

4.3.1 Efeito da carga de solidos

Trés diferentes cargas de PCA pré-tratada 10, 15 e 20% (m/v) foram avaliadas. Para
todas as hidrdlises, a carga de enzima foi de 10 FPU/g-celulose, e o tempo de reacéo foi
de 72 h, com tempos de amostragem de 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72 h. O efeito da carga de
solidos sobre a produgdo de glicose, celobiose e xilose sdo apresentados nas Figuras
4.1-4.4.

As Figuras 4.1-4.3 mostram que quanto maior foi a carga de sélidos, maior foi a
producéo de acucares (glicose, celobiose e xilose) no tempo final da hidrélise, o que era
esperado, uma vez que quanto maior for a carga de substrato, maior é o potencial para
obtencdo de aglUcares. Maior carga de solidos também representou menores taxas de
conversao iniciais para a carga de sélidos de 20%; esta tendéncia ndo foi mantida para a
carga de 10%. No caso da producdo de xilose, todas as cargas exibiram taxas de

hidrélise inicial semelhantes.
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Figura 4.1. Efeito da carga de s6lidos sobre a concentracao de glicose

3.0
——10% s6l. —a—15% s6l. —e—20% sol.

Celobiose (g/1)

0 12 24 36 48 60 72

tempo (h)

Figura 4.2. Efeito da carga de solidos sobre a concentracao de celobiose

14
12 | —4—10% s6l. —w—15%s6l. —e—20% sol.
10
= 3
Y
0 6
2 4
x
2
0
0 12 24 36 48 60 72
tempo (h)

Figura 4.3. Efeito da carga de s6lidos sobre a concentracao de xilose
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Uma analise de séries de dados por pares (Tabela 4.3) usando ANOVA mostrou que a
diferenca de carga de solidos entre 10% e 15% explica as diferencas significativas na
producéo de glicose destas cargas. No entanto, para as cargas de 15% e 20%, diferencas
ndo significativas na producdo de glicose foram observadas a partir das 12 horas de
hidrolise (F<Feritico). EStes resultados indicam que cargas maiores que 15% de sélidos
ndo representam um aumento significativo na producgéo de glicose no caso da PCA nas
condi¢des avaliadas. Embora a hidrdlise em alta carga de sdlidos seja mais econémica e
desejavel que a operagdo em baixa carga de solidos, essa apresenta uma serie de
problemas discutidos previamente na Segéo 2.7.

Tabela 4.3. Valores da estatistica F da ANOVA aplicada ao efeito da carga de sélidos
sobre a producéo de glicose

Carga de sélidos
tempo (h)  10% & 15%  15% & 20%

1 89,89 24,31
2 39,53 33,02
6 102,94 30,20
12 2680,51 9,16
24 2226,16 1,96
48 100,61 0,80
72 80,36 12,15
Ferttico 18,51

A Figura 4.4 mostra o efeito da carga de solidos sobre a converséo de celulose, também
chamada de digestibilidade enzimatica por Zheng (2007). Geralmente € esperado obter a
maior conversdo com a menor carga de sélidos para uma quantidade fixa de enzima.
Neste caso, a Figura 4.4 mostra que o incremento na carga de s6lidos de 10% para 15%
e 20% ndo resultou em um decréscimo da digestibilidade (51,4%) no tempo final de
reacdo, sugerindo que a carga de enzima utilizada de 10FPU/g-celulose é apropriada
para a hidrolise de PCA em alta concentragdo de solidos. Porém, as taxas iniciais foram
significativamente menores para a carga de 20% de solidos.
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Figura 4.4. Efeito da carga de solidos sobre a conversao de celulose
4.3.2 Efeito da carga de enzima

Para avaliar o efeito da carga enzimatica sobre a hidrélise da PCA, sete diferentes
cargas da enzima Cellic® CTec2 (5, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 FPU/g-celulose) foram
avaliadas. A carga de substrato utilizada para os ensaios foi de 15% (m/v) e o tempo
total de reacdo foi de 72 h, com tempos de amostragem de 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72 h. Os
resultados com respeito a producdo de aglcares sdo apresentados nas Figuras 4.5-4.8.

Em termos gerais, uma répida taxa de hidrdlise é observada para todas as cargas de
enzima, durante as primeiras 24 horas, seguida por uma etapa de hidrélise mais lenta. A
producdo de glicose parece convergir no tempo final para uma media de 68 g/l com
cargas de enzima maiores de 10 FPU/g-celulose. Os valores da estatistica F da ANOVA
apresentados na Tabela 4.4, revelam que no final da reacdo a producdo de glicose ndo €
influenciada pelas cargas de enzima entre 10-60 FPU/g-celulose (F=3,80<
Feritico=4,39). Para cargas maiores de 15 FPU/g-celulose, a producéo de glicose deixa de
ser afetada pela quantidade de enzima utilizada a partir das 24 h de hidrélise. Esta
analise pode ser estendida para a conversao da celulose na Figura 4.8, toda vez que a
conversdo tedrica de celulose é calculada a partir da concentracdo de glicose no
hidrolisado, mostrando que a adicdo de enzima acima de 10 FPU/g-celulose ndo é
efetiva para a hidrolise de celulose. Isso pode ser explicado pela saturacdo tanto
especifica como ndo especifica dos sitios ativos de ligacdo (e.g. sitios na lignina)
disponiveis no substrato para a enzima (ZHENG, 2007).
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Figura 4.7. Efeito da carga enzimatica sobre a concentragdo de xilose
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Os resultados da Tabela 4.4 também sugerem que a glicose obtida com uma carga de
5FPU/g-celulose, € significativamente diferente do nivel de glicose produzida pelas

outras cargas de enzima durante o tempo de reagé&o.

Tabela 4.4. Valores da estatistica F da ANOVA para o efeito da carga de enzimas sobre

a producdo de glicose

Carga de enzima
tempo (h) 5-60 FPU  10-60 FPU 15-60 FPU

1 23,20 18,96 17,54
2 52,13 40,50 37,91
6 121,33 38,69 37,63
12 59,87 12,99 6,72
24 20,58 4,45 1,63
48 43,41 12,52 3,79
72 12,74 3,80 0,55
Feritico 3,87 4,39 5,19
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Figura 4.8. Efeito da carga de enzima sobre a conversao de celulose

O grau de hidrolise da celulose depende da razdo das enzimas celulases e B-glicosidase
(ZHENG, 2007). Assim, uma complementacdo de B-glicosidase é usada na maioria dos
experimentos de hidrolise para aumentar a atividade de celobiase tanto para garantir a
conversdo do substrato como para evitar a forte inibicdo pela celobiose (FAN e LEE,
1983). Para isso, relagbes entre 1FPU:1CBU (GARCIA, 2009; ZHENG, 2009) ate
1FPU:2CBU (KHODAVERDI et al., 2011; CAMARA, 2012) tém sido usadas. Apesar

da alta atividade estimada para a enzima (6317 CBU/ml), a presenca de celobiose no
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hidrolisado na Figura 4.6 revela uma baixa atividade de celobiase do complexo
enzimatico, que nao foi complementado nos experimentos. No entanto, existe um limite
na adi¢do de B-glicosidase, acima do qual a concentracdo de glicose ndo é aumentada
(ZHENG, 2007). A inibicdo pelos produtos da hidrolise como a glicose, a possivel
presenca do &cido gluconico no caso da Cellic® CTec2 (CANELLA et al., 2012), a
adsorcdo improdutiva da B-glicosidase na lignina presente na PCA, somados a outros

fatores como a desativacéo térmica e mecénica, poderiam explicar esta inibic&o.

Além da formacédo de glicose e celobiose, a Figura 4.7 mostra que houve formacao de
xilose durante a hidrélise da hemicelulose presente na palha. Trabalhos com bagaco de
cana pré-tratada com peréxido de hidrogénio alcalino (GARCIA, 2009;: CAMARA,
2012) também tém observado a producdo de xilose e isso ocorre porque as
hemicelulases podem ser produzidas pelos mesmos microrganismos que produzem
celulases (TENKANEN et al., 1992), fazendo com que celulases ou complexos
comercias apresentem atividades xilanoliticas (JUHASZ et al., 2005, CHEN et al.,
2008), como acontece com o complexo enzimético utilizado nestes ensaios
(NOVOZYME, 2010).

4.3.3 Efeito da inibi¢do pela carga inicial de acucar

O efeito da inibicdo enzimatica pelo agucar sobre a hidrélise da PCA foi avaliado
usando quatro diferentes cargas iniciais de agUcar (adicionados antes da enzima),
incluindo: 30 e 60 g/l de glicose (30G e 60G), 10 g/l de celobiose (10G2) e 10 g/l de
xilose (10X). A carga de substrato utilizada para os ensaios foi 15% (m/v) e uma carga
de enzima de 10 FPU/g-celulose foi empregada. O tempo total de reacdo foi de 72h,
com tempos de amostragem de 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72 h. Os resultados com respeito a
producdo de agucares sdo apresentados nas Figuras 4.9-4.12. A adigdo de cada agucar
foi subtraida no seu grafico respectivo para facilitar a comparacdo e a andlise dos
resultados.

A Figura 4.9 mostra que no ponto final a glicose media liberada nas hidrolises 10X,
10G2 e 30G, foi 56,4 g/l, exceto para a carga 60G (que foi de 43,3 g/l). A adicdo dos
acucares reduziu em diferentes graus a taxa inicial de formacgdo de glicose, sendo a

adicdo de glicose (30G e 60G) aquela que mais afetou a produgéo de glicose durante a
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hidrélise. A glicose como produto priméario tem um efeito inibitério importante sobre a
celulase e a PB-glicosidase (ZHENG, 2007), promovendo uma maior formacdo de
celobiose, como se evidencia na Figura 4.10 para as curvas 30G e 60G nas primeiras 24
horas de hidrélise. Das 24h até o tempo final, a concentracéo de celobiose aumenta para
a carga de 30G em relacdo a hidrdlise de referéncia, enquanto para a carga de 60G
atinge valores finais de celobiose semelhantes aos apresentados na hidrélise sem adigdo
de agucares. Também ¢ observado que a carga inicial de celobiose (10G2) parece ter
inibido pouco ou nada a formacdo de celobiose durante a hidrdlise comparada com a

hidrélise de referéncia.

Em termos gerais, a xilose na Figura 4.11 apresentou maior taxa inicial de formacéo
para as adicOes de acucar diferentes da xilose (10X) obedecendo a uma maior inibicdo
pelo produto principal da reagdo. As concentragdes de xilose que foram diferentes no
comeco da hidrolise para cada adicao de agUcar, tornaram-se semelhante a concentracéo
observada para a hidrélise de referéncia apos das 48h de reagdo, mostrando um efeito
inibitorio baixo dos agUcares sobre a producdo final de xilose. A curva de xilose para a
carga de 60G apresentou conversdes maximas de xilose a partir das 6h de reagdo em um

comportamento que merece maior analise.
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Figura 4.9. Efeito da inibicdo pelo agucar sobre a concentragéo de glicose
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Figura 4.11. Efeito da inibicdo pelo acucar sobre a concentracdo de xilose

A andlise da estatistica F de ANOVA apresentada na Tabela 4.5 revela que a adicdo
inicial de 10 g/l de celobiose e xilose (10G2 e 10X, respectivamente), ndo afetou
significativamente a producdo de glicose comparada com a hidrolise de referéncia (sem
adicdo de acucar). Este resultado concorda com o nivel de celobiose formado para 10G2
e 10X que € proximo ao nivel de celobiose da referéncia como se observa na Figura
4.10. Os resultados da Tabela 4.5 também permitem confirmar que s6 a adicdo de
glicose influiu significativamente sobre a formacdo de glicose durante toda a hidrdlise,
exceto no ponto final da adicdo 30G, onde o nivel de glicose foi proximo da glicose
liberada na condicdo de referéncia. Esta analise pode ser estendida a Figura 4.12 onde a
conversdo média da celulose com a adicdo de agucar foi de 53% exceto para 60G que

foi significativamente menor (32%).
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Tabela 4.5. Valores da estatistica F da ANOVA para o efeito da inibi¢éo da carga inicial

de acgUcar sobre a producéo de glicose

Carga de agucar inibidor

tempo (h) Ref. & 10G2 Ref. & 10X Ref. & 30G  Ref. & 60G
1 8,97 23,71 394,93 394,93
2 0,08 14,03 190,11 190,11
6 22,73 60,08 228,08 533,19
12 328,75 1850,20 301,97 42052,36
24 8,26 1378,45 337,82 16,02
48 0,12 0,92 36,44 85,58
72 7,20 1,41 3,71 166,51
Feritioo 18,51 18,51 18,51 18,51
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Figura 4.12. Efeito da inibigc&o pelo acucar sobre a conversdo da celulose

4.3.4 Adsorcao

A adsorcdo de enzima sobre substratos heterogéneos insolUveis é o aspecto central dos

modelos mecanisticos de hidrélise de celulose e tem sido positivamente correlacionado

em varios estudos (uma lista completa destes estudos é apresentada por Zheng, 2007),

uma vez que a taxa de hidrélise inicial é proporcional a quantidade de enzima inicial
adsorvida (LEE et al., 1982; LEE e FAN, 1982, RYU e LEE, 1986) e que a informacao

das interagdes enzima-substrato sdo necessérias para desenvolver um modelo que

prediga com precisdo a concentracdo dos produtos (PHILIPPIDIS et al., 1993).

A cinética de adsor¢do do complexo enzimatico na PCA foi avaliada medindo a

concentracdo de proteina livre no hidrolisado pelo método colorimétrico de Bradford
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(1976), para as sete diferentes cargas de enzima avaliadas (5, 10, 15, 20, 25, 30 e
60FPU/g-celulose). Os ensaios foram realizados a 50°C em duplicata, segundo a Segéo
3.5 da metodologia, com tempos de amostragem de 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72 h. A possivel
interferéncia da proteina presente no substrato foi eliminada subtraindo a proteina

medida da hidrdlise de controle sem enzima.

Muitos trabalhos de adsorcdo tém sido conduzidos em celulose pura e temperaturas
baixas (0-10°C) para evitar tanto o efeito da hidrolise sobre a isoterma de adsorcéo,
como o retorno das enzimas ao hidrolisado por causa da solubiliza¢éo da celulose, o que
impediria a obtengdo do equilibrio de adsorcdo (STEINER et al., 1988). Neste trabalho
0s ensaios foram realizados a temperatura de experimentos de hidrélise (50 °C), uma
vez que quando a biomassa lignoceluldsica é usada como substrato, a enzima nao
retorna a solucdo apds a hidrolise, pois é adsorvida pela lignina presente no substrato,
reduzindo o efeito da hidrolise da celulose sobre a adsor¢do da enzima (ZHENG, 2007).

Quando as temperaturas sdo baixas, a adsorcdo de celulase atinge um valor constante
em menos de 30 a 90 min (LYND et al.,, 2002). N&o obstante, para substratos
lignocelulésicos, um tempo entre 1-8 h é necessario para atingir o equilibrio de adsorgéo
(OOSHIMA et al., 1990; KADAM et al., 2004; ZHENG, 2007), concordando com 0s
resultados da Figura 4.13, onde valores constantes de proteina no hidrolisado foram
observados apds de 6h de hidrolise.

—8—5FPU  —&—10FPU —%—15FPU —+— 20 FPU

—6—25FPU ——30FPU ——60FPU

Concentragdo de proteina (g/l)

0 12 24 36 48 60 72
Tempo (h)

Figura 4.13. Cinética da adsorcdo da enzima sobre a PCA pré-tratada para diferentes

cargas de enzima
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A adsorcdo da enzima é muito mais rapida que a sacarificacéo e tanto o substrato quanto
0 pré-tratamento influenciam a dessorcdo das enzimas, acessibilidade ao substrato e
afinidade das enzimas a lignina (KUMAR e WYMAN, 2009). Na Figura 4.13, um
rapido decréscimo na concentracdo de enzima livre é observado para todas as cargas de
enzima durante as primeiras horas de hidrolise. A enzima ndo é liberada na solugéo
durante a hidrdlise pela presenca de lignina no substrato (GALBE et al., 1990), uma vez
que a celulase liberada da hidrélise da celulose pode ser re-adsorvida de maneira
irreversivel pela lignina cada vez mais acessivel (MES-HASTREE et al., 1987). Isso
concorda com o observado na Figura 4.8, onde o decréscimo na conversao da glicose no
final da hidrdlise ndo foi acompanhado da liberacdo da enzima no meio como se mostra
na Figura 4.13. O efeito da adsorgdo de celulase e/ou B-glicosidase sobre a lignina néo
foi estudado neste trabalho e na literatura uma comparacdo das caracteristicas de
adsorcdo de enzima sobre celuldsicos e lignocelulésicos é apresentada unicamente por
Zheng (2007). No entanto, a presenca de lignina na PCA pode ter um efeito positivo no
aumento da conversdo da celulose pelas enzimas oxidativas (e.g. GH61) presentes na
Cellic® CTec2 (CANELLA et al., 2012).

Zheng (2007) adotou o mecanismo de hidrolise proposto por Kadam et al.(2004), que
dividiu a enzima em dois grupos, EC/CBH convertendo celulose em glicose e celobiose
e B-glicosidase, convertendo celobiose a glicose. Neste trabalho o complexo enzimatico
Cellic® CTec2 foi considerado uma pseudo-enzima, simplificando o modelo de Kadam
et al.(2004). Esta simplificacdo pode ser razoavel, uma vez que, segundo observado por
Zheng (2007), a B-glicosidase ndo afeta a adsor¢éo da celulase na celulose porque ndo
compete com os sitios ativos no substrato, concordando com a natureza hidrolitica da f3-

glicosidase, que hidrolisa celobiose & glicose em meio aquoso.

Os parametros da isoterma de Langmuir, descrita pela Equacdo (3.3), foram estimados
com os dados de equilibrio de adsor¢do obtidos no tempo de hidrolise de 6 h. A
minimizacdo da soma dos erros quadraticos (i.e. minimos quadrados), foi usada como
funcdo objetivo. A forma ndo linear da isoterma de Langmuir foi utilizada para a
estimacdo dos pardmetros, uma vez que os desvios inerentes as transformacdes lineares
das isotermas conduzem a erros na estimacao e distor¢des no ajuste (FOO e HAMEED,
2010). Os resultados obtidos séo apresentados na Figura 4.14 e na Tabela 4.6.
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Figura 4.14. Isoterma de Langmuir para a adsorcao de enzima sobre PCA pré-tratada

Tabela 4.6. Resultados da estimagdo dos parametros de adsorcéo

Funcéo objetivo 2,685
Graus de Liberdade* (GL) 6
Parametros S e

(o/kg-substrato) (I/g)
Valor 8,32 7,16
Desvio Padrado 2,3 44
Matriz de correlacéo

1 -0,916
-0,916 1

*GL=Numero experimentos* NUmero de variaveis - NUmero de parametros

A Tabela 4.6 fornece informagdo adicional sobre os resultados da estimagdo. A
significancia dos parametros sugere que o pardmetro Emax é significativo, enquanto
Kad esta muito préximo de ser significativo, segundo o nivel de confianca considerado
na estimacao (95%). A correlagcéo dos parametros observada (~0,92) pode ser reduzida
para 0,81 usando uma reparametrizacdo da isoterma de Langmuir (dados ndo
mostrados) sem afetar a predicdo do modelo. Contudo preferiu-se utilizar os parametros

de Langmuir por ter um evidente significado fisico.

Os parametros da isoterma de Langmuir oferecem uma medida da capacidade de
adsorcdo (Emax) e da afinidade da enzima pelo substrato (Kad). Camara (2012) estimou
Emax em 26 g/kg e Kad de 8,58 kg/g para bagaco de cana pré-tratado com peroxido de
hidrogénio. Zheng (2007) reportou Emax e Kad de 173,50 g/kg e 05 /g
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respectivamente, para a adsor¢do de B-glicosidase em lignina; valores que passaram
para 161,50 g/kg (Emax) e 0,65 I/g (Kad), quando mudou o substrato para um tipo de
grama pré-tratada com &cido diluido. Neste mesmo trabalho, foram estimados Emax de
22,86 g/kg e Kad de 0,60 l/g para celulase em Avicel. Kadam et al. (2004) estimaram
Emax de 60 g/kg e 10 g/kg para a adsor¢do de celulase e B-glicosidase sobre palha de
milho pré-tratada. Khodaverdi et al. (2011) calcularam Kad de 5,0 e 5,7 l/g, para
algoddo com e sem pré-tratamento. Embora o tipo de substrato e pré-tratamento
influenciam a adsor¢do da enzima, os resultados da Tabela 4.6 sugerem uma
concordancia entre a ordem dos parametros estimados e 0os pardmetros de adsorgéo

referidos na literatura para outros substratos lignocelulésicos.

4.4 MODELAGEM MATEMATICA

A metodologia seguida neste trabalho para modelar a hidrélise enzimética da PCA pre-
tratada, incluiu: (1) a obtencéo dos dados experimentais; (2) a estimagdo dos parametros
cinéticos utilizando estes mesmos dados; e (3) a simulagdo do modelo com os
parametros estimados sob condi¢des diferentes de carga de sélidos, carga de enzimas e
concentracdes iniciais de acucar. Os resultados destas simulagcdes foram comparados
com os dados experimentais para validar a capacidade de predicdo do modelo numa
faixa de condicGes experimentais diferentes daquelas usadas para a estimacéo.

4.4.1 Estimagéo dos parédmetros cinéticos

Os parametros da isoterma de Langmuir estimados separadamente foram usados como
dados de entrada durante a estimacdo dos pardmetros cinéticos. Estes pardmetros foram
estimados usando o software EMSO (SOARES e SECCHI, 2003), e os valores
experimentais de glicose, celobiose e xilose estédo na condicdo de referéncia (ver Tabela
3.1). Os resultados obtidos sao listados na Tabela 4.7.

Alguns autores incluiram a concentracdo de celulose no conjunto de dados para a
estimacdo dos pardmetros cinéticos do modelo, no entanto, neste trabalho a
concentracdo do substrato ndo foi medida durante a hidrélise, e somente foram

calculadas para estimar a conversdao tedrica da celulose e hemicelulose. Dados nédo
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apresentados mostraram que incluir esta informacdo nos dados da estimacgdo (quando
ndo tém sido medidos experimentalmente, sendo inferidos a partir das concentragdes de
glicose e celobiose), ndo representa ganho algum no ajuste das variaveis, porém,
aumenta a correlagdo entre os parametros, uma vez que parte dos dados usados para a

estimacdo procede de uma transformacao linear das variaveis medidas.

Tabela 4.7. Parametros cinéticos estimados do modelo de hidrélise enzimética da PCA

pré-tratada na condicdo de referéncia

Flores-

Pa.rér’n.etros Unidades Este Camara Zheng Kadam et al. Sanchez Khz(sz\frd' Pr:tnzicu
Cinéticos trabalho  (2012)* (2007) (2004)* et al. -
(2013)* (2011) (2013)
Ky I/g/h 0,028 0,65 16,5 22,3 94,72 5,64 1,224
Kor I/g/h 4,78 3,17 71 7,18 958,3 10,98 19,08
Kar 1/h 187,8 2545 2676 285,5 432,16 102,86 252
Kar I/g/h 15,66 57,79 - - 167,27 - 9,72
Kiez I/g 0,545 9,83 0,04 0,015 1,00x10°° 1,58 0,0014
Kie I/g 2,93 0,176 0,1 0,1 7,33 0,01 0,0073
Kux I/g 5,07 9,54 - 0,1 8,92 - 0,1007
Koz I/g 117,2 - 132,5 132 7,33 211,74 132
Kac I/g 0,329 0,15 0,01 0,04 0,00115 0,28 0,34
Kaix I/g 0,325 8,79 - 0,2 6,13 - 0,029
Kam I/g 25,50 24,5 25,5 24,3 0,022 184,82 24,3
Kais I/g 0,216 41,75 2,1 3,9 1,45x10° 1,92 3,9
Kaix I/g 59,07 - - 201,0 39,19 - 201
Kaicz I/g 20,68 - - - - - 24,3
Kac I/g 0,728 0,023 - - 0,0747 - 2,39
Kaix I/g 196,4 9,81 - - 23,12 - 201
Relagdes entre as constantes de inibi¢do
Kue/Kug 0,2 55,85 0,40 0,15 1,36x10° 158 0,19
Kac/Kais 356,0 13250 3300 6374 756 388
Kaw/Kaig 118,2 0,59 12,14 6,23 1517 96,26 6,23
Kae/Kaig 28,4 10,17
Kux/Kue 1,7 54,20 1 1,22 13,79
Kax/Kaig 1,0 58,6 5 5330,43 0,09
Kaix/Kaie 273,9 51,54 2,70x10° 51,54
Kax/Kaig 269,9 426 309 84,10

* Kir, 1=1,2,4; em kg/g/h. ks, em 1/h. Kiiez, Kiig, Kiix, i=1,...,4 € Kay em g/kg

Os parametros cinéticos reportados em outros trabalhos baseados no modelo de Kadam
et al. (2004) também foram listados na Tabela 4.7. A comparacdo direta entre 0s
parametros dos diferentes modelos é muito dificil, uma vez que o mecanismo da
hidrolise enzimatica de celulose pelos complexos sistemas enzimaticos é incerto
(ZHENG, 2007). Além disso, cada um dos trabalhos da Tabela 4.7 usou cargas de

solidos, cargas de enzima e substratos diferentes; alguns usaram complementagao de f3-
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glicosidase e modelaram o complexo enziméatico considerando mais de uma enzima,

tornando mais dificil a comparacéo.

As inibigdes relativas apresentadas na Tabela 4.7 revelam que ndo é possivel generalizar
os efeitos da inibicdo da enzima pelos produtos da hidrélise. Enquanto para Flores-
Sanchez et al. (2013) que trabalhou com milho, na reacdo de conversdo de celulose em
celobiose (r1), Kugz2 é muito pequena com respeito a Kyig (1,36x10°), para Khodaverdi
et al. (2011), Kyic2 € 158 vezes maior que Kyg. Outro dos varios casos que podem ser
analisados na Tabela 4.7, aconteceu com a reacdo de conversdo de celobiose em glicose
(r2), onde para PCA, Kzx € quase igual que Ky, enquanto, para Flores-Sanchez et al.
(2013), Kz ix é mais de 5000 vezes Ky € para Prunescu et al. (2013), Ky é 11 vezes
maior que Kzx. Assim, diferentes esquemas reacionais podem resultar em diferentes
valores para os parametros, sendo possivel que um parametro com alto valor compense
outro pardmetro com menor valor (KADAM et al., 2004; ZHENG et al., 2009a). Isso
também pode ser explicado pela alta correlagcdo entre os pardmetros do modelo de
Kadam et al. (2004), referida por Sin et al. (2010).

Depois de uma analise rigorosa de identificabilidade do modelo de Kadam et al. (2004),
Sin et al. (2010) concluiram que o modelo estava superparametrizado com respeito as
medicGes disponiveis. Trés abordagens podem ajudar a superar este tipo de problemas:
(1) modificar a estrutura do modelo avaliando a necessidade de introduzir todos os
parametros; (2) melhorar o planejamento experimental para obter mais dados que
contribuiam a superar o problema de identificabilidade e (3) usar uma andlise de
incertezas para quantificar a incerteza de predicdo do modelo. Sin et al. (2010),
recomendam altamente as abordagens (1) e (2) como solugdes a longo prazo, porém,
propdem uma solucdo na linha da abordagem (3) que permita usar o modelo apesar das

imperfeicdes.

Para superar a superparametrizacdo do modelo, uma modificacdo das Equagdes de taxa
r. (Eq.3.6), r. (Eq.3.7) e rs (EQ.3.9) foi formulada da forma das equaces (3.6b), (3.7b)
e (3.9b) abaixo. Baseado nos fundamentos das reages enzimaticas (ver Anexo 1), um
sO conjunto de parametros de inibicdo (K2, Kic e Kix) foi considerado para as reagdes
que ocorrem na interface sélido-liquido, uma vez que o complexo enzimatico esta sendo

modelado como uma pseudo-enzima com uma Unica capacidade enzimética.
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klr EBC RS S

Conversao da celulose (C) em celobiose (G2) = G G X (3.6b)
com inibicdo competitiva por glicose, celobiose e 1+ + +
xilose Ko Kig Ky
C 3 1 k2r EBC RSS

onverséo da celulose (C) em glicose (G) com r, = (3.7b)
inibicdo competitiva por glicose, celobiose e 1+ G2 + G + X
xilose Koo K Ky
c « . . K, Eg RS

onversdo da hemicelulose (H) em xilose (X) r,= (3.9b)
com inibigdo competitiva por glicose, celobiose e 1+ G2 + G + X
Xilose Koo Kig Ky

A simplificacdo proposta do modelo reduz o nimero total de parametros de 16 para 10,
ao considerar um sé conjunto de pardmetros de inibicdo para as taxas das reagdes
heterogéneas ri, r, e ry. Os resultados da estimacdo do novo conjunto de parametros

cinéticos sdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8. Pardmetros cinéticos estimados para o modelo simplificado de hidrdlise na

condicdo de referéncia

Funcéo objetivo 20,4
Graus de Liberdade* (GL) 17

Pardmetros Kir Kor Kar Kar Kigz Kic Kix Ksig Ksix Ksm

Unidades l/g/h  ligh 1/h I/g/h g/l g/l g/l g/l g/l g/l

Valor 0,104 2,76 143,2 21,42 198 0,546 1,60 0,409 73,10 45,49
Confianca 0,103 2,71 23739 21,05 16553 75483 3,7x10° 52x10° 27754 1,5x10°
Significancia -0,50 -0,50 -0,50 -0,50 -0,50 -0,50 -0,50 -050 -0,50 -0,50

Matriz de correlagdo

klr k2r k3r k4r KIGZ KIG KIX KSIG K3IX KSM

kye 1 1,00 -0,31 1,00 -0,65 -0,97 0,95 -0,41 -0,64 099

Kor 1 -0,29 1,00 -0,65 -0,97 0,95 -0,39 -0,62 0,99

Ksr 1 -0,29 0,35 0,20 -0,17 0,96 0,82 -0,35

Kar 1 -0,65 -0,97 0,95 -0,39 -0,62 0,99
Kic2 1 0,47 -0,40 0,34 0,41 -0,69
Kic 1 -1,00 0,33 0,58 -0,93
Kix 1 -0,30  -0,55 0,90
Kaig 1 0,93 -0,45
Kaix 1 -0,67
K3M 1

*GL=Numero experimentos*Numero de variaveis*Nuimero de amostras - NUmero de parametros
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Na estimagéo dos parametros do modelo considerando todos os 16 parametros (GL=11),
o0 valor da fungdo objetivo foi 18,2, porém, outras estatisticas como o intervalo de
confianga, a significancia e a matriz de correlagdo dos parametros, ndo tinham sido
possiveis de calcular pelo EMSO devido ao mau condicionamento da matriz de
informacdo de Fisher. A modificacdo proposta do modelo permitiu estimar estas
estatisticas e observar a forte correlagdo que existe no modelo entre os parametros

(valores sombreados na Tabela 4.8).

A qualidade do ajuste das varidveis ndo foi afetada pela reducdo dos pardmetros
proposta, isso pode ser observado nas Figuras 4.15 e 4.16, onde se observa que tanto o
modelo com todos os parametros quanto o modelo simplificado ajustam os dados
experimentais de glicose (G.exp), celobiose (G2.exp) e xilose (X.exp) com 0 mesmo
grau de ajuste. Foi propositalmente omitida a comparacdo entre a celulose e
hemicelulose tedrica e predita, uma vez que a celulose e hemicelulose ndo foram
medidas sendo estimadas a partir da concentracdo dos agucares e, portanto, o ajuste do
modelo corresponde exatamente ao ajuste apresentado nas figuras para os produtos da

hidrélise.

Glicose (g/l)

Celobiose e Xilose (g/l)

tempo (h)

Figura 4.15. Ajuste dos parametros estimados para 0 modelo com todos os parametros

na condicao de referéncia
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Glicose (g/l)

Celobiose e Xilose (g/l)

tempo (h)

Figura 4.16. Ajuste dos parametros estimados para 0 modelo simplificado na condigéo

de referéncia

Os resultados completos da validagdo dos modelos usando todos os dados experimentais
sdo resumidos na Tabela 4.9, que apresenta o valor do coeficiente de correlacio (R?) de
cada modelo para cada variavel de saida. Além de mostrar que a qualidade do ajuste dos
modelos é quase a mesma para todas as variaveis em todos 0s experimentos, a Tabela

4.9 revela que os modelos tém algumas limitagdes.

Tabela 4.9. Comparacéo do ajuste dos modelos (R?) para cada variavel de saida ao

longo de todos os experimentos

Efeito da carga enzimatica (FPU/g-celulose)
5 15 20 25 30 60
G G2 X G G2 X G G2 X G G2 X G G2 X G G2 X
M1 0,98 0,87 0,99 0,99 0,67 0,97 098 0,16 0,96 0,98 0,09 0,93 093 0,21 0,89 0,89 0,02 0,87
M2 0,98 0,85 0,99 0,99 0,66 0,97 0,98 0,15 0,96 0,98 0,07 094 0,93 0,19 0,90 0,89 0,01 0,87

Efeito da carga de solidos (%m/v) Efeito da inibicdo pelos aclcares (g/l)
10 20 10X 30G 60G 10G2
G G2 X G G2 X|G G2 X G G2 X G G2 X G G2 X
M1 0,96 0,38 0,83 0,94 0,67 0,99|0,97 0554 0,82 0,87 0,82 0,74 0,91 0,08 0,43 0,96 0,83 0,75

M2 0,96 0,35 0,83 0,94 0,66 099|096 0,56 0,85 0,88 0,83 0,75 0,91 0,06 0,44 0,96 0,78 0,75
M1: modelo original com todos os 16 parametros, M2: modelo simplificado com 10 parametros

Embora o ajuste dos modelos tenha sido satisfatorio nas condicGes de referéncia
(R>0,93) (Figuras 4.15 e 4.16), a validacdo das predicdes em condices diferentes

mostrou certas dificuldades comuns aos dois modelos. Em geral, os modelos
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conseguiram ajustar muito melhor a concentragdo de glicose e xilose enquanto a carga
de enzima foi proxima do valor de referéncia (10 FPU/g-celulose) e tiveram alguma
dificuldade com o ajuste da celobiose. No entanto, para a carga de enzima de 60 FPU/g-
celulose, todas as predi¢des foram insatisfatorias. Com respeito ao efeito dos sélidos, as
predicBes da glicose e xilose foram boas (R?>0,83) tanto para 10% como para 20%,
porém as predicGes de celobiose ndo foram as melhores. Nos casos da avaliacdo da
inibicdo, os modelos conseguiram predizer relativamente bem a concentracdo de glicose
para todas as cargas de acucar inicial (R>>0,87), sendo melhores para as cargas iniciais
de xilose e celobiose (R?=0,96), o que é razoavel, lembrando que tanto a xilose quanto a
celobiose tiverem pouco efeito inibidor sobre a producdo de glicose, como foi discutido
anteriormente na Secdo 4.3.3. Os modelos tiveram especial dificuldade em predizer a

concentracédo de celobiose com carga inicial de 60 g/l de glicose.

Uma nova estimacdo dos pardmetros cinéticos foi feita na tentativa de melhorar as
predicdes do modelo nas condigdes fora do espago de projeto padréo, usando todos os
dados experimentais disponiveis (13 experimentos). Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Pardmetros cinéticos estimados para o modelo simplificado de hidrélise

considerando todos os dados experimentais

Funcéo objetivo 264,4

Graus de Liberdade (GL) 269

Pardmetros Kir Kor Kar Kar Kicz Kic Kix Ksig Ksix Ksm
Unidades I/g/h I/g/h 1/h I/g/h g/l g/l g/l g/l g/l g/l
Valor 0,015 0,548 1709 6,85 6,02 3,57 545 0,032 79,42 45,60

Confianca 7,1x10° 2,7x10* 101,4 0,003 20,02 6,81 16,98 16,04 59x10° 120187
Significancia 0,61 0,61 -050 061 0,17 0,55 021 -050 -050 -0,50

Matriz de correlacdo

klr k2r k3r k4r KIGZ KIG KIX KSIG K3IX KSM

ke 1 099 -0,02 099 -066 -099 -0,78 -0,03 0,03 -0,02
Kor 1 -003 099 -067 -0,99 -079 -0,03 -0,04 -0,05
Kar 1 0,03 004 003 001 1,00 099 -0,06
Kar 1 -0,66 -098 -0,78 -0,03 -0,04 -0,05
Kis2 1 064 051 004 0,01 0,03
Kis 1 0,71 0,03 004 0,02
Kix 1 0,01 002 015
Ksic 1 1,00 -0,06
Kaix 1 -0,05
K3M 1
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A nova estimagdo considerando todo o conjunto de experimentos melhorou o intervalo
de confianca dos parametros Kir, kar, Kar € Kig, mas sem chegar a torna-los significativos.
A correlacdo paramétrica foi reduzida em 50% em relacdo aos resultados apresentados
na Tabela 4.8. Os parametros da reacdo homogénea r3 (ksr, Kz, Kaix) exibiram uma
forte correlacdo, propria das equacbes deste tipo originadas da cinética classica de
Michaelis-Menten (SIN et al., 2011). Os resultados do ajuste para a condicdo de
referéncia apresentados na Figura 4.17 mostram que o modelo continuou estimando
bem o comportamento da glicose e xilose, porém o ajuste da celobiose apresentou
resultados um pouco piores. A validagdo completa das predigcdes do modelo com os

novos parametros € discutida na proxima secao.

Glicose (g/l)

Celobiose e Xilose (g/)

tempo (h)

Figura 4.17. Ajuste dos parametros estimados para 0 modelo simplificado na condigéo

de referéncia, usando todos os experimentos

4.4.2 Verificagdo do modelo

Além de avaliar o modelo na condigdo de referéncia (Figura 4.17), as predi¢cdes do
modelo foram verificadas usando simulagdes para as diferentes cargas de enzima,

solidos e agUcares avaliadas experimentalmente. Os resultados sdo discutidos abaixo.

= Anélise do efeito da carga de solidos: Para verificar as predi¢des do modelo com
respeito a carga de solidos, foram utilizados os dados experimentais de glicose,
celobiose e xilose obtidos das hidr6lises com carga de 10 e 20 %m/v. Os resultados

séo apresentados nas Figuras 4.18-4.20.
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Figura 4.18. Glicose experimental e predita para diferentes cargas de sélidos
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Figura 4.19. Celobiose experimental e predita para diferentes cargas de sélidos
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Figura 4.20. Xilose experimental e predita para diferentes cargas de solidos
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O modelo teve a capacidade de predizer a concentragdo dos produtos da hidrolise para
diferentes cargas de sélidos com relativa boa acuracia (R>>0,78). No inicio da hidrdlise
as predicdes do modelo estdo geralmente acima dos valores experimentais (exceto na
Fig. 4.20 para a formacdo de xilose com carga de solidos de 10%), mas o modelo
consegue predizer bem as concentragfes no tempo final. A superestimacdo inicial na
producéo dos produtos poderia ser explicada pela possivel maior inibi¢cdo das enzimas
durante os experimentos de hidrolise devido as limitacfes a transferéncia de massa e
calor em alta concentracdo de sélidos (BOER e KOIVULA, 2003; XIAO et al., 2004).
No entanto, as predi¢cdes do modelo a partir da estimagdo usando todos os dados
experimentais, melhoraram o ajuste (R?) quando comparado com o modelo M2 da
Tabela 4.9.

= Andlise do efeito da carga de enzima: As predi¢des da concentragdo de agucares do
modelo para diferentes cargas de enzima foram avaliadas usando os dados das
hidrélises com cargas de enzima entre 5, 15 e 60 FPU/g-celulose. Os resultados séo

representados nas Figuras 4.21-4.23.

80
70
60

= 50

0

g 40

g 30

© 20 ¢ z ¢ S5FPU —— 5FPU mod
10 ¢ A 15FPU == 15 FPU mod
0 , . O 60FPU - ---60FPUmod

0 12 24 36 48 60 72
tempo (h)

Figura 4.21. Glicose experimental e predita para diferentes cargas de enzima

O modelo consegue predizer com boa acuracia (R*>0,88) as concentracdes de glicose e
xilose para diferentes cargas de enzima, porém tem alguma dificuldade para descrever o
comportamento da celobiose. Embora os parametros tenham sido estimados usando
todos os dados experimentais disponiveis, sdo observadas limitacdes na predi¢cdo da
concentracdo de agUcares para altas cargas de enzima (proximas de 60 FPU/g-celulose),

mas consegue predizer relativamente bem o comportamento da hidrélise para a maioria
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das cargas enzimaticas avaliadas. Uma analise dos valores dos parametros estimados
com os dados de cada experimento mostrou uma dependéncia linear dos parametros do
modelo com a carga de enzima (ver Anexo 2), sugerindo uma dificuldade do modelo
para achar um conjunto de pardmetros que consiga descrever satisfatoriamente o efeito
da carga da enzima sobre a concentracdo dos produtos da hidrolise. As limitacdes da
modelagem tanto na adsor¢cdo da enzima pela isoterma de Langmuir quanto na
reatividade do substrato, ou a simplificacdo de considerar o complexo enzimatico como
uma pseudo-enzima com multiplas atividades poderiam ter influenciado este resultado.

No entanto, as razdes exatas precisam ser estudadas com maior profundidade.
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Figura 4.22. Celobiose experimental e predita para diferentes cargas de enzima
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Figura 4.23. Xilose experimental e predita para diferentes cargas de enzima
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» Auvaliacdo do efeito da carga de agucares: A inibicdo pelos agucares é um fator
negativo que afeta de maneira importante a atividade enzimatica, sendo mais
acentuado em operagdo com alta carga de s6lidos, pelo que € importante avaliar a
previsibilidade do modelo com respeito a esta inibicdo. Os experimentos de inibigéo
com cargas iniciais de glicose (30 e 60 g/l), celobiose (10 g/l) e xilose (g/l), foram
usados para verificar as predigdes do modelo. Os resultados séo apresentados nas
Figuras 4.24-4.26.

120
10 - R=091 ___e@----"""""
= 80 B
0
3 60
o
L2
© 40
30G mod
~ 10X e=e—-- 10X mod
20 = = = -60G mod
0 &8
0 12 24 36 48 60 72
tempo (h)

Figura 4.24. Glicose experimental e predita para diferentes cargas iniciais dos aglcares
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Figura 4.25. Celobiose experimental e predita para diferentes cargas iniciais dos

acucares
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Figura 4.26. Xilose experimental e predita para diferentes cargas iniciais dos aglcares

O modelo consegue descrever bem (R*>0,87) a concentracio de glicose sob o efeito da
carga inicial de diferentes aclcares. Para a celobiose e xilose, 0 modelo consegue
descrever a tendéncia dos dados com relativa acuracia (R*>0,77), embora tenha algumas
dificuldades para predizer a concentracdo de celobiose e xilose com carga inicial de
glicose de 60 g/l. Contudo, estas predicdes melhoraram em comparagdo com o0s

resultados obtidos para 0 modelo M2 da Tabela 4.9.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

Um modelo semimecanistico multireacional baseado no modelo de Kadam et al. (2004)
foi proposto para descrever a hidrdlise enzimética da palha de cana-de-aglcar (PCA)
pré-tratada hidrotermicamente. O modelo considerou a reacdo homogénea de conversdo
da celobiose em glicose e duas reagdes heterogéneas para a conversdo de celulose a
glicose e celulose a celobiose. A isoterma de Langmuir foi usada para modelar a
adsorcdo da enzima sobre a PCA pré-tratada e a inibicdo competitiva da enzima pelos
produtos foi considerada. A conversdo da hemicelulose em xilose foi também

incorporada no modelo seguindo a proposta de Camara (2012).

Dados experimentais de glicose, celobiose e xilose, obtidos da hidrélise da PCA
variando a carga de sélidos entre 10-15 %m/v, a carga enzimatica entre 5-60 FPU/g-
celulose e a carga inicial de acucares, incluindo glicose (30-60 g/l), celobiose (10 g/l) e
xilose (10 g/l) foram usados para estimar os pardmetros cinéticos e para avaliar as
predi¢cdes do modelo.

A analise dos dados mostrou que ndo houve um incremento significativo na
concentracdo da glicose (56 g/l) no tempo final da hidrdlise (72h), para cargas de
solidos maiores que 15% e cargas de enzima acima de 10 FPU/g-celulose. A producdo
de glicose foi inibida pela concentragcdo inicial de glicose, enquanto a xilose e a

celobiose ndo apresentaram um efeito inibidor significativo no tempo final da hidrolise.

Os dados da proteina livre para diferentes cargas enzimatica mostraram que o equilibrio
de adsorcdo é atingido apos 6h de hidrdlise. Estes dados foram usados para modelar a
adsorcdo da enzima no substrato atraves da isoterma de Langmuir. Os parametros
estimados mostraram estar concordantes com os resultados referidos na literatura para
outros substratos lignocelulésicos. Estes pardmetros foram usados como dados de

entrada na estimacdo dos parametros cinéticos.
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O software EMSO (SOARES e SECCHI, 2003) foi utilizado para estimar os parametros
cinéticos do modelo e para avaliar por simulacdo, as predi¢cdes do modelo ajustado. O
modelo proposto para descrever o comportamento da hidrélise enziméatica da PCA
mostrou ter capacidade para predizer a concentracdo da glicose, celobiose e xilose
(R?>0,93) nas condicdes de alta concentracio de sélidos da condicdo de referéncia (15%
de sélidos e 10 FPU/g-celulose). Porém, apresentou alta correlagdo paramétrica, como
tem sido referido recentemente na literatura (SIN et al., 2011), impedindo atribuir um
significado fisico a cada pardmetro. O incerto mecanismo enzimatico da hidrélise da
celulose e as diferengas nas condi¢fes experimentais dificultaram a comparagéo direta
dos parametros obtidos com os pardmetros referidos na literatura por outros autores que

utilizaram uma extensdo ou modificagdo do modelo de Kadam et al. (2004).

Baseado nos fundamentos das reagdes enzimaticas, uma simplificacdo do modelo
original foi proposta para superar o problema da correlacdo paramétrica, reduzindo o
nimero de pardmetros de 16 para 10. O modelo simplificado reduziu em 50% a
correlacdo paramétrica, permitindo calcular tanto a matriz de correlagdo como 0s
intervalos de confianca e a significAncia dos parametros, sem alterar a capacidade de
predicdo do modelo.

A significancia dos parametros e as predicbes do modelo para diferentes cargas de
solidos, cargas enzimas e carga inicial de agUcares foram melhoradas estimando um
novo conjunto de parametros usando todos os dados experimentais disponiveis. Estes
resultados mostraram uma forte correlagéo especialmente entre os parametros da reagéo
de conversdo de celobiose em glicose (r3) que é atribuida como caracteristica dos
modelos baseados na cinética classica de Michaelis-Menten (SIN et al., 2011). O
modelo simplificado mostrou ter a capacidade de predizer o comportamento dos
produtos da hidrolise para a condi¢do de referéncia, e melhorou as predigdes do modelo
ajustado com uma Unica condi¢do de experimental. O modelo predisse com relativa
acurécia a producéo dos acUcares para diferentes cargas de sélidos (R*>0,78), tendendo
a superestimar as concentracdes de agucares, devido possivelmente, & maior inibigdo
das enzimas em hidrolises com alta concentragdo de s6lidos. O modelo melhorou o
ajuste e a predi¢do da concentracdo dos agucares quando a carga enzimética foi mudada,
mas conservou algumas dificuldades com cargas proximas de 60FPU/g-celulose. Além
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disso, 0 modelo conseguiu predizer razoavelmente bem os importantes efeitos

inibitdrios dos agUcares sobre a concentragdo dos produtos da hidrolise.

A partir dos resultados obtidos e discutidos, algumas sugestdes para trabalhos futuros

S80 propostas:

= Determinar experimentalmente a reatividade do substrato (Rs) para a PCA ou
avaliar outras abordagens para modelar as variagdes estruturais do material

durante a hidrolise;

» Determinar as isotermas de adsor¢do das enzimas celulase e B-glicosidase
separadamente para ter em consideracdo os efeitos de cada uma delas. Além
disso, explorar o0 uso de outras isotermas ou outras abordagens para modelar a

adsorcdo da enzima no substrato;

= Fazer uma analise rigorosa de identificabilidade que permita identificar os

parametros estimaveis do modelo com a informag&o experimental disponivel;

= Estudar o efeito da adsor¢do improdutiva das enzimas na lignina;

= Usar uma técnica de otimizacdo global para estimar os parametros cinéticos do

modelo para ter uma melhor avaliagdo do valor esperado dos parametros.
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ANEXO 1

Al. SIMPLIFICACAO DO MODELO CINETICO DE HIDROLISE

Baseado nos fundamentos da cinética enzimatica, um Unico conjunto de parametros de
inibicdo (Kicz2, Kic € Kix) pode ser considerado para as reagdes que ocorrem na interface
solido-liquido (ry, r2 e rs), uma vez que o complexo enzimatico esta sendo modelado
como uma pseudo-enzima com uma Unica capacidade enzimética. A seguir €

apresentado o raciocinio seguido para a simplificac&o.

Nas reagdes catalisadas por enzimas, uma enzima E, que € uma proteina ou uma
substancia parecida com propriedades cataliticas, liga a um substrato S transformando-o
para produzir um produto P de maneira especifica. Nos substratos celulésicos, as
enzimas celulases (CBH/EG) e hemicelulases, modeladas neste trabalho como uma
pseudo-enzima (E), atuam sinergicamente sobre a celulose (C) e hemicelulose (H), para
formar glicose (G), celobiose (G2) e xilose (X). Um possivel mecanismo destas reagdes
é descrito pelas equacbes elementares Al-A6, onde CeE e HeE representam os
complexos enzima-substrato, e GeE, G2¢E e X<E 0s complexos enzima-produto.

Conversdo de C>G Conversédo de C>G2 Conversdo de H>X

C+ET2CeE (A1) C+ET2CeE (a) H+ET2HeE ()

CeE——>GeE (A2) CeE——>G2eE (A5) HeE—— XeE (A5

GeET—G+E (a3 G20ET 2G2+E (ag) XeET-2X+E (ag)

As taxas de consumo de substrato e de formagdo de produtos sdo dadas pelas Equagdes
A7-All. Aplicando a hipo6tese de estado pseudo-estacionario (Pseudo Steady State
Hypothesis, PSSH)"’, obtém-se as Equagdes (A7b-A10b).

17 A alta reatividade das moléculas dos intermedidrios ativos e sua baixa concentragdo permitem considerar
que a taxa de formacao seja igual a taxa de consumo, resultando em uma taxa de formacao liquida igual a
zero.
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—I. = kl([C][E]— K]e-ql [Coe E]J (A7) [CeE]=K,,[CI[E] (A7b)

Ty =k, ([H][E]— K; [He E]J (A8) [HeE]= K, [HIE] (A8D)

e =K, ([G][E] - quz [Ge E]] (A9) [GeE]=K,,[GI[E] (A9D)

l50eE = k{[GZ][E]— ! [G2e E]] (A10) [G2eE]=K,[G2][E] (A10b)
a3

Neoe =Ks ([X][E]— K]e-qs [X e E]] (A11) [X e E]=K,s[X][E] (Al1b)

A concentragdo de enzima no sistema (Eg) € igual a soma da enzima ndo ligada (E) mais

a enzima dos complexos enzima-substrato e enzima-produto.
E; =[E]+[CeE]+[H eE]+[GeE]+[G2eE]+[X o E] (A12)

Substituindo as concentragdes dos complexos (A7b-Allb) em (Al12) e deixando [E] em

evidéncia, obtém-se:

EB

[ﬂ:j+Kij+Kde}HgﬂKﬂ+KMJGﬂ+KmJX]

(AL3)

As taxas de formagédo de glicose, celobiose e xilose a partir da celulose e hemicelulose
sdo proporcionais a velocidade de formagdo do complexo enzima-substrato.

e =Ks[C e E] (A14)
fee2 = sz[C o E] (A15)
Ny =K, [XeE] (A16)

Por fim, substituindo A7b, A8b e Al13 em Al14-Al6, obtemos a expressdo para as

velocidades de hidrolise do substrato.
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kG KeqlEB [C]

Moo = (A17)
e 1+ Keql[C]+ Keq4[H]+ Kqu[G]+ KeqS[G2]+ KeqS[X]
o Ke2KegsEs[Cl )
e 1+ Keql[C]+ Keq4[H]+ Kqu[G] + KeqS[GZ]+ Keqs[x]
kX KeqSEB[H] (Alg)

r‘ =
Hox =770 Keu[C1+ Ky [H]+ K, [C1+ K, s [G2] + K, s [ X]

A analogia entre as Equagdes A17 e A19 com as Equagdes 3.6, 3.7 e 3.9 do modelo é
evidente. No modelo, a enzima ligada Eg, modelada usando a isoterma de Langmuir e
uma constante de reacdo s6 no numerador, substitui o produto de constantes das
expressdes acima. Os termos no denominador relacionados com o substrato néo
aparecem e as chamadas constantes de inibi¢do sdo independentes para cada reagdo. No
entanto segundo o0 mecanismo desenvolvido, parece razoavel utilizar um s6 conjunto de
parametros de inibicdo para as trés reacGes heterogéneas (ri, r2 € rs), Uma vez que a
enzima tem sido modelada como uma pseudo-enzima com multiplas atividades

enzimaticas.
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ANEXO 2

A2. EFEITO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS SOBRE OS PARAMETROS

Para mostrar a dependéncia dos pardmetros cinéticos com as condi¢Ges experimentais,
foi feito uma analise dos valores dos parametros estimados com os dados de cada
experimento. Os resultados sugerem uma dificuldade do modelo para achar um
conjunto Unico de parametros que consiga descrever satisfatoriamente 0 comportamento

da hidrolise para diferentes condigdes de carga da enzima, solidos e agucares iniciais.

Os resultados da estimacdo dos parametros do modelo usando tanto todos os dados dos
experimentos como cada um dos experimentos da Tabela 3.1, incluindo os ensaios com
diferente carga enzimatica (5FPU-60FPU), com diferente carga de sélidos (10%SOL e
20%SOL) e diferente carga inicial de acucares (10X, 30G, 60G e 10G2) sdo
apresentados na Tabela A2.1.

Tabela A2.1. Parametros estimados do modelo para diferentes condi¢Ges experimentais

PARAMETRO klr k2r k3r k4r KIGZ KIG KIX K3IG K3IX KSM

UNIDADES ligh Iiglh  Lh  ligh gl gl gl gl gl gl

SFPU 0,031 1,57 231,1 21,28 0,134 0,558 4,12 0,032 53,13 42,52
10FPU 0,067 1,49 1870 11,57 0,715 104 539 0,528 37,52 74,71
15FPU 0,020 0,347 1246 463 262 850 6,18 0,677 12,77 68,98
20FPU 0,071 2,68 188,1 32,10 0,030 3,92 12,59 0,032 21,97 41,22
25FPU 0,077 2,93 164,5 38,02 0,045 29 0,840 0,032 19,20 65,36
30FPU 0,065 1,98 1655 29,78 0,135 4,08 265 0,070 20,81 60,22
60FPU 0,094 294 173,1 3366 0432 191 6,21 0,009 46,06 32,36
10%SOL 0,012 0,696 184,2 21,07 160 163 10,45 0,032 49,51 3,69
20%SOL 0,068 1,90 177,2 3253 0,018 0,433 11,02 9,83 0,325 66,56

10X 0,092 3,00 170,1 43,76 0,123 0,318 18,08 0,028 42,49 77,77
30G 0,041 0473 590 17,72 0,196 4,16 18,35 22,67 78,95 102,6
60G 0,364 0,656 209,2 18,32 2,74 144 352 0,012 9553 0,107

10G2 0,150 4,16 1,97 33,66 0,440 0,503 587 199 177,7 55,85
TODOS EXP 0,015 0,548 1709 6,85 6,02 357 545 0,032 79,42 45,60
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Os resultados da Tabela A2.1 s&o apresentados graficamente nas Figuras A2.1-A2.10,
para uma melhor analise da dependéncia dos pardmetros com as condicdes

experimentais.
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Figura A2.8. Valores para Kz em
funcédo das condicdes experimentais
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Figura A2.10. Valores para Kzy em
funcédo das condicOes experimentais




