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RESUMO - Entre os diferentes tipos de biomassa lignoceluldsica, a palha de
cana-de-agUcar tem se destacado como fonte de matéria-prima para a producéo
de etanol 2G. No entanto, um dos desafios que envolvem a sua producdo é
maximizar a conversdo de celulose em acucares fermentesciveis na etapa de
hidrélise. Uma das formas de melhorar esse processo € minimizar os efeitos
difusionais externos, de forma a garantir que 0 processo nao seja limitado por
essa etapa. O objetivo deste trabalho foi realizar estudo cinético da hidrdlise da
celulose, avaliando o efeito da velocidade de agitacdo e da concentracdo de
substrato. Experimentos empregando palha de cana-de-acUcar, pré-tratada
hidrotermicamente (195°C/10 min, 200 rpm, 1:10 s-l), foram realizados em
frascos agitados (50°C, pH 5, 5 FPU-gcem.ose'l, 10% de so6lidos m/v) em 0, 50,
150, 200, 250 e 300 rpm. Para agitagdes acima de 200 rpm, as velocidades
iniciais de reacdo foram praticamente invariantes, obtendo um valor médio de
0,052 gg"cose-L'l-min'l. Apo6s determinada a condicdo étima de agitacdo, foram
realizados experimentos com cargas de solidos de 2,5, 5, 7,5 e 10% (m/v),
mantendo-se constantes as variaveis operacionais: 50°C, pH 5, 284 FPU'L™ e
200 rpm. Assim, foi possivel ajustar ao modelo pseudo homogéneo de
Michaelis-Menten, obtendo Vmu=0,059 ggiicose:L™*min™ e Kpn=15,339 ggiicose
potenciarL'l_ A concentracdo de glicose foi o pardmetro utilizado como resposta, a
fim de avaliar as velocidades iniciais de reacao.

1.  INTRODUCAO

E crescente a demanda mundial por combustiveis, seja para transporte, atividades
industriais ou geracdo de energia elétrica. De acordo com a Agéncia Internacional de Energia
(AIE), os combustiveis fosseis continuam a satisfazer a maior parte das demandas energéticas
mundiais, no entanto, essa dependéncia dos combustiveis ndo renovaveis estd ameacando o
clima e os ecossistemas da Terra. A fim de minimizar os impactos ambientais gerados pelo
uso de combustiveis fosseis, tém se tornado cada vez mais intensas as pesquisas em busca de
novas energias renovaveis. Nesse cenario, os residuos lignoceluldsicos apresentam-se como
uma fonte renovavel muito promissora e de grande potencial para a producdo de etanol
(KOOTSTRA et al., 2009; SARKAR et al., 2012).

Dentre os residuos agroindustriais existentes no Brasil, a palha de cana-de-agUcar esta
em uma posicdo de destaque, devido a grande quantidade disponivel no campo e por
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representar, aproximadamente, um terco da energia total da cana-de-agucar (LEAL et al.,
2013).

Embora as biomassas lignoceluldsicas representem uma fonte atrativa para a producao
de etanol de segunda geracdo, um dos principais desafios envolvidos é obter altas taxas de
conversdes de polissacarideos em agucares fermentesciveis, na etapa de hidrélise (SANTOS
et al., 2012). Na hidrdlise enzimatica, varios sdo os fatores que influenciam o rendimento
dessa etapa, tais como: propriedades fisicas do substrato, tipo de pré-tratamento empregado,
acdo sinergética das enzimas, agitacdo do meio reacional, temperatura, pH, concentracdo de
enzima e de substrato (BINOD et al., 2011; MAEDA et al., 2011). Esse rendimento esta
associado a velocidade de formacdo de glicose, que é governada por trés eventos em
sequéncia: velocidade de transferéncia de massa da enzima até a superficie do substrato,
velocidade de adsorcdo da enzima ao substrato e velocidade da reagdo enzimatica (GAN et
al., 2003). Sendo assim, uma das maneiras de melhorar o processo de sacarificacdo
enzimatica é minimizar os efeitos de resisténcia a transferéncia de massa, de forma a garantir
que o processo ndo seja limitado por essa etapa.

Dessa maneira, o principal objetivo desse trabalho foi estudar a cinética da hidrolise
enzimatica da palha da cana-de-aclcar, avaliando o efeito da velocidade de agitacdo e da
concentragdo de substrato na velocidade inicial de reagéo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A palha de cana-de-acUcar utilizada neste trabalho foi fornecida pela Usina Itapira,
localizada em Catanduva, SP.

Para a realizacdo dos experimentos de hidrélise enzimatica, utilizou-se o complexo
enzimatico Cellic®CTec2, doado pela Novozymes Latin America (Araucéria, PR).

2.2. Meétodos

Caracterizacdo quimica da palha de cana-de-aclcar: Amostras de palha in natura e pré-
tratada foram caracterizadas quanto a sua composi¢ao quimica de acordo com a metodologia
de Rocha et al. (1997), validada por Gouveia et al. (2009).

Pré-tratamento hidrotérmico: Para a aplicacdo do pré-tratamento hidrotérmico foi
utilizado um reator (modelo 4532, Parr Instrument Company, Moline, Illinois, EUA). Antes
de iniciar o pré-tratamento, a palha de cana-de-acucar in-natura foi moida a 5 mesh e
determinada a sua umidade. Em seguida, foi adicionada ao reator e misturada com agua na
proporgdo 1:10 (massa sélido/massa liquido), sendo submetida a 195°C/10 minutos e 200
rpm. Ao final da reacdo a fracdo sdlida foi separada por filtracdo e lavada com agua para
remoc¢do dos componentes solubilizados. Depois de realizado o pré-tratamento, coletaram-se
amostras da palha pré-tratada para a caracterizacdo quimica.
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Hidrolise enzimatica: Os experimentos de hidrolise enzimatica foram realizados em
frascos de Erlenmeyers de 250 mL, com volume total de reacdo de 50 mL, colocados em
shaker (modelo 832, Marconi) nas seguintes condi¢cGes operacionais: temperatura de 50°C,
pH 5 (tampéo citrato de sédio 50 mM), concentragdo de substrato de 10% de solidos (massa
de palha/volume reacional) e concentragdo de enzima de 5 FPU-Qceluiose -, Variando a agitacéo
em 0, 50, 150, 200, 250 e 300 rpm.

Para determinar o efeito da concentracdo de substrato, experimentos foram realizados
em erlenmeyers de 250 mL, variando a concentracdo de solidos de 2,5; 5; 7,5 e 10% (massa
de palha seca/volume reacional). Em cada batelada experimental realizada em shaker (modelo
832, Marconi), utilizou-se um volume total de reagdo de 50 mL. Manteve-se constante a
temperatura em 50°C, considerando agitacdo de 200 rpm e concentragdo volumétrica de
atividade enzimatica da Cellic®CTec2 de 284 FPU-Lsomgéo'l, em tampéo citrato de sodio 50
mM a pH 5.

Durante cada ensaio experimental foram retiradas aliquotas armazenadas em NaOH 0,2
M, na proporcdo 300 pL NaOH:500 puL amostra, para inativacdo da enzima. As aliquotas
foram retiradas nos tempos de reagédo 5, 10, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata.

Quantificacdo de glicose: Para a quantificacdo de glicose das amostras colhidas na etapa
de hidrolise, utilizou-se um kit enzimatico (GOD-PAP) pronto para uso. Em eppendorfs,
foram adicionados 10 pL de amostra a 1 mL do reagente. A mistura foi aquecida em banho
termostatico a 37 °C durante 10 minutos, para que houvesse a completa reacdo de oxidagdo
enzimatica da glicose. Em seguida, as absorbancias foram medidas em espectrofotémetro a
505 nm (modelo 2000, Pharmacia Biotech). Para a construcdo da curva de calibracdo, foi
preparada uma solugdo padréo de glicose de 2,00 g-L™ e a partir daf diferentes diluicdes de
glicose foram feitas: 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 g-L™*. A partir da equacdo da reta ajustada,
calculou-se a concentragéo de glicose em cada amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo quimica da palha in natura e pré-tratada

Inicialmente foi feita a caracterizagdo quimica da palha in natura. Em seguida, amostras
de palha foram submetidas ao pré-tratamento hidrotérmico a 195 °C/10 minutos e 200 rpm, a
fim de remover lignina e, principalmente, hemicelulose. Os valores obtidos na caracterizagdo
quimica da palha in natura e pré-tratada hidrotermicamente estdo apresentados na Tabela 1,
bem como a porcentagem de remocao de cada um dos componentes das amostras de palha.

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que o pré-tratamento foi eficiente na
remocdo da hemicelulose. A composi¢do quimica da palha in natura foi similar a apresentada
por Barros et al., 2013.
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Tabela 1- Composi¢do quimica da palha in natura e pré-tratada.

In natura Pré-tratada ~
Componente (%) (195 °C/10 min e 200 rpm) Remocao (%)
Celulose 36,70 58,04 20,14
Hemicelulose 29,88 8,23 86,09
Lignina 19,74 24,98 36,10
Cinzas 6,15 5,54 54,51
Extrativos 6,24 - 100,00
Total 99,71 96,80 -
Rendimento - 50,50 -
Fator de i 4,17 i

severidade

* Estimado segundo Overend et al.(1987)

3.2. Influéncia da agitacédo na velocidade de formacéao de glicose

Um estudo detalhado da influéncia da velocidade de agitacdo na cinética da hidrolise
enzimatica deve anteceder de todas as outras variaveis operacionais, a fim de determinar a
minima velocidade de agitacdo que conduz a uma alta velocidade de difusdo, evitando que o
processo seja limitado pelos efeitos difusionais externos. Estudos realizados por Carvalho et
al. (2013) mostraram que, velocidades acima de 150 rpm resultaram em velocidades iniciais
de reacdo praticamente iguais para a hidrolise do bagaco de cana-de-agucar em concentracao
de substrato de 9,1% (Mceluiose Miotal )-

Na Tabela 2 encontram-se os valores de velocidades iniciais de reacdo de hidrolise para
uma carga de 10% de solidos (m/v) em agitacBes de 0, 50, 150, 200, 250 e 300 rpm. As
velocidades iniciais foram determinadas a partir do coeficiente angular da reta ajustada aos
dados experimentais de concentracdo de glicose em fungdo do tempo reacional, considerando
somente a regido linear da formacéo de glicose, ou seja, até 10% de conversao do substrato.

Tabela 2- Velocidades iniciais de hidrolise enzimética da palha da cana-de-acUcar para diferentes
agitacoes.
Velocidades iniciais

Agitaca .
glta(;ao (rpm) (gglicose'l—solugéo-l'mm-l)

0 0,023 +1,0-107
50 0,030 +2,1-10°
150 0,042 +2,3-10°
200 0,052 +1,0-10°
250 0,053 +5,8:10™
300 0,055 + 2,6:107
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Figura 1- Velocidades iniciais de reacdo em funcéo da velocidade de agitacdo, para concentracéo de
substrato de 10% de sélidos, em 50 °C, pH 5 e concentracéo de enzima de 5 FPU-Qcetuiose .

Através da Figura 1, observa-se que houve um aumento significativo na velocidade de
reacdo com o aumento de agitacdo até 200 rpm, variando de 0,023 a 0,052 Qgiicose' Lsolucio
L.min™, indicando que havia resisténcia ao transporte de massa externo, o qual foi minimizado
com o aumento da velocidade de agitacdo. Agitacbes acima de 200 rpm resultaram em
velocidades de reacdo praticamente invariantes, podendo considerar a hipétese de que as
limitacdes difusionais externas sdo despreziveis face ao fenbmeno de adsorcdo e reacdo na
superficie do substrato, e que a partir dessa velocidade de agitacdo atingiu-se a velocidade
maxima de reacdo (Vmsx). Desta forma, com o objetivo de minimizar gasto energético, efeitos
difusionais externos e ocorréncias de inativacdo da enzima devido ao cisalhamento, se
escolheu 200 rpm como velocidade 6tima de agitacdo para dar sequéncia ao estudo cinético
da hidrolise.

3.3. Influéncia da concentracdo de substrato

Para varios sistemas enzimaticos, a velocidade inicial varia hiperbolicamente com a
concentracdo do substrato. No caso da hidrolise enzimatica de palha de cana-de-agucar por
Cellic®CTec2, o comportamento observado foi 0 mesmo, conforme mostrado na Figura 2. A
expressdo matematica que relaciona valores de velocidades iniciais e a concentragdo de
substrato é mostrada na Equacéo 1, conhecida como equacao de Michaelis-Menten:

_ Vs S "
Kn +S

onde: V é a velocidade de consumo de substrato em gg"cose-Lsomggo'l-min'l, Vmax € a velocidade

maxima de consumo do substrato em ggiicose'Lsolugao -Min™; S € a concentracéo de substrato
-1 - . -1

M Jglicose potencial' Lsolugao - € Km @ constante de Michaelis-Menten em ggiicose potencial Lsolugao .
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Experimentos com palha de cana-de-agucar foram realizados a fim de estudar o efeito
da concentragdo de substrato na velocidade de reacdo enzimética. A concentracdo de palha
adicionada em cada ensaio experimental variou de 2,5% a 10% (massa de palha seca/volume
reacional), correspondendo a uma concentragdo de glicose potencial de 16,12 a 64,48 Qgiicose
sotencial Lsolugao A concentracéo volumetrica de enzima adicionada em todos 0s ensalos foi de
284 FPU-Lsoiucao - Sendo a atividade enzimatica da Cellic®CTec2= 225 FPU-MLsolyczo .

Na Tabela 3 encontram-se os valores de velocidades iniciais de reacdo de hidrolise para
diferentes concentracgdes de substrato.

Tabela 3- Velocidades iniciais de hidrolise enzimatica da palha da cana-de-agUcar para diferentes
concentracgdes de substrato.

Concentracgéao de Velocidades iniciais

substrato (m/v) (Qglicose* Lsotugao *min™)
2,5 0,0317 +2,52:10°
5,0 0,0403 + 3,21-10°®
75 0,0400 + 5,77-10™
10,0 0,0520 + 1,00-10°®

Na Figura 2 foram plotados os valores de velocidades iniciais de reacdo em funcdo da
concentragéo de substrato.
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Figura 2- Velocidades iniciais de reacdo em funcéo da concentracdo de substrato para concentracéo
volumétrica de atividade enzimatica de 284 FPU-LSO.UQaO'l, 50 °C e pH 5.

Para determinar os parametros cineticos de Michaelis-Menten, Vs € Kn, utilizou-se a
ferramenta de ajuste ndo-linear do software OrlglnPro 8.0. Os valores dos parametros
ClnetICOS OthdOS foram Vmax - 0 059 gg||coge FPU mln e Km —15 339 gg||(;05e potenc|a| Lso|u9a0 .
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O valor encontrado de Vs condiz com os valores de velocidades iniciais para agitacoes
acima de 200 rpm (Tabela 2), indicando o modelo de Michaelis-Menten se ajustou bem aos
dados experimentais quando concentra¢des de produto ainda sdo baixas. Alem disso, observa-
se, a partir da Figura 2, que para concentracdes baixas de substratos, até aproximadamente 16
Oglicose potenciarLso.uggo'l, a velocidade de reacdo varia quase que linearmente com o aumento de
concentracdo de substrato. J& para concentracfes maiores de substrato a velocidade aumenta
por incrementos menores em resposta ao aumento da concentracdo de substrato, até que se
alcanca um ponto acima do qual o aumento de velocidade ¢ insignificante, sendo esse ponto
chamado de velocidade maxima (Vmax= k°E).

A partir de Vs € possivel calcular a constante de velocidade k, sendo a concentragéo
volumétrica de atividade enzimatica=284 FPU~LSO|uggO'1, o valor encontrado foi k=2,11-10"*
gglicose'FPU-l'min-l.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi realizado um estudo cinético da hidrélise enzimatica da palha da
cana-de-acucar através do qual pbde-se avaliar a influéncia da agitacdo e concentragdo de
substrato na velocidade da reacdo a fim de determinar os pardmetros cinéticos da hidrdlise
enzimética. Os dados experimentais obtidos mostraram que, na faixa 0 a 200 rpm, ocorreu
sempre um aumento na velocidade de reacdo de hidrdlise, indicando que havia resisténcia ao
transporte de massa externo, o qual foi minimizado com o aumento da velocidade de agitagé&o.
A partir de 200 rpm, a velocidade de reacdo foi praticamente invariante, sendo esta
selecionada como velocidade 6tima de agitacdo. Foi possivel ajustar o modelo de Michaelis-
Menten aos dados experimentais de velocidades iniciais da reacdo e os valores dos parametros
cinéticos foram: Vimnsx=0,059  Qgiicose' Lsotucio "Min™, k=2,11.10" ggiicoseeFPU™min™ e
Km=15,339 ggiicose potenciarLso.uggo'l. Para trabalhos posteriores, estudar-se-a o efeito de inibicéo
de produto ajustando modelos cinéticos de inibicdo em experimentos de longa duracdo, ou
seja, para altas conversdes de substrato.
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