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RESUMO:este trabalho teve como objetivo a modelagem do processo de hidrolise
enzimatica utilizando bagaco de cana-de-agUcar como substrato para producdo de glicose.
Foram realizados ensaios cinéticos variando concentracdo inicial de substrato e atividades
enzimaticas, ensaios para a obtencdo da constante de adsor¢do de acordo com o modelo de
Langmuir, ensaios para avaliacdo da reatividade do substrato, para obtencdo de energia de
ativacdo da enzima e ensaios de inibigdes causadas pela glicose, celobiose e xilosena hidrélise
enzimatica. O sistema de equacOes diferenciais foi integrado numericamente utilizando o
método matematico de integracdo numérica Runge-Kutta de 5% ordem. A estimativa dos
parametros foi realizada segundo o método de Levenberg-Marquardt de regressdo ndo-
linear.De acordo com os resultados, foi possivel o ajuste do modelo aos dadosexperimentais.
Com este modelo é possivel se fazer uma otimizacdo do processo de hidrélise enzimatica bem
como utiliza-lo como parte da modelagem do processo de sacarificacdo e fermentagéo
simultanea para producao de etanol.

1. INTRODUCAO

Para a producdo de etanol de segunda geracdo (etanol celulésico) é preciso que se
obtenham mon6meros de carboidratos como a glicose proveniente da estrutura da parede
celular vegetal, lignocelulose. Desta forma, diferentemente do processo convencional, para a
producdo de etanol de segunda geracdo € preciso que o material lignoceluldsico seja
submetido a um pré-tratamento quimico, fisico, biolégico ou combinado e a uma hidrélise
enzimatica para que se tenha substrato disponivel para a fermentacdo alcoolica.

Na hidrolise enzimética da celulose sdo necessario pelo menos trés tipos de enzimas
para se que se obtenha glicose. As endoglicanases (EG) (EC.3.2.1.4) hidrolisam as moléculas
de celulose de forma randémica produzindo oligbmeros. As celobiohidrolases ou
exoglicanases (CBH) (EC.3.2.1.91) convertem os oligbmeros, formados pela agdo das
endoglicanases, em celobiose e celodextrinas soliveis. A p-glicosidase (BG), também
chamada de celobiase, (EC.3.2.1.21) converte celobiose e celodextrinas em glicose (Zhouet
al., 2009). As enzimas celobiohidrolases agem nas extremidades dos oligbmeros sendo entéo
de dois tipos, uma que age na extremidade redutora e o outro tipo que age na extremidade
ndo-redutora (Lyndet al., 2002). Todas estas enzimas trabalham sinergicamente para
hidrolisar a celulose (GalbeeZacchi, 2002).
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Varios sdo os trabalhos realizados em diferentes biomassas vegetais para a modelagem
da hidrolise enzimética visando & producdo de glicose (BelkacemiandHamoudi,
2003;Kadamet al., 2004; Liaoet al., 2008; Tinget al., 2009; Morales-Rodriguezet al.,
2011;Khodaverdiet al., 2012).

Este trabalho teve como objetivo a modelagem matematica do processo de hidrélise
enzimaética utilizando o bagaco de cana de aglcar como substrato para a producdo de glicose
utilizando um modelo fenomenoldgico baseado em dados experimentais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Enzimas e bagaco de cana-de-acucar

A enzimautilizada neste trabalho foi cedida gentilmente pela Novozymes, e foi o
complexo de celulases NS22086 (220 FPU/mL, 4500 CBU/mL(Ghose, 1987) e 0,04 g/mL de
proteina total).O substrato utilizado neste trabalho foi o bagaco de cana-de-agUcar cedido
gentilmente pela Usina Estivas (Arés — RN, Brasil) e submetido a um pré-tratamento com
acido sulfarico diluido em uma primeira etapa (Guoet al., 2009)e hidroxido de sédio em uma
segunda etapa(Vasquez et al., 2007) e analisado segundo (Gouveia et al., 2009) para
determinacdo da composi¢do quimica.

2.2Ensaios enzimaticos

Foram realizados ensaios cinéticos variando a atividade enzimética inicial de 5 a 90
FPU/g celulose e a quantidade de celulose inicial de 2 a 6% (m/m). O complexo enzimatico
utilizado j& possui atividade celobiase suficiente, portanto, ndo precisou ser suplementada
com enzimas f-glicosidase. Os ensaiosforam realizados em incubador rotatério com 150 rpm e
50°C por 12 horas utilizando Erlenmyers de 250 mL e 100 mL de volume reacional com tampéo
citrato 50 mM em pH 4,8. Uma solucédo de azida de s6dio 1% (m/m) na proporcéo de 1:100(v/m) foi
usada para prevenir o crescimento de micro-organismos.

Para os ensaios de adsorcdo(Khodaverdiet al., 2012) foi usada a quantidade de celulose de
1% em erlenmyer de 250 mLcom 20 mL de volume reacional, e as mesmas atividades
enzimaticas utilizadas nos ensaios cinéticos. Para os ensaios de reatividade (Khodaverdiet al., 2012),
energia de ativacdo (Kadamet al., 2004) e inibicdo, foi utilizada a quantidade de 3% de celulose em
erlenmyer de 250 mLcom 20 mL de volume reacional e 15 FPU/g celulose das enzimas
celulases.Nos ensaios de inibicdoforam usadas celulose do bagaco de cana ou celobiose pura como
substrato, as inibices testadas foram de acordo com a literatura (Kadamet al., 2004; Morales-
Rodriguezet al., 2011;Khodaverdiet al., 2012) e estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes de inibidores, substrato e tempo para 0s ensaios de inibicao.

Condicg0oes Reacéo: celulose - Reacéo: celulose - Reacéo: celobiose -
celobiose glicose glicose
Celobiose (g/L) 0,01,0,15¢0,3 100, 132 e 140 20,24,3e 30
Glicose (g/L) 0,05,0,1e0,2 0,02, 0,04 ¢ 0,06 15,39e5
Xilose (g/L) 0,05,0,1e0,2 0,05,0,2e0,35 180, 201 e 220
Substrato Celulose Celulose Celobiose
Tempo 30 min. 3h 2h
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2.3Modelagem matematica

O modelo proposto foi baseado nos modelos publicados na literatura com algumas
modificacdes tomando-se por base os resultados dos ensaios de inibicdo e alguns fenémenos
ocorridos na hidrolise enzimética. O software utilizado para a modelagem foi o Intel Fortran
v. 11.0. O sistema de equac0es diferenciais foi integrado numericamente utilizando o método
matematico de integracdo numérica Runge-Kutta de 5* ordem. A estimativa dos parametros
foi realizada segundo o método de Levenberg-Marquardt de regressdo ndo-linear para os
pardmetros ndo estimados experimentalmente.O modelo foi validado estatisticamente através
do teste do X? (¢=0,5) realizado no software STATISTICA 7.0 para se comparar os dados
experimentais contra os preditos pelo modelo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a composicdo do bagaco de cana foi encontrado 65% de celulose, 9,6% de
hemicelulose e 7,8% de lignina. Na Figura 1 estdo apresentados os resultados para 0s ensaios
cinéticos para a producao de glicose e xilose nas diferentes condi¢des de atividade enzimatica
inicial, celulose inicial e um ensaio realizado com bagaco de cana sem pré-tratamento.
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*Hidrélise com bagaco de cana sem pré-tratamento.

Figura 1. A — producdo de glicose, B — producdo de xilose, em diferentes condicdes de
hidrélise.

Pode-se observar que a producdo de glicose aumenta na medida em que se aumenta a
quantidade de substrato e atividade enzimaética inicial até o limite de 75 FPU, depois a
producdo se mantem constante e que a producdo de glicose a partir de bagaco ndo pré-tratado
é inferior em comparacdo com o bagaco pré-tratado. Na producdo de xilose observa-se um
acréscimo repentino na producdo a partir de 10 hs de processo para 0s ensaios com maiores
razdes (enzima/substrato). Este € um resultado inusitado para se pensar como o complexo
enzimético age na producgdo de xilose, se existe uma pequena atividade enzimatica no mix
enzimatico ou se essa xilose € liberada no meio de forma indireta devido a acdo das outras
enzimas desestruturando a matriz lignocelulésica. Entretanto, observando a concentracdo de
hemicelulose no bagaco pré-tratado que foi de 29 g/L e as quantidades baixas de xilose
produzida pode-se imaginar que o que ocorre € uma liberacdo dessa xilose no meio devido a
acao indireta das enzimas atuando na matriz lignocelulésica. Os resultados cinéticos para
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celulose, celobiose e hemicelulose ndo estdo demonstrados neste trabalho. Na Figura 2 estdo
apresentados os resultados para o ensaio de adsorcéo e reatividade do substrato e na Figura 3
estdo apresentados os resultados de inibicdo para a reacdo (celulose-glicose) e os resultados
do ajuste da modelagem para a condicéo de 15 FPU/g celulose e 4% de celulose inicial.
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Figura 2. A —ensaios de adsor¢éo, B — ensaios de reatividade.
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Figura 3. A — ensaios de inibicdo, B — modelo ajustado para 15 FPU/g celulose e 4% de
celulose inicial.

De acordo com os resultados cinéticos onde se observa que a producdo de glicose se
mantem constante a partir de 75 FPU, os ensaios de adsor¢do foram dimensionados e foi
comprovado que, com 75 FPU a enzima alcanca o valor maximo de saturacdo. Desta forma,
utilizando o software STATISTICA 7.0 foi possivel encontrar os valores de Emax de 0,018 (g
proteina/g celulose) e Kads de 23,28 (L/g proteina) por regressdo ndo linear.

Para os ensaios de reatividade foi encontrada uma alta discrepancia entre a reatividade
ideal de 1,0 no tempo zero e a reatividade real no tempo de 15 min. Levando em consideracdo
este resultado, a estrutura complexa da matriz lignocelulésica e a razdo entre celulose
(amorfa/cristalina) na molécula de celulose, a regressao (C/CoxRc) foi feita sem o tempo zero
e a reatividade encontrada foi de 0,27 e, portanto, considerada no modelo aqui proposto.

Para os ensaios de inibi¢do foi encontrado inibi¢cdo no ensaio que leva em consideracao
a reacao (celulose — glicose), para os outros ensaios ndo foi encontrado inibicdo nas condicdes

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 4



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

estudadas. Observa-se que as constantes testadas na inibicdo da reacdo (celobiose - glicose)
sdo bem maiores para glicose e xilose, caracterizando uma baixa inibigdo nesta rota. Desta
forma, as inibicdes para glicose e xilose aqui determinadas foram consideras nas de reacéo r;.
Como é mais provavel de que a celobiose iniba a reacdo (celulose - celobiose) do que
(celobiose — glicose) a constante de inibicdo aqui encontrada foi considerada, também, na taxa
de reagéo r;.

Os valores de anergia de ativacdo foram de 9765 cal/mol na reagédo (celulose - glicose)
em um ensaio feito por 3 hs e 2516 para a reagéo (celobiose - glicose) em um ensaio realizado
por 10 min., pois em 3 horas todas 0s ensaios variando temperatura apresentaram conversao
maximo de substrato a produto impedindo os calculos da energia de ativacéo. Pelos resultados
pode-se ter uma ideia que a maior energia de ativacdo é na etapa (celulose - celobiose) na
reacao global (celulose - glicose).

Tomando como base as publicacbes e os ensaios aqui realizados, um modelo
matematico foi ajustado para a producdo de glicose, a partir de bagaco de cana-de-agUcar
submetido a um pré-tratamento fisico quimico, pelo processo de hidrolise enzimatica. O
modelo levou em consideragéo as taxas de reagdes rq, rp, I3 € fa.

Como a reacdo direta (celulose - glicose) é menos provavel de acontecer, ou seja, pouca
glicose é produzida de forma direta sem o intermediario celobiose mesmo que haja apenas as
enzimas celulases e no caso deste estudo, existe uma alta atividade de celobiase, esta reacao
levou em consideracdo apenas a inibi¢do de glicose e um pequeno valor da taxa constante de
reacdo (ko). A taxa de reacgdo r, levou em consideracdo as inibicdes por celobiose, glicose e
xilose de acordo com os resultados dos ensaios experimentais de inibicdo como ja comentado.
A taxa de reacdo rz levou em consideracdo as inibicdes porcelobiose, glicose e
xilose.Entretanto, a inibigdo de celobiose na taxa rs ficou expressa de forma diferente no
modelo que é semelhante ao de Michaelis-Menten onde se tem um sistema homogéneo e a
enzima ndo e adsorvida no substrato.Nas outras taxas, por se tratar de um sistema
heterogéneo, foi preciso levar em consideracdo a adsorcdo da enzima ao substrato e sua
reatividade. Para a taxa de reacdo ry4, foi levado em consideracdo apenas a inibigdo da xilose
no processo, a razdo (xilose/hemicelulose) foi de (1/1) (m/m)e a enzima que atuou no
processo foi as celulases agindo na desestruturacdo de matriz lignoceluldsica, por isso nao foi
levado em consideracdo a reatividade da hemicelulose. Entretanto, esta reacdo (hemicelulose
— Xilose) precisa ser melhor estudada. Por fim, o balango de enzimas leva em consideragéo as
celulases adsorvidas, celulases livres e f-glicosidasetotal que se encontra livre. O modelo
ajustado esta descrito nas Equacdes de 1 a 14.

r ) I )
Celulose ————Celobiose ——Gli cose

G,,G, X G, X "

r ..
CeluloseéGllcose

(2)

) r, ..
HemlceluloseY4 Xilose

®3)
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De acordo com o teste do X° o valor tabelado foi de (2,73) para (0=0,05 e d=8) e os
valores para a condi¢do da Figura 3B foi de 1,33 para a producdo de glicose e 0,06 para a
producgéo de xilose. Valos de X2calculados menores que o valortabelado indica um ajuste
entre os dados experimentais e os calculados. O mesmo ajuste foi encontrado para as outras
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condicdes aqui testadas com excecdo de alguns comportamentos da celobiose onde se
encontrou uma maior dificuldade de se ajustar o modelo. Entretanto, como a celobiose é
apenas um intermediario da reacdo (celulose - glicose) um ajuste perfeito desta curva ndo é
tdo necessario um vez que os ajustes para celulose, glicose, hemicelulose e xilose foram
satisfatorios. Os valores das constantes cinéticas encontradas no modelo estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. VValores das constantes do modelo de hidrolise enzimatica.

Parémetrs Valores Unidades Denominacdo
Pardmetros constantes
Emax 0,018 o/g Maximo de enzimas celulases adsorvida na celulose
Kads 23,28 L/g Constante de adsorcéo das enzimas celulases na celulose
ky 95,0 L/g.h Taxa constante de reacéo (celulose - glicose)
Rc 0,27 - Reatividade do substrato (celulose)
Ki1G, 132,0 g/L Constante de inibi¢do da celobiose
K(IG 0,04 g/L Constante de inibigéo da glicose
KX 0,2 g/L Constante de inibi¢&o da xilose
k, 15,0 L/g.h Taxa constante de reacdo (celulose — glicose)
K,IG 1,0 g/L Constante de inibi¢&o da celobiose
ks 300,0 1/h Taxa constante de reacdo (celobiose-glicose)
KsM 7,0 g/L Constante de saturagdo da celobiose
KslG 20,0 g/L Constante de inibigdo da glicose
KslX 250,0 g/L Constante de inibicdo da xilose
K4 11,0 L/g.h Taxa constante de reacdo (hemicelulose — xilose)
KulX 0,009 g/L Constante de inibigdo da xilose
Parametros variaveis
C - g/L Celulose
G, - g/L Celobiose
G - g/L Glicose
H - g/L Hemicelulose
X - g/L Xilose
ET - g/L Enzimas totais
EB; - g/L Enzimas celulases adsorvidas
EF, - g/L Enzimas celulases livres
ET, - g/L Enzimag-glicosidasetotal livre

4, CONCLUSAO
Em acordo com o apresentado conclui-se que o modelo proposto para descrever a

hidrolise ~ enzimatica do bagaco de cana-de-aclcar representa de forma
fenomenologica,satisfatoriamente, o sistema aqui estudado.
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