wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

MODELAGEM CINETICA DA HIDROLISE ENZIMATICA DA
PALHA DE CANA-DE-ACUCAR PRE-TRATADA

J. D. ANGARITAL R. B. A. SOUZAZ?, A.J. G. CRUZ? E. C. BISCAIA Jrt e A. R. SECCHI*

! Universidade Federal de Rio de Janeiro, COPPE, Programa de Engenharia Quimica
2 Universidade Federal de S&o Carlos, Departamento de Engenharia Quimica
E-mail para contato: arge@peg.coppe.ufrj.br

RESUMO - Um modelo semimecanistico multireacional foi usado para descrever a
hidrélise enzimatica da palha de cana de acucar (PCA) pré-tratada hidrotermicamente. O
modelo considera a reacdo de conversdo homogénea da celobiose em glicose, duas
reacOes heterogéneas para a conversdo de celulose em celobiose e glicose, converséo da
hemicelulose em xilose, inibicdo competitiva da enzima pelos produtos da hidrolise e uma
isoterma tipo Langmuir para descrever a adsor¢do da enzima no substrato. O software
EMSO foi utilizado para estimar os parametros do modelo a partir de uma condicdo de
referéncia (15% m/v de sélidos e 10 FPU/g-celulose de enzima). O modelo mostrou ter
capacidade para predizer o comportamento da hidrélise de PCA em diferentes condicdes
de carga de sélidos (10-20% m/v), concentracdes de enzima (5-60FPU/g-celulose) e
cargas iniciais de acucares (glicose de 30 e 60g/l, celobiose e xilose de 10g/l). Uma
simplificacdo nos pardmetros do modelo, baseada nos fundamentos da cinética enzimatica
mostrou ser uma boa opcdo para superar a alta correlacdo paramétrica referida na
literatura para este tipo de modelo, sem afetar a acuracia nas predi¢cdes. O modelo tem o
potencial de ser utilizado em aplicacdes de projeto de reatores, simulacdo e otimizacdo
dentro do processo de producédo do etanol de segunda geracéo.

1. INTRODUCAO

A modelagem matemética da hidrdlise enzimatica de materiais lignocelulésicos é um tema
desafiante na engenharia, refletido no grande nimero de modelos propostos (Bansal et al., 2009). Na
hidrélise enzimatica ocorrem reagdes de multiplos estagios em sistema heterogéneo onde a celulose
insoltvel ¢ inicialmente degradada na interface solido-liquido pela acdo sinérgica do pool de enzimas
endoglicanases (EG) e exo-glicanases/celobiohidrolases (CBH’s), acompanhada da hidrolise na fase
liquida dos produtos intermediarios soltveis (celobiose e cadeias curtas de oligossacarideos) que sdo
convertidos em glicose pelas B-glicosidases (BG) (Zhang e Lynd, 2004).

Em geral, a hidrolise depende das caracteristicas das enzimas como: (1) adsor¢do da enzima no
substrato, (2) inibicdo competitiva ou ndo competitiva pelo produto final, (3) sinergismo e (4)
limitacGes da transferéncia de massa que afetam o transporte da enzima para o substrato. A hidrolise é
também afetada pelas caracteristicas do substrato como: (1) composicdo e distribuicdo dos
componentes do substrato (lignina, hemicelulose, proteinas e gorduras), (2) tamanho de particula e (3)
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a cristalinidade (Brown et al., 2010). Diferentes modelos semimecanisticos tém sido propostos para
descrever a hidrolise enzimética de biomassa pré-tratada (Bansal et al., 2009; Zhang e Lynd, 2004).
Kadam et al. (2004) desenvolveram e validaram um modelo cinético para a hidrolise enzimatica em
batelada de palha de milho pré-tratada com &cido diluido. Este modelo considerou uma reacao
homogénea de celobiose a glicose e duas reacdes heterogéneas de celulose a celobiose e a glicose. A
adsorcdo da enzima foi incorporada usando uma isoterma tipo Langmuir; a inibi¢do competitiva pelos
produtos finais da hidrolise e a reatividade do substrato foram incluidas no modelo. Uma extenséo
deste modelo foi proposta por Camara (2012) para levar em consideracgdo tanto a formagéo de xilose a
partir da hemicelulose, quanto a inibicdo da xilose sobre as enzimas de acordo com a Figura 1.
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Figura 1 — Mecanismo cinético para a modelagem da hidrolise da celulose. Celulases (EG e CBH's)
envolvidas em ry e r,, B-glicosidase em r; e hemicelulases em r4. Tanto as linhas pontilhadas quanto
r, foram propostas por Camara (2012), modificado de Kadam et al. (2004).

Nos ultimos dez anos, 0 modelo de Kadam et al. (2004) tem sido verificado experimentalmente
(Zheng et al., 2009; Hodge et al., 2009), analisado estatisticamente (Sin et al., 2010), avaliado em
aplicacbes de otimizacdo, controle e configuracbes de processo (Hodge et al., 2009; Morales-
Rodriguez et al., 2010, 2011; Mutturi e Lidén, 2013), e usado recentemente na modelagem da
hidrolise enzimética do bagaco de cana-de-agucar (Camara, 2012).

Embora a hidrolise enzimatica tenha vantagens sobre a conversdo quimica de alto rendimento
de acucar como o baixo consumo de energia, condi¢cdes de operacdo brandas (presséo e temperaturas
baixas), biorreatores de baixo custo e formacdo minima de subprodutos (Sun e Cheng, 2005), o custo
da hidrdlise enzimatica da biomassa lignoceluldsica € uma das principais barreiras da comercializacao
do etanol de segunda geracdo (Zheng, 2009). Uma das abordagens para reduzir esses custos € a
operacdo em alta concentracdo de solidos, geralmente apresentada com cargas de solidos >15%
(Hodge et al., 2009). A hidrdlise enzimatica em alta concentragcdo de solidos apresenta vantagens
econdmicas em relacdo ao processo convencional em baixa concentracdo de solidos, como: (1) menor
custo de capital devido a reducdo do volume; (2) menor custo de operacdo devido a menor quantidade
de energia para aquecer e resfriar; (3) menor custo na etapa de separacdo do produto devido as altas
concentracOes de produto, e (4) reducdo dos custos de eliminacdo e tratamento de residuos devido ao
baixo consumo de agua (Mohagheghi et al., 1992), porém, existem poucos modelos e dados
experimentais da hidrélise de biomassa lignoceluldsica em alta concentragdo de sélidos.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver a partir de dados experimentais, um modelo
suficientemente sofisticado para descrever a hidrolise enzimatica da PCA pré-tratada em alta
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concentracdo de solidos, a partir das propriedades macroscopicas do sistema, com o potencial de ser
utilizado tanto no projeto de reatores, quanto em aplicagdes de simulacdo, otimizagdo e controle no
processo de producéo do etanol lignocelulésico.

2. MATERIAIS E METODOS

Os dados experimentais para a estimagdo dos pardmetros cineticos e a verificagdo do modelo,
foram gerados a partir de ensaios de hidrélise enzimatica com PCA pré-tratada hidrotermicamente a
195°C por 10 min, seguindo as melhores condi¢des de pré-tratamento descritas por Souza e Cruz
(2013). O complexo enzimatico comercial Cellic® CTec2 (203 FPU/ml, 36 mg-proteina/ml;
Novozymes, Araucéaria, PR) foi usado nos experimentos sem adigdo de PB-glicosidase. Outras
condigdes sdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - CondigGes experimentais para o desenvolvimento e validagdo do modelo cinético®.

Experimentos
Condicd@es de validacdo

Condicédo de

Condicbes Experimentais Referéncia Carga de Ca}rga de Qlicgse Cglqb_iose Xi-lo-se
Enzima Soélidos inicial inicial Inicial
Carga de enzima 5, 15, 20, 25,
(FPU/g-celulose) 10 30, 60 10 10 10 10
Carga de s6lidos (%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/) 0 0 0 0 0 10

® Temperatura, pH, velocidade de agitacdo e tempo de hidrolise foram mantidos constantes em 50°C, 4.8, 250 rpm e
72 h. respectivamente.

Amostras do sobrenadante foram coletadas em tempos de amostragem de 1, 2, 6, 12, 24, 48 e
72h (amostras adicionais foram coletadas para a condi¢do de referéncia em t = 4, 8 e 96h) para
medigdes de concentracdo de glicose, celobiose e xilose pela técnica de HPLC. A concentracdo de
proteina em solucgdo foi medida pelo ensaio de proteinas de Bradford. Experimentos para a verificagao
do modelo foram conduzidos para diferentes cargas de enzima (5-60 FPU/g-celulose), cargas de
solidos (10 e 20% m/v) e diferentes concentragdes iniciais de acucares, incluindo glicose (30 e 60 g/l),
celobiose (10g/l) e xilose (10g/l). Os dados experimentais em condi¢Oes diferentes das condigdes de
referéncia foram utilizados para validar as previsdes do modelo e para avaliar a fidelidade do modelo
ao descrever o efeito inibidor dos agucares. Todos os experimentos foram realizados no Laboratério
de Desenvolvimento e Automacéo de Bioprocessos da Universidade Federal de Sao Carlos.

2.1. Desenvolvimento do Modelo

A Figura 1 apresenta um esquema da hidrolise da celulose em glicose baseado em trés reagdes
(r1, 12, r3). Uma reagdo a mais (rs) foi considerada para modelar a hidrolise da hemicelulose em xilose,
seguindo a proposta de Camara (2012). As equac6es do modelo séo listadas na Tabela 2.

O complexo enzimatico foi modelado como uma pseudo-enzima com diferentes atividades
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enzimaticas, sem distincao entre celulose amorfa e cristalina. A atividade enzimatica foi considerada
proporcional & concentracdo de proteina na fase aquosa (Ooshima et al., 1990), considerou-se que a
composicao na superficie varia pouco durante a hidrolise (Liao et al., 2008), a adsorcéo foi descrita
por isoterma tipo Langmuir, a conversao de celobiose em glicose em solugéo foi descrita pela cinética
de Michaelis-Menten e a inativacéo térmica e mecanica da enzima foi desprezada.

Tabela 2 - Modelo cinético da hidrdlise enzimatica de biomassa lignocelulésica

Adsorc¢do da enzima e equacdes de taxa Balangos de massa

Isoterma de
adsorcéo tipo
Langmuir.

Enzima
adsorvida na
celulose (C).

Enzima
adsorvida na
hemicelulose

(H).
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da celulose
(C)em
celobiose
(G2).

Conversao
da celulose
(C)em
glicose (G).

Conversao
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glicose (G).
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da
hemicelulose
(H) em
xilose (X).
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2.2. Metodologia Computacional

O software EMSO (Soares e Secchi, 2003) foi utilizado para estimar tanto os parametros de
adsorcdo quanto os parametros cinéticos do modelo. Os parametros da isoterma tipo Langmuir foram
estimados independentemente a partir dos dados experimentais de proteina no sobrenadante das
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hidrolises com diferentes cargas de enzima de acordo com a Tabela 1. A constante de reatividade do
substrato (a) foi considerada unitaria segundo o valor usado por Camara (2012) para bagaco.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros foram estimados pelo método dos Minimos Quadrados Ponderados usando o
algoritmo dos poliedros flexiveis. Os dois conjuntos de parametros estimados (adsor¢do e cinéticos)

sdo listados na Tabela 3 (na coluna Modelo Original).

Tabela 3 - Parametros estimados do modelo

Parametro Valor
Pardmetros de adsorcéo

Kaa (I19) 7,16

Emax (9/kQ) 8,32

Parémetros cinéticos obtidos a partir dos dados de sacarificacdo
Modelo Original Modelo Simplificado Com todos os dados*

kyr (I/g/h) 0,028 0,104 0,015
ko (1/g/h) 4,78 2,76 0,548
ksr (1/0) 187,8 143,2 170,9
ks (1/g/h) 15,66 21,42 6,85
Kie2 (1/9) 0,545 1,98 6,02
Kuie (1/9) 2,93 0,546 3,57
Kux (1/9) 5,07 1,60 5,45
Kaic2 (1/9) 117,2
Koig (I/g) 0,329
Koix (I/g) 0,325
Kswm (1/9) 25,50 45,49 45,6
Ksig (1/9) 0,216 0,409 0,032
Kasix (1/9) 59,07 73,10 79,42
Kag2 (1/9) 20.68
Kag (1/9) 0.728
Kax (1/9) 196.4

* Parametros estimados com o Modelo Simplificado usando todos os dados experimentais disponiveis.

O conjunto de parametros do Modelo Original forneceu um bom ajuste para os dados
experimentais na condi¢do de referéncia conforme mostra a Figura 2a, porém, ndo foi possivel
estimar a significancia, o intervalo de confianca (IC), e a matriz de correlacdo dos parametros, devido
a alta correlacéo entre eles que gerou mau condicionamento da matriz de informacao de Fisher. Sin et
al. (2010) analisaram estatisticamente este modelo e observaram que todos os parametros tém IC
muito grande, isto significa que os parametros séo estatisticamente ndo identificaveis e que o modelo
estd sobreparametrizado em relacdo as medicdes disponiveis.

Baseado nos fundamentos da cinética enziméatica uma simplificacdo do modelo foi proposta
para superar a correlacdo paramétrica. Dado que o complexo enzimatico foi modelado como uma
pseudo-enzima com multiplas atividades, as constantes de inibicdo das reacles cinéticas que
acontecem na interface solido-liquido (ry, r2 e ) Kicz, Kig € Kix (i=1,2 e 4) nas Eq. (4), (5) e (7),
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foram substituidas por um so conjunto de constantes de inibicao (K2, Kic € Kix) que representam o
efeito global da inibicdo dos produtos da hidrdlise sobre as atividades da pseudo-enzima. Os
parametros estimados para o modelo simplificado e o ajuste do modelo nas condicdes de referéncia
sdo apresentados na Tabela 3 (na coluna Modelo Simplificado) e na Figura 2b, respectivamente.

70 25 70
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10

20

4 15

-4 10

Glucose (g/1)
Glucose (g/l)

Cellobiose and Xylose (g/I)
Cellobiose and Xylose (g/l)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 12 24 36 48 60 72 84 96
time (h) time (h)
@ (b)
Figura 2 - Hidrolise enzimética de PCA pré-tratada nas condic¢des de referéncia. (a) Modelo Original
(com todos os paréametros); (b) Modelo Simplificado.

De acordo com a Figura 2, o ajuste do modelo néo foi afeitado pela simplificagdo no nimero de
pardmetros. Embora o modelo simplificado permitisse avaliar a significancia, IC e a matriz de
correlacdo dos parametros (dados ndo apresentados), alguns pardmetros continuaram fortemente
correlacionados (17 pares de parametros com coeficiente de correlagéo paramétrica |p;| > 0,90). Assim,
uma nova estimacdo de parametros foi feita na tentativa de reduzir a correlacdo usando todos os dados
experimentais disponiveis. Os pardmetros obtidos e o ajuste do modelo na condicdo de referéncia sdo
apresentados na Tabela 3 (na coluna "Com todos os dados™) e na Figura 3, respectivamente.
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Celobiose e Xilose (g/1)

tempo (h)

Figura 3 - Hidrolise enziméatica de PCA pré-tratada nas condi¢des de referéncia. Parametros
estimados para o modelo simplificado com todos os dados experimentais disponiveis.

A nova estimacdo melhorou a significancia e o IC dos pardmetros além de reduzir a correlagdo em
50%. Apesar de ter degradado o ajuste para a concentracdo de celobiose na condicdo de referéncia, as
predigdes de glicose e xilose continuaram sendo boas e foram melhoradas as predi¢Oes de celobiose
para outras condi¢des experimentais como é apresentado na Tabela 4 (colunas sombreadas).
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Tabela 4 - Comparagdo do ajuste (R?) do modelo para diferentes condicdes experimentais

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
MO 098 087 099 099 067 097 098 0,16 09 098 009 093 093 021 089 089 0,02 0,87
MS 098 085 099 099 066 097 098 015 09 098 0,07 094 093 019 090 089 0,01 0,87
TE 098 091 099 099 039 098 099 09 097 098 097 095 092 089 093 088 087 0,89
Efeito da carga de solidos (%om/v) Efeito da inibicéo pelos acucares (g/1)
10 20 10X 30G 60G 10G2
G G2 X G G2 X | G G2 X G G2 X G G2 X G G2 X
MO 09 0,38 0,83 094 067 099|097 054 082 087 082 0,74 091 008 043 09 083 0,75
MS 09 035 083 094 066 099|09% 056 08 088 083 0,75 091 0,06 044 09 0,78 0,75
TE 09 0,78 086 094 082 09709 08 087 087 087 080 091 0,04 050 09 0,77 0,79
MO: Modelo Original; MS: Modelo Simplificado; TE: Modelo Simplificado usando todos os dados experimentais.

4. CONCLUSOES

Um modelo semimecanistico multireacional simplificado foi gerado para descrever a hidrolise
enzimatica da palha de cana de acUcar pre-tratada hidrotermicamente. Além de melhorar a correlacdo
paramétrica, o modelo simplificado mostrou ter capacidade de predizer o comportamento da hidrolise
enzimatica da PCA para diferentes condicGes de carga de solidos, enzima e agucares iniciais. Embora
o0 modelo ainda tenha alguma dificuldade em estimar a celobiose e xilose sob o efeito inibitério da
glicose (60g/1), 0 modelo prediz com boa acuracia a concentracéo de glicose (R>>0,87) e o importante
efeito inibitério da enzima pelos produtos em altas concentracdes de sélidos.
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