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RESUMO

Neste trabalho, propds-se avaliar misturas de enzimas comerciais fornecidas pela
Novozymes A/S. As enzimas utilizadas neste trabalho foram: complexo celulasico,
xilanase, B-glucosidase, na producdo de glicose a partir do bagaco de cana-de-
acucar submetido a tratamento alcalino com solucdo de hidroxido de sodio na
temperatura ambiente, 70°C, 90°C e 120°C. Os rendimentos do BCA em base seca
apos tratamento com solucdo de NaOH a 6% (m/v) foram de 30,64% + 1,395
(PACTA), 44,00% + 1,787 (PAC70), 65,91% + 1,096 (PAC90), e 95,25% + 1,461
(PAC120), respectivamente. Os teores de cinzas para o BCA foram de 2,05% =+
0,027 (PACTA), 0,62% + 0,013 (PAC70), 0,48% + 0,007 (PAC90) e 0,18% + 0,008
(PAC120). Os teores de lignina foram de 20,67 + 0,603 (PACTA), 13,03 + 0,711
(PAC70), 6,05 £ 0,196 (PAC90) e 549 £ 0,151 (PAC120). Os rendimentos da
fermentacao alcodlica foram de 33,44(PACTA); 41,56(BCA70); 68,95 (BCA90) e
71,38 (BCA120). Os resultados obtidos sugerem que as taxas de conversdo dos
residuos celuldsicos em glicose sédo fortemente dependentes da temperatura no
processo de polpacéo alcalina. Os parametros cinéticos obtido nos ajustes cinéticos
da hidrélise enzimatica do BCA para a PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120 foram:
Vmax (g/h) igual a 7,20; 5,12; 4,54 e 0,87 respectivamente; K, (g) igual a 3,6; 2,56;
2,27 e 2,56 respectivamente; Ke4 (h) igual a 1,44; 1,02; 0,91 e 0,17 respectivamente;
Km/Vmax igual a 0,5 para todas as amostras e Kqy /Ky igual a 0,4 para todas as

amostras.

Palavras-chave: celulose, hidrolise enzimética, lignina, polpacéo alcalina.



Abstract Vii

ABSTRACT

In this work, it was proposed to evaluate mixtures of commercial enzymes by supplier
Novozymes A/ S. The enzymes used in this work were: celulase complex, xylanase,
B-glucosidase, enzymatico complex, xylanase and B-glucanase and glucoamylase in
the glucose production from sugarcane bagasse subjected to treatment with alkali
hydroxide solution sodium at room temperature, 70 ° C, 90 ° C and 120 ° C. The BCA
yield on a dry basis after treatment with NaOH solution 6 (w / v) were 30.64% + 1.395
(PACTA), 44.00% + 1.787 (PAC70), 65.91% + 1.096 (PAC90), and 95.25% + 1.461
(CAP 120), respectively. The ash content for the BCA were 2.05% + 0.027 (PACTA),
0.62% + 0.013 (PAC70), 0.48% + 0.007 (PAC90) and 0.18% + 0.008 (PAC120). The
lignin contents were 20.67 + 0.603 (PACTA), 13.03 + 0.711 (PAC70), 6.05 + 0.196
(PAC90) and 5.49 £+ 0.151 (PAC120). The results suggest that the conversion rates
of cellulosic waste into glucose are strongly dependent on temperature in the alkaline
pulping process. The kinetic parameters obtained in kinetic adjustments enzymatic
hydrolysis of the BCA for PACTA, PAC70, PAC90 and PAC120 were: Vmax (g/h)
equal to 7.20; 5.12; 4.54 and 0.87 respectively; Ky, (g) equal to 3.6; 2.56; 2.27 and
2.56 respectively; Keat (h) equal to 1.44; 1.02; 0.91 and 0.17 respectively; Kmn/Vmax

equal to 0.5 for all samples and Kca/Kr, of 0.4 for all samples.

Keyword: cellulose, enzymatic hydrolysis, lignin, alkaline pulping.
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Introducéo e Objetivos

1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

O Brasil € um grande produtor de cana-de-acucar (BCA) que pode ser
utilizado para produzir o acglcar, etanol e etc., gerando grandes quantidades de
residuos no setor sucroalcooleiro. Nas Ultimas décadas, a necessidade por fontes
alternativas de energia se tornou uma grande preocupacao incitando o crescimento
e o desenvolvimento de pesquisas no segmento de energias sustentaveis (SOUZA,
2008).

O residuo (bagaco de cana-de-agucar) é uma biomassa lignoceluldsico que
pode ser transformada em polpa através de processos de pré-tratamento sem a
necessidade de aumentar a area de plantio e reduzir os impactos ambientais
(ALBARELLI, 2013). Neste sentido, a biomassa lignocelulésica tem grande potencial
por ser abundante, ter carater renovavel, baixo custo e oferecer a perspectiva do uso
de seus coprodutos (SANTOS & GOUVEIA, 2009). Este residuo agroindustrial é
passivel de conversdo em acuUcares fermentaveis mediante o emprego de
tecnologias que se encontram em franco desenvolvimento.

Neste trabalho foi escolhido o processo de hidrélise enzimatica com objetivo
de avaliar as misturas das enzimas comerciais (complexo celulasico, xilanase,
B-glucosidase, complexo enzimatico, B-glucanase e xilanase e glucoamilase)
cedidas pelo laboratério Novozymes. Utilizando como matéria prima o bagaco de
cana-de-acucar na bioconverséo de celulose em glicose para produzir etanol.

Neste trabalho foi realizado o pré-tratamento das amostras do bagaco de
cana-de-acgucar que foram obtidas nas feiras livres de Belém-PA. O pré-tratamento
consistiu na lavagem, secagem, moagem, armazenagem das amostras secas em
sacos plasticos e a polpacao alcalina do bagaco de cana-de-agucar na temperatura
ambiente, a 70°C, 90°C e 120°C. Depois foi realizada a atividade das enzimas para
saber a carga enzimatica das mesmas para realizar as misturas enzimaticas para
serem utilizadas no processo de hidrélise. Segundo GHOSE (1987), uma unidade da
atividade enzimatica total (FPU) é baseada na liberacdo de exatamente 2,0 mg de
glicose equivalente, isto é, 2,0/0,18016 ymol de 50 mg de papel de filtro por 0,5 mL

de enzima diluida em 60 minutos de reacgéao.
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Apo6s o processo de hidrdlise enzimatica foi realizada a fermentacédo alcéolica
dos mostos e em seguida a destilacéo simples para obtencdo do etanol.

Com os resultados dos acuUcares redutores totais do processo de hidrélise
enzimatica do bagaco de cana-de-acucar foi realizado o estudo cinético pela
equacao Michaelis-Menten e a representacao de Lineweaver — Burk.

Com os resultados dos acgUcares redutores totais foi realizado o estudo das
propriedades termodinamicas das reagfes enzimaticas do processo de hidrdlise do
bagaco de cana-de-acucar. Os dados experimentais foram trabalhados na planilha
Excel para obter os resultados da Energia de Ativacédo (E,), Entalpia (AH), Entropia
(AS), Energia livre de Gibbs (AG), a constante de equilibrio (Keq) € a constante (k) de
velocidade da reacdo em cada tempo de reacgao.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral
€ Avaliar misturas de enzimas comerciais (complexo celulasico, xilanase,

B-glucosidase, B-glucanase e xilanase, complexo enziméatico e glucoamilase)

na bioconversado do bagaco de cana-de-acucar para produzir etanol.

1.2.2 Objetivos Especificos

© Realizar a atividade enzimatica das enzimas: complexo cellulase, complexo

enzimatico, xilanase, B-glucosidase, -glucanase-xilanase e glucoamilase;

€ Realizar as misturas enzimaticas para serem utilizadas no processo de

hidrélise enzimaticas;

€ Realizar polpacéo alcalina do bagaco de cana-de-aglcar nas temperaturas
28,5 °C (ambiente), a 70 °C, 90 °C e 120 °C;
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€ Realizar hidrélise enzimatica do bagago de cana-de-aglicar apds polpagido

alcalina para avaliar a converséo de celulose em glicose;

€ Estudar a cinética enzimatica do melhor rendimento do processo de hidrolise

pela equacao Michaelis-Menten e a representacao de Lineweaver - Burk.

€ Realizar a fermentagédo alcoolica do melhor rendimento do processo de

hidrdlise.

€ Realizar a destilagdo simples do melhor rendimento para a obtencdo do

etanol.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-acUcar € cultivada no Brasil desde 1532, trazida por Martim
Afonso, o primeiro colonizador portugués (BNDES & CGEE, 2008). A
cana-de-agUcar esta classificada: Divisdo Manoliophyta, Classe Magnoliopsida,
Ordem Graminales, Familia Poaceae, Género Saccharum, Espécies Saccharum
officinarum, Saccharum spontaneum, Saccharum sinensis, Saccharum barberi e
Saccharum robustum (CRONQUIST, 1981). A composicado da cana-de-acucar pode
variar em funcéo do tipo de cana, do solo, do clima, da disponibilidade de agua e da
época na safra, dentre outros aspectos (SOUZA, 2006).

A cana-de-acucar é oriunda das regifes temperadas quentes e tropicais da
Asia, hoje é cultivada em varios paises do mundo, como Brasil, india, China,
Tailandia, Paquistdo, México, Estados Unidos, Colémbia, Cuba, Gana outros paises
da Africa e do Caribe. (MATOS, 2011).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar, de acordo com 0s
dados do primeiro levantamento da safra 2015/2016, a producdo € estimada em
654,6 milhdes de toneladas (CONAB, 2015). Desse total, 46,2% sera destinado a
producdo de acucar, o que deve gerar 38,7 milhdes de toneladas do produto,
enquanto 53,8% serdo destinadas a producédo de etanol, gerando um volume total
de 27.669,55 milhdes de litros (CONAB, 2015).

2.2 BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR

O bagaco de cana-de-acucar € uma biomassa lignocelulésica que esta
disponivel em grandes quantidades no setor sucroalcooleira e pode ser
transformado em polpa por processos de pré-tratamento, onde se pode utilizar
reagentes quimicos ou por vapor, para abrir as fibras do bagaco de cana-de-agucar
ou de qualguer biomassa, ou processos de hidrélise por enzimas com objetivo de
produzir etanol, sem necessidade de incrementos na area de plantio
(ALBARELLI, 2013).
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O bagaco de cana-de-acucar é um residuo industrial mais estudado, porque
tem sido utilizado durante décadas como combustivel, geracdo de energia elétrica
proveniente da combustdo da biomassa, por meio de processos termoquimicos ou
biolégicos (CANDIDO, 2011; EMC, 2013). Cerca de 50% do total do bagaco
produzido é utilizado para, geracdo de vapor, para a producdo de energia, como
matéria-prima para a fabricac@o de polpa e produtos de papel (SUN et al., 2004).

Com o avanco das tecnologias de converséo energética, o bagaco de cana-
de-acucar antes residuo e agora coproduto, a producdo de alcool de segunda
geracéao, feito a partir da hidrélise do bagaco de cana-de-aglcar, com possibilidade
de dobrar a produgéo de etanol (SILVA et. al., 2010).

Segundo Ribeiro (2013) as fibras do bagaco de cana-de-acUcar apresentam
em sua composicdo média de 50% de umidade, 2% sélidos solluveis em agua (Brix),
32 — 50% de celulose, 19 — 25% de hemicelulose, 23 - 32% de lignina e 2% de
cinzas. A composicao elementar do bagaco de cana-de-agucar € 44,6% de carbono,
5,8% de hidrogénio, 44,5% de oxigénio, 0,6% de nitrogénio, 0,1% de enxofre e 4,4%
de outros elementos (SIMOES, 2005). Outros constituintes do bagaco de
cana-de-acUcar in natura sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao média das fibras do bagaco de cana-de-acUcar in natura

Componentes Composicao [%]
Celobiose 3,34
Glicose 46,20
Hidroximetilfurfural 0,30
Xilose 24,21
Arabinose 1,70
Furfural 1,25
Acido glucurénico 1,09
Lignina solavel 2,61
Ligninainsolivel 23,66
Cinzas 1,61

Fonte: CANILHA et al., 2007.
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2.2.1 Celulose

A celulose é um dos mais importantes polimeros naturais existentes, a sua
estrutura cristalina foi primeiramente descrita por Mark e Meyer, em 1928
(OGEDA & PETRI, 2010). Esta presente em todas as plantas, desde arvores
altamente desenvolvidas até organismos mais primitivos e seu conteldo nestas
espécies varia de 20 a 99% (RABELO, 2007).

A celulose é o principal componente da parede celular da planta, com
estrutura linear e hidrofilica constituida por unidades de glicose as quais estdo
unidas por ligacdes B-1,4-glicosidicas (REGINATTO, 1992). Devido as suas ligacbes
hidrogénio intra e intermoleculares, a celulose apresenta em suas fibras regides
cristalinas e amorfas (MONTEIRO, 2007). A Figura 1 ilustra a parede celular e a

distribuicdo do material lignocelulésico.

Figura 1- Esquema da parede celular vegetal.

Parede Celular da Planta

— Celulose

Lignina

Hemicelulose

Fonte. CORAL, 2009.

O alinhamento paralelo da estrutura cristalina da microfibrila € mantido por
interacdes de hidrogénio, interacfes hidrofébicas e forcas de van der Waals

(DUARTE, 2013) provocando a formacgao de fibras resistentes. A cristalinidade
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juntamente com a presenca de lignina sdo os maiores impedimentos na hidrolise
enziméatica da celulose (ROCHA et. al., 2012).

As estruturas da celulose podem ser definidas em trés niveis organizacionais
(ATALLA et al., 1993):

e Estrutura primaria, que é definida pela sequéncia de ligaces covalentes,
correspondendo a um homopolimero de glicose com ligagdes B-D (1,4) que fornece
certa rigidez as cadeias.

e Estrutura secundaria, que descreve a conformagdo molecular, isto €, a
organizacdo espacial das unidades repetitivas, e é caracterizado pelas distancias
das ligacdes e respectivos angulos, e pelas ligacdes de hidrogénio intermoleculares.

e Estrutura terciaria, que define a associacdo das moléculas formando
agregados com uma determinada estrutura cristalina.

A partir da estrutura terciaria ocorre a formacao das microfibrilas, as quais
formam as fibrilas que, por sua vez, se ordena para a formagdo de sucessivas
paredes celulares, com uma determinada estrutura cristalina de fibra
(D. ALMEIDA, 1988).

Segundo U.S. DOE (2006) as microfibrilas da celulose em plantas superiores
mede em torno de 3 a 6 nm de didmetro, com varias cadeias lineares de celulose
obtendo-se polimeros menores apds a hidrolise, decompdem-se dando origem a
celobiose (dissacarideo redutor) e a glicose.

A celulose é reciclada de forma muito eficiente pela natureza devido a
existéncia de microorganismos como fungos e bactérias desenvolvendo grupos de
enzimas que permitem decompor as ligacdes glicosidicas e utilizar a glicose
libertada contida na celulose, sustentando o equilibrio de carbono na biosfera
(INTECH, 2013).

2.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses séo polimeros heterogéneos com diferentes unidades de
agucares. Estas sdo compostas por B-D-glicose, B-D-manose e a-D-galactose; e as
pentoses: B-D-xilose e a-L-arabinose (MOUTTA, 2009) e a-D-arabinose, podendo

ainda apresentar quantidades variaveis de acidos urénicos como o acido B-D-glu-
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cordnico, B-D-galactourbnico e acido a-D-4-O-metilglucourdnico (CARVALHO,

2011).

A hemicelulose pode ser extraida das plantas utilizando solucdes diluidas de

hidroxido de sodio e sdo rapidamente hidrolisadas em pentoses e hexoses

(MONTEIRO, 2007). Ela é relativamente facil de hidrolisar devido a sua natureza

amorfa e ramificada. As estruturas quimicas das pentoses, hexoses e &cidos

urénicos sdo mostrados na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura das pentoses, hexoses e acidos urdnicos da hemicelulose.
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Fonte. RIBEIRO, 2013.

causadoras de efeitos

superficiais de ligacdes interfibras e de providenciarem um auxilio nos processos de
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inchamento das fibras e de refino da polpa. Ela atua fazendo ligagdes entre a lignina
e as fibras de celulose conferindo rigidez e promovendo a integracdo da rede
celulose-hemicelulose-lignina (CHEMMES et. al., 2013).

As hemicelulases séo enzimas extracelulares produzidas por fungos,
bactérias, leveduras e apresentam vasta aplicacdo industrial, em especial nas
industrias de celulose e papel, alimenticia, téxtil e, mais recentemente, na producao
de etanol (SCHLITTLER, 2012).

2.2.3 Lignina

A lignina é substancia complexa, macromoléculas tridimensionais de origem
fenilpropandica. A estrutura da lignina pode ser diferente, dependendo de sua
localizac&o no vegetal, sdo formadas a partir de trés principais precursores basicos,
que sao os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico que sdo comumente
encontradas em gramineas como a cana-de-agucar (SANTOS, 2008).

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira. Nos vegetais ela
tem um importante papel no transporte de agua, nutrientes, metabdlitos, e a funcéo
da lignina dar resisténcia as fibras de celulose e inibe a hidrélise enzimatica dos
carboidratos presentes na parede celular, estando intimamente ligada a celulose e a
hemicelulose (SALIBA et. al., 2001).

A lignina, como a hemicelulose, normalmente comeca a se dissolver em agua
em torno de 180 °C em condi¢des neutras. A solubilidade da lignina em ambientes
acidos, solugbes neutras ou alcalinas depende de seu precursor. A finalidade
principal da lignina é dar a planta suporte estrutural, impermeabilidade e resisténcia
contra 0 ataque microbiano e estresse oxidativo (ALEIXO, 2012).

A lignina constitui uma barreira significativa na conversdo de biomassa em
combustiveis através da inibicdo da enzima no acesso a polissacarideos e pela
liberacdo de toxinas durante a degradacéo que inibem o crescimento do organismo
durante a fermentacgao de hidrolisados da parede celular ao etanol (U.S.DOE, 2006).

Os precursores da lignina (Figura 3, pag.27) diferem principalmente no grau
de hidroxilacdo e metilacdo dos anéis de benzeno, com isso, permitindo varias
reagOes covalentes entre moléculas, formando uma estrutura final muito complexa
(INFABIC, 2015).
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Figura 3 - Principais precursores da lignina.
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Fonte. NAKANISHI, 2010.

A lignina pode ser classificada em (EMMEL, 1999):

e Lignina guaiacila (G): coniferas - que polimeriza o alcool coniferilico;

e Lignina guaiacila-siringila (G-S): folhosas - que copolimeriza o alcool
coniferilico + &lcool sinapilico;

e Lignina 4-hidroxifenil-guaiacila-siringila (H-G-S): gramineas - que
copolimeriza o alcool coniferilico + alcool sinapilico + alcool p-coumarilico;

e Lignina 4-hidroxifenila-guaiacila (H-G): madeira de compressao -

polimeriza do alcool coniferilico + &lcool p-coumarilico.

Nos processos industriais para a producéo de bioetanol libera lignina como
residuo solido do processo enziméatico, que tem poder calorifero maior, ideal para
gerar bioenergia elétrica (AGRO DBO, 2013). Segundo Coral (2009) a lignina é
degradavel por alguns microorganismos, com vistas a producéo de produtos de alto
valor, tais como: acidos organicos, fendis e vanilina. Mediante processos quimicos
podem ser produzidos aditivos valiosos para combustiveis.

A lignina pode formar derivados sollveis quando se utiliza solventes
organicos e ou inorganicos. Do ponto de vista econdmico, a presenca de altos teores

de ligninas em vegetais representa maior custo de producao ou baixa produtividade.
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A aplicacéo de reagentes inorganicos tem sido a base para 0s principais processos
industriais de deslignificacdo (MONTEIRO, 2007).

2.2.4 Compostos Menores

Os constituintes menores incluem compostos organicos de diversas funcdes
quimicas e inorganicos. Os materiais lignoceluldsicos séo constituidos de celulose,
hemicelulose e lignina. Os dois primeiros constituintes predominam a regidao da
parede celular enquanto que a lignina se distribui por toda a estrutura apresentando
maéaxima concentracdo na lamela média (FENGEL & WEGENER, 1989).

No bagaco de cana-de-acUcar, o conteludo de proteina é baixo, varia entre
1 e 2%. Os constituintes minerais compreendem principalmente potassio e calcio,
gue constituem até 50% dos cations presentes nas cinzas da planta; também séo
encontrados magnésio, manganés, sodio, fésforo e cloro, assim como silica. Os
anions mais comuns sdo carbonatos, fosfatos, silicatos e sulfatos. Estes
constituintes sao retirados do solo e sua composicdo depende das condigdes
ambientais sob as quais 0 vegetal cresce e da localizacdo do mineral na planta
(MONTE, 2009).

2.2.4.1 Extrativos

Os extrativos sdo compostos organicos da biomassa vegetal e podem ser
extraidos em solvente organico ou em agua (SANTOS, 2008). Dentre os extrativos
mais comuns encontram-se acidos graxos, ceras, terpenos, Oleos essenciais,
compostos aromaticos (aldeidos, acidos, alcodis, flavandides, quinonas, taninos) e
sacarose residual. Estes compostos existem na forma de monbémeros, dimeros e
polimeros podendo agir como inibidores nos processos de conversdo de biomassa
(WOLF, 2011).

2.2.4.2 Cinzas

As cinzas sdo componentes inorganicos que exercem importante papel no

metabolismo das plantas. S&o constituidos principalmente por potassio, calcio,
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manganés, sulfatos, carbonatos e silicatos (WOLF, 2011). O contetdo de cinzas no

bagaco de cana-de-agucar varia entre 1,5 e 5 % (MONTE, 2009).

2.3 ETANOL DE PRIMEIRA GERACAO

ApoOs a crise mundial do petréleo em 1973, o Programa Nacional do Alcool
(Prodlcool) foi criado pelo Decreto Lei n° 76.593, de 14 de novembro de 1975, para
fazer frente aos sucessivos aumentos do preco do petrdleo no mercado internacional
com o objetivo de garantir o suprimento de etanol no processo de substituicdo da
gasolina (MATOS, 2011).

Na primeira etapa os esfor¢os concentraram-se na producao de alcool etilico
anidro para ser acrescentado a gasolina e isso foi de 1975 a 1979. Os primeiros
carros movidos totalmente a alcool etilico hidratado s6 comecaram a circular em
1978, ap6s modificagdes técnicas nos motores (BARROS, 2007).

Este programa, apesar de suas falhas, injetou consideravel soma de capital
no setor, auxiliando o inicio do desenvolvimento tecnoldgico em todos 0s segmentos
econdbmicos relacionados com a producdo de alcool a partir da cana-de-acucar
(SOARES & ROSSELL, 2007).

Apés um periodo de estagnacdo de cerca de 15 anos — motivada,
essencialmente, pela queda dos precos do petroleo — a producdo mundial de etanol
voltou a crescer acentuadamente. Um dos fatores que explicam esse crescimento
foi, a partir de 2003, a introducdo dos veiculos com motor flexivel no Brasil
(ROSA & GARCIA, 2009).

Entre os anos de 2000 e 2009, a producdo mundial de etanol combustivel
cresceu de 16,9 bilhdes de litros para mais de 74 bilhdes de litros, com destaque
para Estados Unidos (53%) e Brasil (33%), seguidos pela Unido Europeia (5%),
China (3%), Tailandia (2%), Canada (1%) e india (1%) (FAO, 2010).

A experiéncia adquirida pelo Brasil no cultivo de cana-de-agucar e
processamento industrial elevou fortemente os indices de producéo pela ampliagdo
da produtividade e otimizacdo do uso da terra. Enquanto a area plantada cresceu
85% desde a safra 90/91, a producéo de etanol aumentou em 130% e a de aguUcar
em 350% (VILLEN, 2009).
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De acordo com o primeiro levantamento da safra brasileira de cana-de-acgucar
2015/2016 a producédo de etanol total para este periodo foi estimada em 29,2 bilhdes
de litros, deste total, 12,73 bilhdes de litros devera ser de etanol anidro e 16,47
bilhdes de litros de etanol hidratado (CONAB, 2015).

Segundo Bessa (2011) cada tonelada de cana-de-acicar moida ou
esmagada na unidade industrial se obtem em média 120 kg de acUcar e mais 14
litros de &lcool, 100 a 400 kg de torta de filtro, 800 a 1000 litros de vinhaca e 260 kg

de bagaco de cana-de-acucar.

2.4 ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

A producédo e o uso de etanol como combustivel veicular sdo praticados
regularmente no Brasil desde 1931. A cana-de-acUcar representa atualmente a
segunda mais importante fonte primaria e a principal forma de energia renovavel na
matriz energética brasileira (BNDES & CGEE, 2008).

A disponibilidade de bagaco de cana-de-agUcar estd atrelada a eficiéncia
energética da usina, o excedente de bagaco disponivel para hidrélise ou outros usos
esta entre 7% a 10% do bagaco total (280 kg.t™*, base umida, com 50% de umidade)
(CGEE, 2009).

De forma geral, a primeira etapa do processo consiste no pré-tratamento
mecanico da matéria-prima, que visa a limpeza e a “quebra” do material, a fim de
causar a destruicdo da sua estrutura celular e torna-la mais acessivel aos tratamen-
tos quimicos ou biolégicos posteriores. A segunda etapa consiste na remocao da
lignina e na hidrélise da hemicelulose. Para essa etapa, existem diversos tipos de
processos com diferentes rendimentos e efeitos distintos sobre a biomassa e
consequente impacto nas etapas subsequentes (BNDES & CGEE, 2008).

A biomassa lignocelulésica tem despertado interesse para a producédo de
etanol de segunda geracao (INTECH, 2013), feito a partir da hidrolise do bagaco de
cana-de-agucar, com possibilidade de dobrar a producéo de etanol. Com o avanco
das tecnologias de conversdo energética, o bagaco de cana-de-agucar antes
residuo e agora coproduto (SILVA et. al., 2010).

A engenharia metabdlica de Saccharomyces cerevisiae foi considerada como

uma solucdo adequada para fermentar a xilose, arabinose e outros acucares nao
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convencionais (INTECH, 2013). A fermentacdo dos carbonos da biomassa precisa
de uma levedura especial que sdo produzidas também pela Novozymes
(BNDES & CGEE, 2008).

Para chegar ao etanol celulésico a Novozymes cultiva fungos e bactérias para
a producdo de enzimas. A empresa Novozymes, com a CTC e a Petrobras
produzem enzimas para 0 processo biolégico da hidrolise da celulose
(AGRO DBO, 2013) com intuito de aumentar a eficiéncia das misturas enzimaticas
para producdo de etanol, assim como a reducdo de custos para a geracao de
energia e passar para o estagio do etanol de segunda geracdo (ABENGOA
BIOENERGIA, 2014).

2.5 TIPOS DE PRE-TRATAMENTO

Assim como os materiais lignoceluldsicos, o bagaco de cana necessita de
pré-tratamento visando melhorar sua digestibilidade e facilitar o acesso ao ataque
microbiano (KIM et al., 2010). O pré-tratamento do bagaco de cana pode ser
considerado a etapa mais crucial na producdo de bioetanol, por promover grande
impacto sobre todas as outras etapas do processo, influenciando na fermentacéo,
recuperacéao de produto etc. (MOUTTA, 2009).

Novas alternativas tecnoldgicas foram desenvolvidas ao longo dos ultimos
anos para reduzir o custo dos processos e aumentar a competitividade econémica.
Em particular, pré-tratamentos utilizando explosao a vapor (auto-hidrélise), solvélise,
liquefacdo, gaseificacdo, hidrogendlise, hidrogenacdo, com AFEX (Ammonia fiber
explosion); pré-tratamentos oxidativos; acido sulfarico diluido e hidréxido de célcio
tém emergido dentre as opcdes mais promissoras (BAUDEL et al., 2007;
ZHOU, 2011).

Os processos de pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos podem ser
térmicos, quimicos, fisicos, biolégicos ou uma combinacédo de todos esses, 0 que
dependera do grau de separacao requerido e do fim proposto (WANDERLEY, 2012).
Nos processos quimicos temos uma diversidade de &cidos utilizados para o pré-
tratamento de materiais lignoceluldsicos. Entre eles, o acido fosforico, o acido

sulfarico, o &cido nitrico, o acido cloridrico e o acido fluoridrico (SANTOS, 2010).
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Na explosdo a vapor, a biomassa triturada € submetida a pressurizacao e
temperatura elevada por tempos curtos de permanéncia. Em seguida, efetua-se uma
descompresséao instantdnea do sistema, com a finalidade de causar a ruptura nas
ligacbes do material (RIBEIRO, 2013), pois separa 0s principais componentes da
lignina através do rompimento da matriz lignocelulésica, deixando esses compostos
acessiveis a hidrolise e posteriormente o caldo sera processado para a fermentacéo.

Atualmente, outros métodos de pré-tratamento para materiais
lignoceluldsicos estdo sendo utilizados, como por exemplo, irradiacdo de
microondas; pré-tratamento com fungos basidiomicetos; explosdo a vapor catalisada
por &cidos; solubilizacdo com agua quente; entre outros. Importante também
salientar que cada pré-tratamento exerce o seu proprio efeito sobre as fracbes de
celulose, hemicelulose e lignina do material lignocelulésico (SANTOS, 2010).

Outra técnica emergente para combustiveis é integrar a hidrolise, a
liquefacdo ou pirélise com hidrogenacéo sobre catalisadores sdélidos multifuncionais
para converter biomassa lignocelulésica para quimica fina de valor agregado e
bio-hidrocarbonetos (ZHOU, 2011).

O tratamento com didéxido de carbono supercritico representa uma
alternativa interessante, porque ele pode ser operado a temperaturas mais baixas
em relagcdo aos tratamentos térmicos (SANTOS et. al., 2011). O processo de
extracdo com fluido supercritico (SFE) € um processo industrial alternativo para a
obtencdo de 6leos essenciais e outros compostos a partir de matérias-primas
vegetais (MARTINEZ & MARTINEZ, 2008).

Os fluidos supercriticos sao substancias que estejam a temperatura critica,
onde o gas pode ser convertido em liquido (condensacao) pelo aumento da pressao
e pressédo critica onde o liquido pode ser convertido em gas (vaporizacdo) pelo
aumento da temperatura (ALMEIDA, 2014).

O fluido supercritico tem como principal caracteristica a densidade que pode
ser facilmente mudada por variacdes de pressdao e temperatura, sendo possivel
aperfeicoar a seletividade da extracao (ALMEIDA, 2014). Para compreender melhor
os efeitos do processo e os fendmenos que ocorre na extracao de fluido supercritico
(SFE), devem ser vistos em estudos de equilibrio de fases termodinamico
(BRUNNER, 2014).
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2.6 ENZIMAS

Enzimas sao proteinas, polimeros de cadeia longa com aminoacidos
sucessivamente ligados uns aos outros atraves de ligacfes peptidicas em uma
sequéncia determinada geneticamente, que apresentam atividade catalitica. As
enzimas séo catalisadores das reac¢des bioquimicas, isto é, atuam tornando possivel
uma nova reacao com energia de ativagao menor (NC-ITUBMB, 2015).

A eficiéncia das enzimas como catalisadores € medida pelo nimero de
transformacdes moleculares, que € explicada pelo namero de moléculas de
substrato que uma enzima converte por unidade de tempo. As enzimas podem ser
classificadas de acordo com vérios critérios. O mais importante foi estabelecido pela
Unido Internacional de Bioquimica Biologia Molecular (NC-IUBMB, 2015) em seis

classes:
e Classe 1 - Oxido-redutases, nome genérico paraenzimas que
catalisam reacfes em que uma molécula é oxidada enquanto a outra € reduzida

(desidrogenases, redutases, oxidases e peroxidases).

AH,+B =<—= A +BH,

e Classe 2 - Transferases, enzimas que catalisam reacdes de
transferéncia de grupamentos funcionais como grupos amina, fosfato, acil, carboxil,

etc (quinases, transcarboxilases e aminotransferases).
A-X+B =—= A+B-X
e Classe 3 - Hidrolases, enzimas que catalisam reacdes de hidrdlise de
ligacdo covalente (amilase, urease, pepsina, tripsina, quimotripsina e varias

peptidases e esterases).

A-B+H,0 —=—= A-H +B-OH
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e Classe 4 - Liases, enzimas que catalisam a quebra de ligacdes
covalentes e a remocdo de moléculas de &gua, ambnia e gas carbdnico

(dehidratases, descarboxilases e fumarases).

A-B+X-Y === A-B

e Classe 5 - Isomerases, enzimas que catalisam reacdes de

interconversao entre isdbmeros Opticos ou geomeétricos (epimerases).

e Classe 6 - Ligases, enzimas que catalisam reacdes de formacéo e
novas moléculas a partir da ligacdo entre duas ja existentes, sempre a custa de

energia (ATP) (sintetases).

A+B =— AB

Celulases sao enzimas responsaveis pela degradacéo da celulose, principal
composto presente nas células vegetais. No caso das celulases, trés enzimas fazem
parte desse grupo, elas recebem os nomes de endoglucanases, exoglucanases e
B-glicosidases (PHILIPPINI, 2012). As celulases sdo um complexo enzimatico, cujas
enzimas atuam sinergicamente (WOOD, 1979).

As endoglucanases agem na regido interna da fibra de celulose e liberam
compostos menores formados por poucas unidades de glicose, os chamados
oligossacarideos (agucares pequenos). As exoglucanases agem nas extremidades
das fibras de celulose e liberam unidades de glicose (livres) ou celobiose, que
permite a hidrolise da celulose na regido cristalina, formados por duas unidades de
glicose (WOOLEY et. al., 1999).

As B-glucosidase quebram a ligacdo quimica existente entre as duas

unidades de glicose que formam a celobiose permitindo a hidrolise da celodextrina
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soluvel, liberando unidades de glicose (livres) (DROGUETT, 2012). A glicose € um
precursor verséatil, capaz de suprir uma gama de intermediarios metabdlicos que sédo
0S materiais primarios para as reac¢6es biossintéticas (NELSON & COX, 2002).

As endoglucanases (E.C. 3.2.1.4) clivam as cadeias de celulose em
posicOes aleatérias dentro das proprias cadeias, atuando majoritariamente em
por¢cdes amorfas; exoglucanases ou celobiohidrolases (E.C. 3.2.1.91), degradam
eficazmente as regifes cristalinas da celulose mediante a clivagem de dimeros de
celobiose nas extremidades (redutora ou nao-redutora) das cadeias celuldsicas de
forma continua (LEE & MOON., 2003).

A celobiose € posteriormente convertida a glicose pela R-glicosidase
(E.C. 3.2.1.21) minimizando a ac¢&o inibitéria que a presenca de celobiose exerce
sobre as atividades endo e exo (HENRISSAT, 1994; LYND et al., 2002). A Figura 4

ilustra a acao catalitica das celulases sobre a celulose.

Figura 4 - Representacao esquematica da acao catalitica do complexo enzimatico

(celulase) sobre celulose para a obtencéo de glicose.

Celobiohidrolase (CBH) Endoglucanase (EGB)

- 0E5H008 Boooo

Celobiases Celotrioses e Oligbmeros

Y

Beta-Glucosidase
CELOBIOSE » GLICOSE O ----- O e O O

Fonte. HENRISSAT, 1994.

Segundo Castro & Pereira Jr. (2010), enzimas celuloliticas podem ser
influenciadas por outras moléculas, especialmente metais, seja sofrendo efeitos
inibitérios ou indutores das celulases. Dentre os ions que inibem mais fre-
quentemente as celulases sdo Hg*?, Cu*?, Ag* e Zn**, chegando a provocar até a
perda total da atividade catalitica em concentragcfes baixas (2 mM). A maioria das
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enzimas necessita de moléculas, essenciais a sua atividade que sdo denominadas
coenzimas e cofatores (MOTTA, 2011).

2.7 SACARIFICACAO E HIDROLISE ENZIMATICA

2.7.1 Sacarificagéo

A sacarificacdo € a fase em que as moléculas de celulose sdo quebradas em
unidades béasicas de glicose através dos processos de hidrolise acida ou hidrélise
enzimatica. Os processos com acidos apresentam bons rendimentos em baixas
temperaturas, mas apresenta desvantagens devido a corrosdo do equipamento e da
utilizacao de energia na recuperacéo de acidos (DROGUETT, 2012).

No processo de sacarificacdo, 0s polissacarideos sdo quebrados em
moléculas de monossacarideos, mediante a adicdo de agua (CORAL, 2009). As
fibras se achatam, desfibrilam e se rompem, aumentando 0s seus pontos de contato

e as areas superficiais, o0 que favorece a ligacdo por coesdo (ROSA, 2003).

2.7.2 Hidrélise Enzimatica

Para produzir etanol a partir da biomassa lignoceluldsica faz-se necessario
um processo de hidrdlise para transformar as cadeias de celulose e hemiceluloses,
em hexoses e pentoses, respectivamente (NETO, 2008).

Comparativamente a rota quimica, a rota enzimatica se apresenta como uma
alternativa mais adequada a producdo de etanol a partir do bagaco de cana, em
virtude da maior possibilidade em se obter elevados rendimentos glicosidicos
(SILVA & GOUVEIA, 2008), reduzindo subprodutos indesejaveis obtidos na reacéo,
consequentemente, diminuino os custos de separagao dos produtos (SEGEL, 1975).

A hidrolise enzimatica da celulose consiste em algumas etapas como a
adsorcdo da celulase para a superficie da celulose, a biodegradacdo da celulose
para acucares fermentaveis (CONVERSE et al., 1988). A hidrélise enzimatica da
celulose para obtencdo de monossacarideos onde se tem altos rendimentos

fermentaveis sem formacao de inibidores e a ndo degradacdo da glicose que é
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realizada a temperaturas brandas, em torno de 50 °C e pH de 4,8 para disponibilizar
a celulose ao ataque enzimatico; a fermentagéo e destilagéo.

Diversas caracteristicas da biomassa sdo consideradas importantes para
efetuar a hidrélise enzimética: quantidade de lignina, presenca de grupos acetil,
cristalinidade da celulose, grau de polimerizacdo, volume da area superficial/poros
da fibra de celulose, e tamanho de particula (SEWALT et al.,, 1997). Para as
caracteristicas das enzimas, temos desativa¢do, inibicdo, obstru¢do, acumulo e
processabilidade imperfeita as quais sdo frequentemente associadas com
desaceleracao da hidrdlise (ZHANG, 2004; XU, 2007).

A celulose é composta por partes cristalinas e amorfas. A parte amorfa, é
mais suscetivel a hidrolise enzimatica, devido a sua maior area superficial, do que a
forma ordenada ou cristalina. A celulose cristalina, por apresentar uma regiao
bastante organizada, possui grandes quantidades de ligacdes de hidrogénio, o que
dificulta o processo de hidrolise. Cada tipo de celulase ataca preferencialmente uma
regido especifica da celulose (O'DWYER et al., 2007).

Em estudos com celulose pura, as regides amorfas apresentaram
degradacédo por enzimas fungicas, de 5 a 10 vezes mais rapida do que as celuloses
altamente cristalinas. Isto sugere que as altas velocidades iniciais sdo devidas a
hidrélise preferencial das regides amorfas, mais facilmente degradadas, e essa
velocidade diminui assim que essas enzimas encontram regides cristalinas mais
recalcitrantes (O'DWYER et al., 2007).

Outro critério importante relacionado com a velocidade de hidrélise envolve a
capacidade de adsorcdo de celulases sobre a superficie da celulose. A velocidade
mostrou-se proporcional a quantidade de enzimas adsorvidas (MEDVE, 1984;
FAN & LEE 1980) até um valor critico de saturacdo, o qual depende do indice de
cristalinidade (HALL et al., 2010). A diferenca de reatividade entre a celulose
cristalina e amorfa pode ser relacionado a capacidade de adsorcdo de
endoglucanases em ambos os tipos de substrato (KLYOSOQOV, 1986).

O grau de cristalinidade da celulose influencia a adsor¢do a uma dada
concentracéo de proteina, sendo que a constante de adsorcdo maxima se mostrou
elevada em indices de baixa cristalinidade (LEE et al., 1982). O mesmo estudo

concluiu que a ligagdo eficaz foi o parametro limitante com relacdo a taxa de
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hidrolise no caso da celulose com baixo grau de cristalinidade, apesar de uma alta
constante de adsorcéo.

Hidrolise de celulose requer acdes de sinergismo de varias celulases em um
sistema de reacdo heterogénea, e esse fato determina que o mecanismo dessa
reacdo seja altamente complexo. Sinergismo, geralmente, € definido como o
aumento da atividade de uma mistura de enzimas comparada com a soma das

atividades das enzimas individuais (GAN et al., 2003; ZHANG & LYND, 2004).

2.8 FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacdo alcodlica € um processo bioldgico no qual, agicares como
a glicose, frutose e sacarose sdo convertidas em energia celular com producéo
de etanol e diéxido de carbono como residuos metabdlicos. Louis Pasteur (1857)
atribuiu a seres vivos (leveduras) como agentes causais da fermentacao alcodlica.
De acordo com Pasteur, 100 partes de sacarose proporcionam 105,4 partes de
acucar invertido, que, por sua vez, produzem 51,1 partes de etanol, 49,4 partes de
gas carbonico, 3,2 partes de glicerol, 0,7 parte de acido succinico e uma parte de
outras substancias (RACKER, 1974).

Em 1897, Eduard Buchner provou que a fermentacdo era promovida por
moléculas que continuavam funcionando mesmo quando removidas das celulas e
Frederick W. Kiihne denominou tais moléculas de enzimas (NELSON & COX, 2002).

A grande descoberta de Chaim Weizmann em 1910 foi que impulsionou o
campo das fermentacGes industriais, pois ele descobriu a bacteria Clostridium
acetobutyricum gque fermenta o amido em butanol e acetona, ricos em carboidratos e
de obtencdo facil e baixo custo, sdo fornecidos a uma cultura pura de um
microorganismo especifico, o qual fermenta a referida materia prima em um produto
de grande valor comercial (NELSON & COX, 2002).

Para ser eficaz a conversdo do substrato deve minimizar a formacao de
subprodutos durante a fermentacdo que depende de uma série de fatores como o
tipo de matéria-prima, a linhagem de levedura empregada e o processo de
fabricacdo de etanol (ROSSELL et al., 1988). A temperatura baixa utilizada no

processo de fermentacdo é extremamente importante, pois permite obter bom
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rendimento do produto formado e também minimiza a perda por evaporacédo (BACH,
2012).

O processo de fermentacdo do mosto ocorre em tanques denominados
dornas de fermentacéo pelo processo de Melle-Boinot, cuja caracteristica principal &
a recuperacao das leveduras do vinho mediante sua centrifugacdo, que envolve a
recuperacdo das leveduras e seu reuso no processo, apos tratamento e depois de
passar por outros processos a obtencao do &lcool hidratado (MATOS, 2011).

O processo fermentativo segue a reacao de Gay-Lussac:

C12H22011 + Hzo E— C6H1206 E— 2CH3CH20H + 2C02 + 23,5 kcal

Sacarose Agua Glicose Alcool Gas Carbbnico  Calor

O caldo da cana, é a principal matéria-prima utilizada em escala industrial
para a producao do etanol no Brasil, apresenta rendimento perto de 80 L de etanol
por tonelada de cana-de-acucar (ANDRIETTA et al., 2006). Para produzir um
quilograma de etanol sdo necessarios 30,1 kg de cana-de-acucar (LUO et al., 2008).

Para cada 100 g de glicose, séo produzidos (estequiometricamente), 51,11 g
de a&lcool ou 64 mL. Na pratica, para cada 100 g de glicose, sdo obtidos
aproximadamente 48,5 g de etanol (61 mL de etanol a 15 °C). Isto porque 5% do
aclcar sado reservados para o crescimento celular e para a formacdo dos
subprodutos da fermentacao, como glicerol, acido succinico, etc. (MENEZES, 1980).

O etanol representa o produto principal da fermentacédo alcoodlica e pode
alcangar concentracdes de 12 a 14% v/v em fermentagdo normal. O gas carbénico,
segundo produto da fermentacéo alcodlica, tem um rendimento de 0,4 a 0,5 gramas

de CO2 por grama de acucar degradado (consumido) (BARRE et al., 2004).

2.9 CINETICA ENZIMATICA

Em 1913 a teoria geral da acdo das enzimas foi expandida por Leonor
Michaelis e Maud Menten. Eles postularam que inicialmente a enzima se combina
reversivelmente com o substrato para formar o complexo enzima-substrato (ES), em

uma etapa relativamente rapida (Equacéao 1) e uma etapa mais lenta (Equacéo 2)
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que limita a velocidade da reacdo enzimatica, o complexo se quebra liberando a
enzima livre (E) e o produto da reacéo (P) (NELSON & COX, 2002):

k1
E+S<=ES (D
k_q
k1
ES2P+S (2)
k_;

Onde, ki, k1, ko e k, séo as constantes cinéticas das reacoes.

Os parametros cinéticos sdo usados para comparar as atividades das
enzimas através do aumento ou reducao da velocidade da reacdo (NELSON & COX,
2002). A velocidade de uma reacdo enzimatica € influenciada por diversos fatores,
tais como pH, temperatura, pressédo, concentracdo de substrato, concentracao de
produto, concentragéo de enzimas, entre outros (GAMBARATO, 2010).

E importante distinguir entre a equacéo de Michaelis-Menten e 0 mecanismo
cinético especifico em que se baseia. A medida que a concentracdo aumenta, a
atividade catalitica de uma concentracgdo fixa de uma enzima aumenta de uma forma
hiperbdlica, aproximando-se de uma velocidade maxima (Vmax) caracteristica, na
qual praticamente toda enzima esta na forma do complexo ES (NELSON & COX,
2002).

2.9.1 Equacao Michaelis-Menten

A concentrac@o de substrato que produz a metade da velocidade maxima &
a constante de Michaelis-Menten (K,), ou seja, a concentracdo do substrato em que
a metade dos sitios ativos da enzima esta preenchida por moléculas do substrato.
(CHANG, 2008).

A equacao de Michaelis-Menten (Equacao 3) relaciona a velocidade inicial
de uma reacdo enzimética com a concentracdo de substrato e a Vnax pela constante
Km é conhecida como a constante de Michaelis-Menten para a reagcdo. Em

condicbes de saturacdo, a velocidade Ilimite de uma reagdo catalisada
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enzimaticamente € descrita pela constante K¢y também chamada numero de
renovacgao (NELSON & COX, 2002).

O Kcat € 0 numero de moléculas de substrato que é convertido a produto por
unidade de tempo quando a enzima esta totalmente saturada com o substrato,

variando entre 1 e 10°s™, sob condicdes fisiolégicas (CHANG, 2008).

Ky + [S]

v

O valor de K, € muito variavel, para a maioria das enzimas, ela depende do
tipo de substrato e em condicbes ambientais, tais como pH, temperatura, forca
iGnica, e de outras condi¢bes da reagcdo. No entanto, ele situa-se geralmente entre
10" M e 107 M (VANNICE, 2005). A Figura 5 ilustra a velocidade inicial versus

concentracdo do substrato para uma enzima.

Figura 5 - Velocidade inicial vs concentracao do substrato para uma enzima.

Velocidade

Km [S]

Fonte. MARANGONI, 2003.

A constante de dissociacdo de equilibrio para o complexo ES (Ks) € uma
medida da afinidade de enzima para o substrato que corresponde ao substrato de

concentracdo de ¥ Vma. E importante lembrar que K, € igual Ks apenas quando a
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ruptura do complexo ES ocorre muito mais lentamente do que a ligacédo do substrato
para a enzima, ou seja, quando k .; » k, (MARANGONI, 2003).

A cinética foi introduzida para estudar as etapas de uma reagdo enzimatica e
0S parametros experimentais mais importantes fornecidos pela cinética de estado
estacionario que sdo 0 K¢at € 0 Keat /K (NELSON & COX, 2002). O conhecimento da
concentragdo de enzima permite uma boa medida de eficiéncia catalitica da relacéo
Kcat!Km € de VimaxKm (MARANGONI, 2003). O parametro de Kq./Km € a constante de
velocidade de segunda ordem para a reacdo de um substrato com uma enzima para
produzir o produto (FREY & HEGEMAN, 2007).

O limite sobre o valor de kco/Kn, € ditada por k;. Este € controlado unicamente
pela taxa de difusdo do substrato ao sitio ativo da enzima. Esta, por sua vez, esta
relacionada com a viscosidade do solvente. Isso limita o valor de k; de
108- 10° M s (MARANGONI, 2003).

No modelo de equilibrio de Michaelis-Menten, o passo de ligacdo ao substrato
€ assumido para ser rapido em relacdo a taxa de decomposicdo do complexo ES.
Portanto, a reacdo de ligacdo de substrato € considerada no equilibrio
(MARANGONI, 2003).

O principal pressuposto na aproximacdo do estado estacionario é de que a
concentracdo do complexo ES se mantém constante no tempo, isto é, d[ES]/dt = 0.
Assim, as equacgOes diferenciais (Equacdo 4 - 7) descrevem as mudancas na
concentracdo do complexo ES no tempo igual a zero (MARANGONI, 2003):

O K LEIIS) — [ES)Gkoy + k) = 0 ©
ds

—- = ki[ES] = k_[E][S] = 0 ®)
dE

=7 = [ESICUeoy + kz) =k [E][S] = 0 (6)
d

& lES] = ™)

dt
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Rearranjo da Equacdo 4, obtemos uma expressdo para a constante de
Michaelis (Kp):

_[ENS] _koy+ ks

K, = = 8
A constante de Michaelis K, corresponde a concentragdo do substrato:
Vmax
Para [S] = K,;:v = > 9
Vmax
Para [S] K Kp:v = S (10)
K
Para [S] > Kj: v = Vipax = kS (11)

Como afirmado anteriormente, o passo limitante da velocidade de uma reacéao
catalisada por enzima é a quebra do complexo ES. A velocidade de uma reacao

catalisada por enzima pode assim ser expressa como (MARANGONI, 2003):

v = kg [ES] (12)

2.9.2 Representacdo Grafica de Lineweaver-Burk

A equacdo de Michaelis-Menten pode ser transformada algebricamente em
equacdbes que sdo mais uteis no tratamento grafico dos dados cinéticos
experimentais. A linearizagdo da equagdo de Michaelis-Menten é uma
representacdo dos duplos reciplicos, também chamada representacdo de
Lineweaver—Burk (Equacgéo 13) (MARANGONI, 2003).

1_ N (13)
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A representacdo gréfica da reciproca da velocidade inicial (1/Vy) versus a
reciproca da concentracdo inicial (1/[S]), fornece uma linha reta com inclinacéo
Km/Vmax (coeficiente angular) em um grafico duplo reciproco de Lineweaver—Burk. O
ponto onde essa linha intercepta a ordenada € igual a 1/Vnax (coeficiente linear), o
ponto de interseccdo na abscissa é igual a -1/K, (Figura 6, pag.44).

O método gréafico permite calcular Vyax € Ky pela medida da inclinacdo e do
intercepto. O valor do ponto de intercepcdo entre a reta e 0 eixo X é uma
extrapolacdo de dados experimentais obtidos em laboratério (MARANGONI, 2003;
FREY & HEGEMAN, 2007; SCHMIDELL et. al., 2001).

Figura 6 - Representacao gréafica de Lineweaver-Burk.
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Fonte. NELSON & COX, 2002.

2.9.3 Efeito da Temperatura na Velocidade de Reagéo

Em reacdes catalisadas por enzimas, a molécula de enzima deve estar em
uma conformagéo especifica para reagir com a molécula de substrato. Quando a
enzima esta no estado inativo, a velocidade € aumentada pelo aumento da
temperatura até atingir uma temperatura 6tima na qual a enzima opera com a
maxima eficiéncia (CHANG, 2008).
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‘Em 1889, Arrhenius descobriu que a dependéncia com a temperatura de

muitas reacdes poderia ser explicada pela seguinte equacao” (CHANG, 2008):

—E

k=Aewr (14)

Onde, k é a constante de velocidade, A é o fator de frequéncia de colisdes entre as
moléculas de reagentes, E, é a energia de ativacéo (kJ.mol™), R é a constante dos
gases e T é a temperatura absoluta (SAURO, 2011).

Energia de ativacdo € a quantidade de energia minima necesséaria para
comecar a reacao quimica. O fator exp (-Eo/RT) representa a fracdo de colisdes
moleculares que tém energia igual ou maior que a energia de ativacdo. A variacao
predominante da temperatura é abrangida pelo termo exponencial. Tornando-se 0
logaritmo natural da Equacédo 15 (SAURO, 2011), obtemos:

_Ea
Ink = InA T (15)

2.9.4 Teoriado Estado de Transicao

A teoria do estado de transicdo ou teoria do complexo ativado foi
desenvolvida pelo quimico americano Henry Eyring com o proposito de proporcionar
maior discernimento dos detalhes de uma reacdo na escala molecular. Essa teoria
permite calcular a constante de velocidade (k) (CHANG, 2008).

A constante de velocidade pode ser relacionada as propriedades
termodinamicas de uma reagéo. Da termodinamica sabemos que (CHANG, 2008).

AG® = —RTInk (16)

Onde, AG’ é a energia de Gibbs molar-padrdo de ativacao.
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A variagdo de energia livre no estado padrdo molar de uma reagédo (AG") é
uma fungéo da constante de equilibrio (keq) € esta relacionada com alteragdes na
entalpia molar padrao de estado (AH’) e entropia (AS’), tal como descrito pela
Equacédo 17 de Gibbs-Helmholtz (MARANGONI, 2003).

AG® = AH® — TAS® (17)

A entalpia molar padrdo de estado (AH°), esta intimamente relacionada a
facilidade de quebra e formacéo de ligacdo na geracado do complexo ativado. Quanto
mais baixo o valor de AH’, mais rapida a velocidade (CHANG, 2008).

A equacédo de van't Hoff (Equacao 18) é utilizada para a determinacao do
AH’ de uma reacédo através da representacao grafica Ink contra 1/T. O declive da
linha resultante corresponde a -AH/R. Também é possivel determinar a AS" da
reacéo da intercepgdo-y, o que corresponde a AS’/R. E importante salientar que este
tratamento s6 se aplica nos casos em que as capacidades de calor dos reagentes e

produtos séo iguais e independentes da temperatura (MARANGONI, 2003).

d(Ink) _ AH®
dT ~ RT?

(18)

As enzimas ndo afetam a energia livre de Gibbs (AG’) ou a constante de
equilibrio (Keq) de uma reagéo. Elas simplesmente aceleram a velocidade com a qual
a reacao alcanca o equilibrio. Na Figura 7 ilustra as comparacdes dos perfis
energéticos das reacdes catalisadas e ndo catalisadas por enzimas para a reacao
(MOTTA, 2011):

A+B—-C+D
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Figura 7 - Diagrama de energia adaptado para reacdes catalisadas e néo
catalisadas por enzima.

Estado de Transicao

r

Reaq. (A + B)

Energia do Sistema

Progresso da Reacao

Fonte. MOTTA, 2011.

2.9.5 Ordem da Reacéao

“A ordem de uma reacéo é definida como sendo a soma dos expoentes dos
termos de concentracdo que aparecem ha equacao cinética de uma reagdo quimica”
gue serve para determinar a lei da velocidade que melhor se ajusta aos dados
experimentais (FOGLER, 2009).

A velocidade de uma reacao quimica depende da temperatura, da pressao e

da composicéo do sistema selecionado para o estudo-(FOGLER, 2009).

v = f (temperatura, pressdo, composi¢cao)

A constante especifica de velocidade de reagéo (k) é definida como sendo “a
variacdo da concentracédo de um reagente ou produto na unidade de tempo, em uma
reagdo na qual todos os reagentes se encontram em concentragdo unitaria”
(FOGLER, 2009).
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A lei de velocidade para uma reacdo de ordem zero (CHANG, 2008) do tipo:

A — produto

€ dada por

: _dlAl e
velocidade = Tk k[H]” =k (19)

A quantidade k(Ms™') é a constante de velocidade de ordem zero.

Rearranjando a equagéao (19), temos:

d[A] = —kdt (20)

A integracdo entre t =0 e t = t com concentracdes [A]o e [A] fornece

[4] t

f d[A] = [A] - [A], = —f kdt = —kt 1)
[4]o 0

Ou

[A] = [A]o — Kkt (22)

Onde, [A] é a concentracdo de reagente A no tempo t e [A]o é a concentracdo
inicial de reagente A em t = 0. Para uma reacdo de ordem zero, um plote de [A{]

versus tempo produz uma linha reta com inclinacéo negativa —k (CHANG, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Enzimas

As enzimas utilizadas neste estudo corresponderam as preparagdes
comerciais (Cellulosic Ethanol Enzyme Kit): (E1) complexo celulasico (NS22086),
(E2) xilanase (NS22083); (E3) B-glucosidase (NS22118); (E4) complexo enzimatico
(NS22119); (E5) B-glucanase e xilanase (NS22002) e (E6) glucoamilase (NS22035),
cedidas pela Novozymes S/A (Bagsvaerd, Dinamarca) e fornecidas pela Novozymes
Latin America (Araucaria-PR, Brasil). As especificacdes técnicas sobre o produto
encontram-se nos Anexos | e Il.
3.1.2 Bagaco de Cana-de-Acucar.

As amostras do bagaco de cana-de-acucar, 10 kg in natura, foram coletadas
nas bancas de vendas de caldo de cana de profissionais auténomos (feirantes) das

feiras livres na area metropolitana de Belém-PA no més de Outubro de 2013.

3.2 METODOS

3.2.1 Pré-Tratamento do Bagaco de Cana-de-AcuUcar.

3.2.1.1 Lavagem

A preparacdo da amostra (bagaco de cana-de-aglcar) consistiu de lavagem

com agua corrente para a retirada do melaco e outras impurezas.
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3.2.1.2 Secagem natural

Antes da armazenagem, o bagaco foi seco a temperatura ambiente, durante
72 h para a remocao do excesso de umidade. Apds este periodo, o bagaco foi
transferido para sacos plasticos hermeticamente fechados e armazenado em freezer
horizontal (ELETROLUX, Cooler H-300) a -10 °C.

3.2.1.3 Secagem forcada

Apls a secagem a temperatura ambiente e armazenagem em freezer, o
bagaco foi submetido a secagem em estufa com circulagdo de ar (MARCONI-035) a
50 + 2 °C, durante 7 (sete) dias, com pesagens a cada 24 horas até atingir peso
constante e acondicionado em sacos plasticos. A Figura 8 ilustra o fluxograma do

pré-tratamento do BCA.

Figura 8 — Fluxograma simplificado do pré-tratamento do BCA.

BAGACO DE CANA-DE-AC;UCAR
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3.2.2 Caracterizacdo do Bagaco de Cana-de-Acucar.

3.2.2.1 Moagem

O BCA seco foi triturado em moinho de facas (WILLEY, WILLEY-BT 602) e
acondicionado em sacos plasticos para posterior utilizacdo no processo de polpacéo
alcalina.

3.2.2.2 Umidade

O teor de umidade foi determinado conforme o método da Association of
Official Analytical Chemists, método n°® 940.26 (1984) (Equacao 23).

My — M
% Umidade = meo (23)
AS

Onde, Mpy € a massa do cadinho contendo amostra Umida (g) € Mas € a

massa do cadinho contendo amostra seca (g) e M é a massa do cadinho (g).

3.2.2.3 Cinzas

As cinzas foram determinadas conforme o método da Association of Official
Analytical Chemists, método n°® 964.22 (2000) (Equacio 24).

c—M

%Cinzas = —“——x100 (24)

Au—M
Onde, Mc é a massa do cadinho contendo cinzas (g).
3.2.2.4 Lignina

Neste trabalho, adotou-se o método de Klason modificado (GOMIDE &

DEMUNER, 1986). O método se baseia na extracdo de polissacarideos com acidos
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fortes, permanecendo um residuo que, apods lavagem, € determinado
gravimetricamente como lignina total (GLASSER & KELLY, 1987; REYES et al.,
1997).

O BCA seco e moido (5 g) foi tratado com acido sulfarico (10 mL a 72%, v/v),
durante 1 h, sob agitacdo constante. Apds este periodo, a mistura foi diluida para
uma concentracdo de 3% (250 mL). A suspenséao resultante foi aquecida a 100 °C
sob refluxo durante 3 h. Posteriormente, foi filtrada em cadinho de Gooch
previamente tarado. O residuo foi lavado com agua quente 50 mL (5 lavagens),
depois foi seco em estufa a 105 °C até peso constante, a percentagem de lignina foi

determinada conforme a Equacéo 25. Os ensaios foram realizados em triplicata.

MRS

% Lignina = x100 (25)

BS

Onde, Mgrs é a massa de residuo seco (g), Mgs € a massa bagaco de cana-de-

acucar seco (g).

3.2.3 Polpagéo Alcalina

O processo de polpacdo foi realizado em um Erlenmeyer (3L), contendo
150 g do BCA seco e moido, seguido da adicdo de 2L de solucao de hidréxido de
sédio a 6% (m/v). Foram preparados quatro tipos de polpas do BCA, a primeira
(PACTA), foi realizada em temperatura ambiente, a segunda e a terceira foram
submetidas a aquecimento em estufa a 70 °C (PAC70) e 90 °C (PAC90), durante 24
(vinte e quatro horas), a quarta (PAC120) foi realizada em autoclave na temperatura
de 120 °C (explosao a vapor) e pressao de aproximadamente 1,2 - 1,6 atm, durante
1 hora.

Apés a reacdo, as misturas resultantes foram filtradas em funil de placa
sinterizada, os residuos lavados com agua corrente e neutralizados com acido
sulfarico 1:8 (v/v), posteriormente, submetidos a secagem em estufa a 105 °C até

peso constante. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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O rendimento foi calculado conforme a Equacéo (26).

Rend.= =242 x100 (26)

BS

Onde, Msap € a massa de seca apoés polpacao (g), Mss € a massa do bagaco

de cana-de-acucar seco (Q).
3.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise das amostras foram realizadas no Laboratério de Microscopia
Eletrénica de Varredura da Faculdade de Engenharia Quimica do Instituto de
Tecnologia da Universidade Federal do Pard, em um Microscépio Eletrénico de
Varredura de bancada (HITACHI, TM 3000), operando a 15 kV com sistema
acoplado para andlise quimica semi-quantitativa por EDS, com software para analise
line scan (analise quimica ao longo de uma linha dentro de uma regido selecionada),
operando sempre no modo elétrons retroespalhados (BSE - backsccatered

secondary electrons).
3.2.5 Determinagéo do Potencial Hidrogenidnico

O pH foi determinado por leitura direta em um titulador automatico Titroline
Plus (SCHOTT, D-85719, Germany), previamente calibrado com solucdes tampdes
de pH4,0e 7,0.

3.2.6 Determinacao da Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica total das preparacdes comerciais (Item 3.1.1) foi
determinada de acordo a International Union of Pure and Applied Chemistry (1996).
Segundo Ghose (1987), unidade de atividade enzimatica libera 1umol de agucar
redutor por 1 mL de caldo por minuto (Ul = pmol.mL™*.min™), sendo expressa em
unidades de papel filtro (FPU, Filter Paper Unit) ou atividade em papel filtro, por
mililitro (FPU.mL™).
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A quantidade absoluta de glicose utilizada para os calculos é 2,0 mg
(GHOSE, 1987):

2,0

2, licose = —————
Omg glicose = G801 6mmol

(27)

Esta quantidade de glicose foi produzida por 0,5 mL de enzima em 60
minutos, isto €, na reacdo de FPU (GHOSE, 1987):

2,0

2,0 li = - 28
Mg GHEOSE = 1018016 . 0,5 .60pmol. mL-1, min-1) (28)
2,0 mg glicose = 0,37 umol. mL™Y.min~t (UL. mL™1) (29)
0,37
FPU.mL™* = ’ L. mL™?
v.m Conc.de enzima referente a 2,0 mg glicose (Ul.mL™) (30)

1 Ul = pmol.mL™.min™ de substrato convertido

1 Ul = ymol.mL™.min™ de “glicose” (agtcar redutor como glicose) convertido

1 Ul = 0,18016 mg.min* (quando o produto é glicose)

2,0

FPU.mL™ = (31)

~0,18016 .V, .t.[Enzima diluida]

Onde, V¢ é o volume do caldo enzimatico utilizado na hidrélise (mL), t € o
tempo de hidrélise (min) e 0,18016 € igual a 1 umol de glicose (mg).

Em tubos de ensaio, contendo uma tira de papel Whatman n°® 1 (1,0 cm x 6,0
cm), pesando aproximadamente 50 mg, foram transferidos 0,5 mL do complexo
enzimatico e 1 mL de solucao tampé&o citrato de sodio 50 mM (pH 4,8).

Durante as reacdes, parte da concentracdo da glicose pode vir da propria
enzima e/ou do substrato, uma vez que o complexo enzimatico pode conter
acucares nutrientes. Por esta razdo, foi realizada a prova em branco substituindo-se
0 complexo enzimatico pela solugdo tampéo acetato de sodio (5 mL, pH 4,8). Os

ensaios foram realizados em triplicata.
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A incubacéo foi realizada em estufa microbiolégica (MEDICATE, MD-1.6) a 50
+ 2 °C durante 60 minutos. ApGs o tempo de incubacéo, foram adicionados 3 mL do
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), posteriormente, os tubos foram colocados em
banho maria até ebulicdo (T = 100 °C) durante 5 minutos, depois foram adicionados
20 mL de agua destilada, e seguida, os tubos foram levemente agitados para a

completa homogeneizacao da mistura.
3.2.7 Determinacdo da Concentracao dos Acucares Redutores Totais (ART)

As concentracdes de acucares redutores totais (ART) foram determinados
pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959), mediante
a construcdo da curva padrdo de glicose (Tabela 2) nas concentracdes de 0,1 a
1,0 g.L™. A concentracdo de glicose foi determinada em um espectrofotdmetro digital
(Thermo Scientific, Modelo Genesys 10S UV-Vis) a 540 nm. A atividade enzimatica
foi calculada conforme a Equacgao (27).

Fazer diluicdes da solucdo padrdo de glicose (1 g.L™") com &gua destilada em

tubos de ensaio, de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 - Preparacao das diluicbes da solugcéo padréo de glicose.

Veenizos [ML]  Viao [ML]  Ceemzzos [9.L7]
1 0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0

© 0 ~NO O WDN
O R, N WMHMOUIO N O

=
o

3.2.7.1 Solucédo tampéo de citrato de sédio 0,05 mol.L™ (pH = 4,8)

Pesar 10,5 g de acido citrico monohidratado (CgHsO7.H,O, PA, MercK) e
dissolver em 37,5 mL de agua destilada. Em seguida, adicionar 2,5 g hidroxido de
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sédio (NaOH, 99%, Sigma-Aldrich), ajustar o volume para 50 mL, em balédo
volumétrico (1 mol.L™, pH = 4,5). Para obter a concentracdo de 0,05 mol.L*
(pH = 4,8), a solucéo (50 mL) deve ser diluida para 1000 mL, em baldo volumétrico.

3.2.7.2 Solucéo de tartarato duplo de sédio e potassio

Pesar 15,1 g de tartarato duplo de soOdio e potassio tetrahidratado
(KNaC4H406.4H,0, PA, Vetec) e dissolver em 1 L de agua destilada. Armazenar a

solucéo em frasco ambar em temperatura ambiente até 30 dias.
3.2.7.3 Reagente DNS

Pesar 10,6 g de acido 3,5 dinitrossalicilico (C7H4N207, 99%, Sigma-Aldrich) e
19,8 g de hidréxido de sddio (NaOH, 99%, Sigma-Aldrich) e dissolver em 1416 mL
de 4gua destilada. Em seguida adicionar 7,6 mL de fenol (CgHsO, 99%, Sigma-
Aldrich), fundido a 50 °C) e 8,3 g de metabissulfito de sddio (Na,OsS,, PA, Vetec).
Agitar e armazenar a solucdo em frasco ambar em refrigerador, por no maximo 30

dias.
3.2.7.4 Soluc&o de hidréxido de s6dio 2 mol.L™

Pesar 40 g de hidroxido de sédio anidro (NaOH, 99%, Sigma-Aldrich) diluir em
agua destilada e ajustar o volume para 500 mL, em baldo volumétrico.

3.2.7.5 Solucdo padrédo de glicose 1 g.L™

Pesar em balanca analitica 0,1000 g de glicose (CgH1206, 99,8%, Synth) e
dissolver em aproximadamente 20 mL de agua destilada sob agitacdo constante,
transferir analiticamente para um baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume
com &agua destilada e homogeneizar vigorosamente. Esta solucdo deve ser

preparada e utilizada no dia da analise.
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3.2.8 Hidrélise Enzimatica do BCA

3.2.8.1 Ensaios preliminares de hidrolise do BCA

Estes ensaios objetivaram avaliar a melhor combinacdo de enzimas
comerciais (complexo celulasico, xilanase, p-glucosidase, complexo enziméatico, 3-
glucanase e xilanase e glucoamilase) no processo de hidrolise do BCA com massa
reduzida. Foram realizados vinte e quatro ensaios, divididos em seis condicdes
experimentais (C1, C2, C3, C4, C5 e C6). A concentracdo média inicial do BCA
correspondeu a 34,5 g.L™.

A carga enzimética (total) usada para cada ensaio foi de 10% em massa com
relacdo a massa do substrato (m/m). As combina¢des enziméaticas (misturas) usadas
para a avaliacdo da conversdao de celulose em glicose para os diferentes
tratamentos do BCA (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) sao ilustradas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Combinac¢6es enzimaticas usadas nos ensaios de hidrolise do BCA,

obtidos por tratamento com NaOH a 6% (m/v).

Combinacdo | Enzima | PACTA [g] | PAC70 [g] | PAC90 [g] | PAC120 [g]

1,032 1,014 1,020 1,070
C1 El: E3: E4

1,031 1,013 1,021 1,077

1,038 1,020 1,010 1,047
C2 El: E2: E3

1,040 1,022 1,009 1,048

1,038 1,015 1,014 1,049
C3 El: E3: E6

1,036 1,021 1,018 1,050

1,043 1,017 1,013 1,025
C4 El: E2: E4

1,045 1,016 1,013 1,025

1,027 1,042 1,010 1,050
C5 E2: E5: E6

1,030 1,042 1,011 1,047

1,024 1,012 1,012 1,047
C6 E4: E5: E6

1,029 1,012 1,014 1,044
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Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio de 100 mL, contendo o BCA
pré-tratado, 25 mL de &gua destilada e 5 mL de solu¢do tampao de citrato (pH =
4,8). A incubacdo foi realizada em estufa microbiol6gica (MEDICATE, MD-1.6) a 50 +
2 °C, foram realizadas coletas para os tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. A inativacéo
enzimatica foi realizada em agua fervente (T = 100 °C) durante 5 minutos.

Para separar o hidrolisado da polpa, a mistura foi filtrada em cadinho de placa
sinterizada (N° 1). As concentracdes de ART’s foram determinadas, conforme
descrito no item 3.2.7.

Em paralelo, foi realizada a prova em branco para cada ensaio, substituindo-
se 0 complexo enzimatico pela solugcao tampéao acetato de sddio (30 mL, pH 4,8). Os

ensaios foram realizados em duplicatas.
3.2.8.2 Ensaios de hidrolise enzimatica do BCA

Mediante a analise preliminar dos resultados de hidrolise do BCA com massa
reduzida (Item 3.2.8.1), novos ensaios foram realizados usando a combinacdo de
enzimas que apresentou a melhor conversao do material celulésico em glicose.

O BCA pré-tratado (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) foi submetido a
hidrélise enzimatica em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo, cerca de 10 g
BCA, 200 mL de agua, o pH foi ajustado com solucdo tampéo de citrato para 4,8. A
concentracdo média inicial do BCA foi de 50,17 g.L™* (PACTA), 50,42 g.L (PAC70),
50,25 g.L™! (PAC90) e de 50,28 g.L™! (PAC120). A carga enzimatica (total, condig&o
C2) usada para cada ensaio foi de 10% em massa com relagdo a massa do
substrato. Os ensaios foram realizados em duplicatas.

A incubacéo foi realizada em estufa microbiol6gica (MEDICATE, MD-1.6) a 50
+ 3 °C com agitacdo periédica com pH ajustado para 4,8. Apés o tempo de
incubagédo (5 dias) foi realizada a inativagdo enzimatica com o0 aumento da
temperatura para 90 °C por 1 h. As concentracdes de ART foram determinadas pelo
método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959), mediante a
construcdo da curva padrdo de glicose nas concentracdes de 0,1 a 1,0 g.L™t A
concentracdo de glicose foi determinada em um espectrofotbmetro digital
(BIOSPECTRO, Faixa de 340-1000 nm, Modelo SP-12) a 540 nm. Em paralelo, para
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cada ensaio, foi realizada a prova em branco substituindo-se o complexo enzimatico

pela solucdo tampédo acetato de sodio (200 mL, pH 4,8).

3.2.9 Fermentacao Alcoolica

Nesta etapa, somente os hidrolisados do BCA (PACTA, PAC70, PAC90 e
PAC120), obtidos no tempo de 120 horas (Item 3.2.8.2), foram submetidos ao
processo de fermentacéo alcoolica. Antes do inicio da fermentacéo, foi necessario
fazer a inativacdo enzimatica e a filtracdo dos hidrolisados, conforme descrito no
Item 3.2.8.2.

As fermentacdes alcéolicas foram realizadas em Erlenmeyers de 500 mL,
contendo, 200 mL do hidrolisado com o pH ajustado para 4 com acido sulfurico
1:1 (v/v), a inoculacdo do mosto foi feita com a adicdo de 2 g de fermento comercial
seco (Saccharomyces cerevisiae), correspondendo a uma concentracdo inicial da
levedura de 1% (m/v).

A mistura foi submetida a incubacdo em estufa microbiolégica (MEDICATE,
MD-1.6) a 30 = 2 °C, durante 24 horas. As concentracdes de glicose obtidos na
fermentacao alcdolica foram determinadas pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Miller (1959), mediante a construgcédo da curva padréo de glicose
nas concentracdes de 0,1 a 1,0 g.L™%.

A concentracédo de glicose foi determinada em um espectrofotdmetro digital
(BIOSPECTRO, Faixa de 340-1000 nm, Modelo SP-12) a 540 nm. O etanol
produzido foi obtido por destilacdo simples. As etapas para a obtencao do etanol sdo
mostradas na Figura 9 pag.60.
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Figura 9 - Fluxograma simplificado para a producéo do etanol do BCA.
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3.3 AJUSTES DOS PARAMETROS CINETICOS DAS REACOES DE
HIDROLISES ENZIMATICAS DO BCA

A modelagem cinética a partir dos dados experimentais da hidrélise
enzimatica do BCA, obtidos por diferentes tratamentos (PACTA, PAC70, PAC90 e

PAC120), foram ajustados aos modelos de Michaelis-Menten e representagdo de

Lineweaver-Burk. Os parametros cinéticos das reacdes enzimaticas foram ajustados
pelo aplicativo SOLVER na planilha eletrénica EXCEL 2013 (15.0.4727.1001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
4.1.1 Secagem Natural e Secagem Forcada

Para a remocé&o das impurezas contidas no BCA, foi realizada a lavagem com
agua corrente, o excesso de umidade foi retirado mediante a secagem natural,
durante 72 horas. A temperatura ambiente média foi de 30,5 °C, e a umidade relativa
do ar (média) foi de 53%.

A secagem do BCA foi realizada em estufa com circugdo de ar na
temperatura de 50 *+ 2 °C, a velocidade do ar foi mantida constante em 0,5 m.s™. O
processo de secagem teve como objetivo, minimizar a degradacdo de constituintes
quimicos, proliferagdo de microrganismos responsaveis pela fermentacdo e o
desenvolvimento de fungos na armazenagem. O comportamento da curva de

secagem do BCA em func¢éo do tempo € ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Curva de secagem do BCA.
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Os teores de umidade e o rendimento do BCA em base seca foram 88,06% e

11,94%, respectivamente. A retirada de agua do processo de hidrélise proporciona
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melhor acdo sinérgica das enzimas a celulose. Os dados (massas) da curva de

secagem encontram-se no Apéndice I.
4.2 TAMANHO MEDIO DAS FIBRAS DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O tamanho médio das particulas do BCA utilizado no processo de polpacéo,
variou entre 6 a 50 mm de comprimento e 0,3 mm de diametro de um filamento
anico e de 3 mm o diametro do aglomerado. Essas medidas foram realizadas

utilizando um paquimetro Mitutoyo (0 a 250 mm).
43  CARACTERIZACAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
4.3.1 Umidade

O teor de umidade do BCA (in natura), foi de 56,45%, este parametro esta
acima dos valores meédios citados na literatura (50%) (CANILHA et al., 2007;
RIBEIRO, 2013), isto sugere a presenca de substancias solluveis e nao volateis

(acucar residual do caldo de cana) nas fibras do bagaco de cana.
4.3.2 Cinzas e Ligninas

Os teores de cinzas e lignina total (solavel + insolavel) nas amostras do BCA
(in natura) e ap6s o tratamento alcalino (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120), sao

mostrados na Tabela 4. Os dados experimentais de cinza e lignina estdo no

Apéndice Il

Tabela 4 - Teores de cinzas e de lignina do BCA.

Amostra Cinzas (%) Lignina (%)
BCA (in natura) 5,20 £ 0,15 22,30 £ 0,320
PACTA 2,05+ 0,03 20,44 + 0,005
PAC70 0,62 +0,01 13,18 + 0,007
PAC90 0,48 £ 0,01 5,95 + 0,002

PAC120 0,18 +0,01 5,49 + 0,002
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Para o BCA (in natura, Twedgia = 28,5 °C), 0s resultados apresentam pequenas
variacbes quando comparados aos da literatura, cinzas (1,5-5%, MONTE, 2009) e
lignina (26,27%, CANILHA et al., 2007), que pode ocorrer em funcdo da variedade
da cana e da localizacdo geografica dos locais de cultivo.

Para as amostras do BCA obtidas por diferentes tratamentos (PACTA,
PAC70, PAC90 e PAC120), ficou evidenciado, que a temperatura influenciou na
solubilidade da lignina, que pode ser atribuida ao pré-tratamento com o hidréxido de
sodio proporcionando o aumento da area superficial interna da celulose e diminuindo
o0 grau de polimerizacdo. A maior remoc¢ao ocorreu nas temperaturas de 120 °C
(75,38%, PAC120) e 90°C (73,32%, PAC90), considerando o total de lignina na
amostra inicial (22,30%, BCA).

Uma hipétese para este comportamento se refere a ocorréncia de reacdes de
condensacdo que podem ocorrer na estrutura molecular da lignina, entre seus
grupos fendlicos e fragmentos fendlicos de outros compostos presentes no BCA, o
gque sugere um aumento na sua massa molecular, provocado pelo rearranjo
estrutural da lignina segundo alguns autores (FENGEL & WEGENER, 1989;
CHEN et al., 2008).

4.4  POLPACAO ALCALINA DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Na Figura 11 sdo ilustradas a caracteristicas fisica do BCA ap06s polpacao
alcalina. A Figura 11- A ilustra o BCA seco. Esse bagaco foi submetido a acdo da
solucdo de hidréxido de sodio a 6% (m/v) que apresentou uma cor amarela (Figura
11- B) e BCA neutralizado (Figura 11- C) com acido sulfarico 1:8 (v/v) apresentando
a caracteristicas fisica das fiboras do BCA mais clara, devido o processo de

neutralizacao.
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Figura 11- (A) BCA seco; (B) BCA polpado com NaOH e (C) BCA neutralizado.

Os rendimentos médios (Tabela 5) em base seca das polpas do BCA, obtidas
apos o processo de deslignificacdo esta diretamente relacionado com a temperatura,
conforme o aumento da temperatura se obteve um maior rendimento, devido a acao
do hidréxido de sddio que abre a estrutura do BCA para o ataque de celulose pela

celulase, sendo a melhor condi¢éo de tratamento obtida na PAC120.

Tabela 5 - Rendimento da Polpacao do BCA Seco.

Amostra BCA (%)
PACTA 30,64 + 1,80
PAC70 44,00 + 2,37
PAC90 65,91 £ 1,45
PAC120 94,35 + 2,06

Na Figura 12, séo ilustrados os BCA secos apds a polpacado alcalina nas
diferentes temperaturas (Ambiente, 70°C, 90°C e 120°C) e observa-se fisicamente
gue a estrutura do BCA seco sofreu modificacbes ap0s o pré-tratamento alcalino,
sendo que a temperatura foi o principal fator, ja que todas as amostras foram
submetidas a acdo da solucao de hidréxido se sédio a 6% (m/v).
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Figura 12 — Polpas do BCA apos Pré-tratamento Alcalino.

PAC70 PAC90 PAC120

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Nos detalhes apresentados (setas), é ilustrada a presenca de flocos de
medula, bem como uma estrutura compacta Figura 13-A, com fibras unidas pela
presenca de hemicelulose e lignina, e Figura 13-B, ilustra-se que o pré-tratamento
utilizado na amostra proporcionou em parte a deslignificacdo e com isso abrindo as
fibras da estrutura do PACTA e tornando-as mais acessiveis a agcdo enzimatica. Na
Figura 13, séo ilustradas as micrografias eletronicas de varredura do BCA seco in

natura e do PACTA com aumento de 100x.

Figura 13 — Micrografias das amostras: (A) BCA seco in natura e (B) PACTA.

1 mm 1 mm
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Nos detalhes apresentados (setas) na Figura 14-A sao ilustrados a presenca
de flocos de medula e fibras da estrutura da PACTA, Figura 14-B ilustra-se que o
efeito do pré-tratamento proporcionou a fragmentacédo da estrutura morfologica do
material lignoceluldsico, preservando uma grande parte do material, e proporcionou
também a abertura na estrutura morfolégica do bagaco, que ainda contém uma boa
parte do material unido. Na Figura 14, sé&o ilustradas as micrografias eletrdnicas de
varredura do PACTA (A) com aumento de 150 x e PAC70 (B) com aumento de 250x.

Figura 14 — Micrografias das amostras: (A) PACTA e a (B) PAC70.

Nos detalhes apresentados (setas), Figura 15-A pag. 67 € ilustrada a
presenca de uma estrutura compactada, fibras unidas pela presenca de
hemicelulose e lignina, devido a deslignificacdo alcalina proporcionando maior
fragmentacao da medula e a Figura 15-B pag. 67 é ilustrada a presenca de flocos de
medula. Na Figura 15 pag. 67 sao ilustradas as micrografias eletronicas de
varredura do PAC90 com ampliacdo de 300x (A) e 800x (B).
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Figura 15 - Micrografias (A) e (B) da amostra PAC90.

300 um 100 pm

Nos detalhes apresentados (setas), Figura 16-A é ilustrada a presenca de
fiboras da estrutura mais nitidas da PAC120, devido a deslignificacdo alcalina
proporcionando maior fragmentacdo da medula. Figura 16-B € ilustrada a presenca
de flocos de medula mais finas do que a Figura 14-A pag.66, que sao ilustrados
laminas de flocos de medula. Na Figura 16 sao ilustradas as micrografias eletrénicas

de varredura do PAC120 com ampliacdo de 180x (A) e em (B) ampliacdo de 1.8k.

Figura 16 — Micrografias (A) e (B) da amostra PAC120.

500 um
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Comparando as micrografias do BCA seco do pré-tratamento em diferentes
temperaturas (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120), evidencia uma maior abertura e
fragmentacdo dos tecidos vegetais quando comparado ao bagaco de cana-de-
aclcar in natura e observa-se que as fibras estdo mais nitidas devido a
fragmentacdo da medula, deixando a estrutura da celulose mais exposta ao ataque
enzimatico. A microscopia eletronica de varredura (MEV) permitiu verificar as
diferencas morfologicas entre a matriz no estado in natura e apés deslignificacao

alcalina das amostras em estudo.
4.6 ATIVIDADE ENZIMATICA

Com os dados obtidos da curva padrao de glicose foi possivel determinar a
concentracdo dos ART liberada pela enzima em cada um dos ensaios. A atividade
enzimética do complexo celulasico (E1) foi de 22,12 FPU.mL™, xilanase (E2) foi de
8,13 FPU.mL™, B-glucosidase (E3) foi de 14,84 FPU.mL™, complexo enzimatico (E4)
foi de 13,93 FPU.mL™, B-glucanase e Xilanase (E6) foi de 4,60 FPU.mL™ e
glucoamilase (E6) foi de 5,31 FPU.mL™,

Com os resultados da atividade enziméatica obtidos pelo método do papel de
filtro, foram definidas as cargas enzimaticas necessarias para adicionar a proporcéo
de cada enzima, formando as combinacdes enziméaticas (Tabela 6) utilizadas nos

ensaios de hidrélise do BCA.

Tabela 6 — Carga enzimética total usada na hidrélise do BCA.

Enzima Nome Combinacdo Enzimas M1[g] M2[g] ‘FPU.mL™

Complexo

El o C1 (E1:E3:E4) 0,35 1,05 70,92
Celulasico

E2 Xilanase C2 (E1:E2:E3) 0,35 1,05 62,83

E3 B-glucosidase C3 (E1:E3:E6) 0,35 1,05 58,9
Complexo

E4 o C4 (E1:E2:E4) 0,35 1,05 61,56
Enzimatico

B-glucanase-

E5 _ C5 (E2:E5:E6) 0,35 1,05 25,14
Xilanase

E6 Glucoamilase C6 (E4:E5:E6) 0,35 1,05 33,23

Nota: (M1 e M2) massas do complexo enzimético (individual).
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4.7  HIDROLISE ENZIMATICA DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Os testes preliminares foram realizados para se comparar 0s meétodos
analiticos a serem utilizados, eliminar possiveis causas de erros sistematicos e
definir um tempo ideal de andlise das respostas para as hidrdlises. De acordo com
0s resultados das concentracdes de glicose obtidas na hidrélise enzimética (massa
reduzida), observa-se uma variagdo significativa dos teores de ART’s, no final do
processo de hidrélise enzimatica.

A C2 (Tabela 7) foi que se obteve maior taxa de conversdo de celulose em
glicose. O aumento da temperatura no pré-tratamento da polpacéo alcalina no BCA
influenciou no processo de hidrélise enzimatica proporcionando uma melhor ruptura
das ligacfes de hidrogénio que une as fibrilas de celulose e melhor solubilizacdo da
hemicelulose favorecendo maior taxa de conversdo de celulose em glicose para
PAC120. O pH inicial foi de 4,8 e no final do processo variou entre 4,8 - 4,9
permanecendo dentro da faixa de trabalho (Tabela 7). No Apendice Ill estdo as
massas obtidas de celulose e glicose do processo de hidrélise enzimatica do BCA.

Tabela 7 — Hidrdlise Enzimética (Massa Reduzida) do BCA.

Combinacdo Enziméatica
C1 C2 C3 C4 C5 C6
Glicose [g.L"] 0,25 0,32 0,17 0,17 0,17 0,27

Amostra

PACTA Rend. [%)] 2415 30,71 16,73 16,42 16,56 26,63
pH Final 490 492 494 492 492 486
Glicose [g.LY] 015 023 015 017 012 0,12
PAC70 Rend. [%] 14,6 2241 14,78 16,227 11,35 11,73
pH Final 493 490 492 491 493 4,89
Glicose[g.L] 027 038 027 032 025 0,18
PAC90 Rend. [%] 26,83 37,58 26,34 31,91 24,71 17,48
pH Final 492 488 489 4,87 4,9 4,89
Glicose [g.L?] 029 048 031 035 033 0,8
PAC120 Rend. [%] 26,77 4541 2952 3428 31,88 17,5

pH Final 4,90 4,92 4,94 4,92 4,92 4,86
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De acordo com os resultados das concentracbes de glicose obtidas na
hidrélise enzimatica (Massa = 10 @), observa-se uma variacao significativa dos
teores de ART’s, no final do processo de hidrélise enzimatica. Os teores médios de
ART’s para as amostras PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120 conforme ilustrado na
Tabela 8. Estes resultados sdo compativeis com as massas médias residuais de 7,6
g (PACTA), 5,4 g (PAC70), 4,8 (PAC90) e 0,9 g (PAC120), obtidas por filtracdo e
submetidas & secagem em estufa a 105 °C, durante 24 horas. A melhor taxa de
conversao de celulose em glicose foi obtida em 120 h de reacéo, correspondente a
relacdo C2.

A massa tedrica calculada de glicose foi de 9,44 g.mol™. Os célculos referem-
se a 10 g da amostra usadas na hidrdlise. O tempo de 120 h horas foi escolhido para
realizar a modelagem da cinética enziméatica das hidrélises, sendo coletadas a cada
24 h. As curvas de calibracdo para a determinacdes das concentracdes de glicose

obtidas na hidrolise enzimética encontram-se no Apendice V e VI.

Tabela 8 — Hidrolise Enzimética (Massa = 10 g) do BCA.

Tempo [h]
24 48 72 96 120
Glicose[g.L™] 0,816 1,219 1,393 1,804 2,386
PACTA Rend. [%] 8,15 12,15 13,84 17,98 23,82
U.mL™ - 246296 1839,11 1400,41 1360,17 1439,75
Glicose[g.L™] 1,178 2,842 3,393 3,882 4,572
PAC70 Rend. [%)] 11,72 28,22 33,45 38,4 45,6
U.mL™ - 355296 4286,11 3411,93 2927,59 2758,29
Glicose[g.L™] 1,657 2,517 3,595 4,728 5,186
PAC90 Rend. [%)] 16,52 25,1 35,76 47,09 51,48
U.mL™ - 4998,96 3797,15 3614,84 3565,43 3128,8

Amostra

o OO

o O

o O

Glicose[g.L] 0 1,581 3,348 5919 8318 9,089
PAC120 Rend. [%] o 1581 333 5881 82,69 90,23
u.mL? - 4770,41 5049,77 5951,59 6273,4 5483,72

As curvas de calibracdo para a determinagfes das concentracfes de glicose
obtidas na hidrolise enzimética encontram-se no Apendice V e VI.
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4.8 FERMENTACAO ALCOOLICA

Na Figura 17 sao ilustrados os licores das amostras (PACTA, PAC70, PAC90
e PAC120) obtidos da fermentacdo alcoolica apds 24 h de incubacdo. O mosto

fermentado foi destilado para obtenc&o do etanol.

Figura 17 - Licores do hidrolisado apés fermentacéo alcoéolica.

Analisando a Tabela 9 as amostras obtiveram um aumento de rendimento

conforme foi o aumento do periodo de incubacdo e a amostra que obteve um

resultado mais expressivo foi a PAC120.

Tabela 9 — Rendimento do Etanol.

Rend.vedio [%0]

Amostra  EtOHy [mL] EtOHw [g] -

Glicose Etanol
PACTA 2,05 1,62 23,82 16,17
PAC70 2,55 2,02 45,60 20,09
PAC90 4,25 3,36 51,48 33,33
PAC120 4,40 3,48 90,23 34,51
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4.9 CINETICA DAS REACOES ENZIMATICAS DO BCA.

4.9.1 Equacédo de Michaelis-Menten

Analisando o0s parametros obtidos nos ajustes cinéticos da hidrélise
enzimatica do BCA (Tabela 10) as velocidades foram influenciadas pelo aumento da
temperatura no pré-tratamento do BCA. A Vnax Obtida na PAC120 € mais rapida
aproximadamente 8, 6 e 5 vezes em relacdo a PACTA, PAC70 e PAC90
respectivamente, o pré-tratamento proporcionou uma abertura na estrutura
morfologica do bagaco como podemos observar nas micrografias eletrénicas de
varredura do BCA e diminuindo o teor de lignina. Com isso, facilitou o ataque
enzimatico no substrato apresentando maior eficiéncia catalitica da enzima para a
PAC120.

Tabela 10 - Parametros da Cinética Enziméatica da Hidrélise do BCA.

Parametros PACTA PAC70 PAC90 PAC120

Calc. 7,20 5,12 4,54 0,87
Vinax (9/h)

Exp. 7,19 5,12 4,54 0,87

Calc. 3,60 2,56 2,27 0,43
Km (9)

Exp. 3,60 2,56 2,27 0,43

Calc. 1,44 1,02 0,91 0,17
Keat (h)

Exp. 1,44 1,02 0,91 0,17

Calc. 0,50 0,50 0,50 0,50
Km/Vmax (g/h)

Exp. 0,50 0,50 0,50 0,50

Calc. 0,40 0,40 0,40 0,40
Kcat /Km (h/g)

Exp. 0,40 0,40 0,40 0,40
2 Calc. 1,00 1,00 1,00 1,00

Exp. 0,96 0,98 0,91 0,99

Os valores obtidos de K, (Tabela 10) é metade da velocidade maxima para
PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120. Entédo, segundo a literatura as concentragcbes
dos substratos em estudo sdo iguais a constante de Michaelis-Menten das

respectivas amostras. Conforme foi aumentando a temperatura do prée-tratamento
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das amostras (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) em estudo foi diminuindo a
constante de Michaelis-Menten. Logo, quanto menor o K, a mistura de enzima
apresentou maior afinidade ao substrato e a eficiéncia catalitica da enzima ao sitio
ativo.

O valor obtido de K¢y (Tabela 10 pag.72) é aproximadamente 2,5 vezes
menor que a constante de Michaelis-Menten (K,,) para PACTA, PAC70, PAC90 e
PAC120. O K¢ serve para descrever a velocidade limitante de qualquer reacéo
catalisada por uma enzima em condi¢fes de saturacao, pois Kca: esté relacionado ao
namero de moléculas do substrato convertidas em produto por uma Unica molécula
de enzima em uma dada unidade de tempo por cada sitio ativo.

Os valores obtidos (Tabela 10 pag. 72) da inclinacdo (Kn/Vmax) para PACTA,
PAC70, PAC90 e PAC120 nao foi influenciada pelas condicfes de trabalho, pois
apresentaram a mesma eficiéncia catalitica da enzima.

Neste trabalho os valores K¢a: /Ky (Tabela 10 pag. 72) para PACTA, PAC70,
PAC90 e PAC120 foram os mesmos, pois a velocidade imp6s um limite para com
gue a enzima e o substrato se difundissem em uma solucdo aquosa, influenciando
na eficiéncia catalitica da enzima para formacao do produto.

Considerando o coeficiente de correlacdo (R?) obtidos (Tabela 10 pag.72) nos
ajustes do modelo cinético dos resultados experimentais foi possivel constatar que o
modelo proposto (Michaelis-Menten) foi adequado para representar a cinética de
hidrolise enzimatica das amostras empregada neste trabalho.

A cinética enzimética da equacdo de Michaelis-Menten (Figura 18 pag.74)
para PACTA a velocidade da reacédo foi aumentando conforme as enzimas foram
promovendo a hidrélise interna da cadeia de celulose e aumentando a eficiéncia
catalitica, a reacdo cinética para a PACTA, PAC70 e PAC90 precisariam de mais
tempo de reacdo para chegar ao valor obtido da Vmax que foram de 7,20 h; 5,12 h e
4,54 h respectivamente. O tempo de 120 h de reacdo da cinética enzimatica da
equacao de Michaelis-Menten para PAC120 (Figura 18 pag. 74) e a temperatura
empregada no pré- tratamento tiveram efeito significativo para obter a Vyax que foi
de 0,87 h.

Na Figura 18 pag.74 descrevem o comportamento cinético das amostras
(PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) da equacdo de Michaelis-Menten que é

empregado na maioria das enzimas que exibem uma dependéncia hiperbdlica de Vy
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em relacdo a concentracdo do substrato em excesso, com uma das assintotas em
Vmax-

A Figura 18 ilustra o plote da curva hiperbdlica da concentracdo de glicose
(g.L™") produzida vs a velocidade (g.h™) para PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120.

Figura 18 - Concentracdo de glicose vs a velocidade.
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As combinacdes enzimaticas em estudo obedeceram a equacdo de
Michaelis-Menten permitindo estimar os parametros cinéticos Km, Vimax, Keat € Keat/Km.
Por meio destas reacdes catalisadas enzimaticamente foi determinada a Vyax € a
concentracdo de substrato em que a Vo é a metade da Vmax. ESta € a constante de

Michaeles-Menten (Ky,).
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4.9.2 Representacdo de Lineweaver-Burk

A representacdo de Lineweaver-Burk da PACTA obdeceu a linearizagédo da
equacdo de Michaelis-Menten permitindo estimar a inclinacdo da reta
(Kin/Vmax = 0,5), o valor do ponto de intercepcao no eixo y (1/Vmax = 0,1391) que pode
ser observado na equacgdo da reta (Figura 19) e a extrapolagcdo de dados
experimentais (-1/Kn = - 0,2781).

Figura 19 - Representacédo de Lineweaver-Burk PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120.
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A representacdo de Lineweaver-Burk da PAC70 obdeceu a linearizagédo da
equacdo de Michaelis-Menten permitindo estimar a inclinacdo da reta
(Km/Vmax = 0,5), 0 valor do ponto de intercep¢éo no eixo y (1/Vmax =0,1955) que pode
ser observado na equacdo da reta (Figuras 19) e a extrapolagcdo de dados
experimentais (-1/Ky, = - 0,3909).

A representagdo de Lineweaver-Burk da PAC90 obdeceu a linearizagédo da

equacgao de Michaelis-Menten permitindo estimar a inclinagéo da reta (Kn/Vmax= 0,5),
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o valor do ponto de intercepgéo no eixo y (1/Vmax = 0,2204) que pode ser observado
na equacdo da reta (Figuras 19 pag.75) e a extrapolacdo de dados experimentais
(-1/Kyn = - 0,4409).

A representacdo de Lineweaver-Burk da PAC120 obdeceu a linearizacdo da
equacdo de Michaelis-Menten permitindo estimar a inclinacdo da reta
(Km/Vmax = 0,5), o valor do ponto de intercepcao no eixo y (1/Vmax = 1,1521) que pode
ser observado na equacdo da reta (Figuras 19 pag.75) e a extrapolacdo de dados
experimentais (-1/Ky, = - 2,3043).

A partir dos resultados de hidrolise enziméatica do BCA, as combinacdes
enzimaticas em estudo obedeceram a linearizacdo da equacdo de Michaelis-Menten
também chamada representacdo de Lineweaver—Burk permitindo estimar os
parametros cinéticos: Kn/Vmax, 1/Vmax, -1/Km. Observa-se que a extrapolacéo (-1/Ky,)
corresponde o dobro de 1/Vax para PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120.

Esses parametros obtidos pode permitir uma determinagdo mais precisa da
Vmax, para a diferenciacdo de diferentes mecanismos de reag¢des enzimaticas e na

analise de inibidores de enzimas.
4.9.3 Ordem da Reacao

A ordem de reacdo das cinéticas enziméticas da hidrolise do BCA
(Figura 20 péag. 77) foi determinada segundo a literatura estimando a inclinacdo da
reta a curva do gréfico concentracdo substrato [S{] em instante t vs 0 tempo que
serve para determinar a lei da velocidade que melhor se ajusta aos dados
experimentais. A ordem que melhor se ajustou aos dados experimentais foi de
ordem zero, pois a inclinagcdo da reta obteve-se k negativo, conforme descrito na
literatura.

O coeficiente angular da reta (k) pode ser observado nas equacdes das retas
para:

L4 PACTA -y =-0,0175x + 9,4975, R2 = 0,9645;

L 4 PAC70 -y =-0,0362x + 9,2193, R2 = 0,9802;

L 4 PAC90 -y =-0,0376x + 9,7839, R2 = 0,9107;

L 4 PAC120 (y = - 0,0702x + 9,0827, R2 = 0,9907).
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Figura 20 - Ordem de Reacé&o das cinéticas enzimaticas da hidrélise do BCA.
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Segundo a literatura (MARAGONI, 2003) podemos concluir que a

concentracdo inicial de substrato [Sp] € muito maior que a constante de Michaelis

(Km) quando temos a ordem zero (n = 0) e a taxa de reacao é independente da

concentracdo do reagente. Com base no coeficiente de correlacdo (R2) a melhor foi

para a PAC120.

4.9.4 Propriedades Termodinamicas

Os valores obtidos da entalpia (AH) da reacdo das amostras (Tabela 11
pag.78) em estudo (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) no tempo de 6 h foram

maiores e com o passar do tempo (120 h) a AH foi diminuindo facilitando a quebra e
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formacéo de ligacdo na geracédo do complexo ativado e a diminuigdo do valor de AH

proporciona uma velocidade mais rapida.

Tabela 11 - Propriedades Termodinamicas.

Parametros Tempo (h) PACTA PACT70 PAC90 PAC120
AH 6 27855,64 27064,67 27843,84  28375,46
120 22238,92 21553,06 18986,31  20927,03
AS 6 -123,07  -117,60  -11638,95  -109,27
120 -78,47 -68,09 211,27 -45,71
AG 6 -11913,98 -10936,94  -122,18 -109,27
120 -3117,30  -449,23 -58,10 -45,71
Ea 6 30542,47 29751,50 30530,67  31062,29
120 2492575 24239,89 21673,14  23613,86
e 6 0,0119 0,0171 0,0131 0,0757
120 0,3134 0,8460 1,0818 9,8812
K 6 3,65E-05 5,24E-05  4,04E-05  2,26E-04
120 2,95E-04 4,07E-04  1,09E-03  3,61E-03

Nota: Ea, AH, AG, AS em [kJ.mol™], k em [mol.L™".h™]

Os valores obtidos da entropia (AS) da reacao (Tabela 11) das amostras em
estudo (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) obtiveram um aumento da entropia
proporcionando uma melhor eficiéncia catalitica das enzimas e o sistema apresentou
uma mudanca na entropia permitindo prever que 0 processo € espontaneo.

A variacao de energia livre de Gibbs (AG) (Tabela 11) para as amostras em
estudo (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) com o passar do tempo foram
diminuindo. Com base na literatura (MARANGONI, 2003; NELSON & COX, 2002)
pode-se dizer que AG é uma fungéo da constante de equilibrio (Keg), quando a Kegq
aumenta a AG diminue, influenciando as mudangas na AH e AS, tal como descrito
pela equacado de Gibbs-Helmholtz.

Os valores obtidos da constante (k) de velocidade da reacdo das amostras
(Tabela 11) em estudo (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) no tempo de 6 h foram
menores e com o passar do tempo (120 h) k foi aumentando, logo a temperatura do
sistema diminuiu. Observa-se que quanto maior a k menor a Ea, no entanto as

combinac¢des enzimaticas seguem a equacéao de Arrhenius segundo a literatura.
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Os valores obtidos da constante de equilibrio (Keq) das amostras (Tabela 11
pag. 78) em estudo (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) no tempo de 6 h foram
menores e com o passar do tempo (120 h) Keq foi aumentando quanto menor a Kegq
maior é a AG.

A energia de ativacdo (E,) necessaria para que a reacdo das amostras em
estudo (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) ocorrerem no tempo de 6 h (Tabela 11
pag. 78) e com o passar do tempo a E, foi diminuindo devido o fator exp (-Ea/RT)
gue representa as colisdes entre as moléculas para formar o produto favorecendo na
eficiencia catalitica das enzimas em estudo. A Figura 21 ilustra o comportamento da
taxa constate de Reacado (k) vs a Energia de Ativacédo (Ea). A Figura 21 llustra as

equacdes do gréafico obtidas pela linha de tendéncia em vermelho.

Figura 21 - Taxa Constante de Reacéo (k) vs Energia de Ativacéo (Ea).
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As amostras em estudo (PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120) apresentaram
mudancas de energia livre que ocorreram durante a reacdo enzimatica. As
combinacdes enziméticas em estudo apresentaram energia suficiente para superar a
barreira de energia do estado de transicdo e proporcionaram a diminuicdo da
energia de ativacdo da reacdo orientando as moléculas em uma posicdo mais
favoravel para acelerar uma reagdo em dire¢do ao seu ponto de equilibrio.

Os valores obtidos das propriedades termodindmica da hidrélise enzimatica
do BCA (Ea, AH, AG, AS, keq, k) para cada tempo de reagdo da PACTA, PAC70,
PAC90 e PAC120 estéo expressos no Apendice IV pag.96.
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5 CONSIDERACOES

Os teores de umidade e o rendimento do BCA em base seca foram 88,06% e
11,94%, respectivamente. Os teores médios de cinzas para BCA (in natura), PACTA,
PAC70, PAC90 e PAC120 foram de 5,20 + 0,15; 2,05 + 0,03; 0,62 + 0,0; 0,48 + 0,01
e 0,18 £ 0,01 respectivamente. Os teores médios de lignina para BCA (in natura),
PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120 foram de 22,30 + 0,320; 20,44 + 0,005; 13,18 £
0,007; 5,95 + 0,002 e 5,49 + 0,002 respectivamente. O pré-tratamento alcalino nas
amostras influenciou nos teores médios em base seca, por extrair uma boa parte
dos componentes menores e diminuir o teor de lignina, com isso, aumentando a
area superficial da estrutura da celulose e facilitando o ataque enzimatico.

As analises de MEV ilustraram que o pré-tratamento proporcionou uma
abertura na estrutura morfolégica do bagaco, tornando a celulose mais expostas
para PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120, sendo que a melhor foi para a PAC120.

O pré-tratamento alcalino em diferentes temperaturas (PACTA, PAC70,
PAC90 e PAC120) influenciou na conversdo de celulose em glicose a partir do
bagaco de cana-de-acucar e as combinacdes enzimaticas (R1, R2, R3, R4, R5 e R6)
utilizadas na hidrolise do BCA também influenciaram nos rendimentos meédios
obtidos em base seca.

A combinac¢do enzimatica que obteve melhor rendimento foi a R2 que foram
de 30,64, 44,00, 6591 e 9525% para PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120
respectivamente. A R2 é a mistura das enzimas (El)complexo celulasico, (E2)
xilanase, (E3) PB-glucosidase, sendo que E1 e E3 obtiveram maior atividade
enzimatica, apesar da E2 apresentar atividade média, ndo interferiu muito no
rendimento.

Os parametros cinéticos (Vmax (9/h), Km (9), Kcat (h), Kn/Vimax € Keat /Km) obtido
nos ajustes cinéticos da hidrolise enzimatica do BCA para a PACTA, PAC70, PAC90
e PAC120 foram: Vmax (9/h) igual a 7,20; 5,12; 4,54 e 0,87 respectivamente; Kn (9)
igual a 3,6; 2,56; 2,27 e 2,56 respectivamente; K.y (h) igual a 1,44; 1,02; 0,91 e 0,17
respectivamente; Ky/Vmax igual a 0,5 para todas as amostras e K /K, igual a 0,4
para todas as amostras.

Os ajustes das cinéticas das reacbOes enzimaticas para o0s resultados
experimentais da PACTA, PAC70, PAC90 e PAC120 foi possivel constatar que a
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equacao Michaelis-Menten e a representacédo de Lineweaver—Burk foram adequadas
para representar a cinética de hidrolise enzimética do BCA.

Analisando todos os resultados apresentados neste trabalho, o pré-
tratamento da biomassa em estudo proporcionou um melhor rendimento em todos

0S processos para a PAC120.
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Apéndice

APENDICE | - Dados experimentais da curva de secagem do BCA.

Tempo [h] | mz[g] | m3[g] | Tams.[°Cl | Amostra[%] | Muzo[g] | Umidade [%]
0 5650,82 | 5000,00 29,5 100,00 0,00 0,00
24 4327,86 | 3677,04 28,50 73,54 1322,96 26,46
48 3593,30 | 2942,48 29,00 58,85 2057,52 41,15
72 2998,34 | 2347,52 28,00 46,95 2652,48 53,05
96 2424,75 | 1773,93 28,00 35,48 3226,07 64,52
120 2126,16 | 1475,34 30,00 29,51 3524,66 70,49
144 1779,82 | 1129,00 28,50 22,58 3871,00 77,42
168 1491,69 | 840,87 29,00 16,82 4159,13 83,18
192 1247,80 | 596,98 30,00 11,94 4403,02 88,06
Nota: Bandeja Vazia = m1 = 650,82 g; m, = Bandeja + Amostra (BCA); m; = Massa da Amostra,

T=50+2°C,V,=05ms™
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APENDICE II- Dados experimentais de cinzas e lignina total.

Tabela A: Dados experimentais de cinzas.

T[°C] m1 [g] m2 [g] m3 [g] (my+C)[g] | Cinzas [g] | Cinzas [%]
28,3857 1,0000 29,3857 28,4066 0,0209 2,09
PACTA 25,8166 1,0007 26,8173 25,8369 0,0203 2,03
26,5589 1,0022 27,5611 26,5793 0,0204 2,04
28,3860 1,0070 29,3930 28,3921 0,0061 0,61
PAC70 25,8102 1,0210 26,8312 25,8167 0,0065 0,64
26,5601 1,0091 27,5692 26,5663 0,0062 0,61
28,3858 1,0238 29,4096 28,3908 0,0050 0,49
PAC90 25,8025 1,0341 26,8366 25,8074 0,0049 0,47
26,5539 1,0116 27,5655 26,5587 0,0048 0,47
26,5347 1,0331 27,5678 26,5365 0,0018 0,17
PAC120 26,6532 1,0076 27,6608 26,6551 0,0019 0,19
25,8846 1,0015 26,8861 25,8864 0,0018 0,18

Nota: my = Cadinho; m, = Massa da Amostra; m; = Cadinho + Amostra (BCA) e C =cinzas.

Tabela B: Dados experimentais de lignina total.

TI°C] BCA [g] P [g] ® };CA) (BC[Ag]+ R) | Residuo[g] | Lignina[%]
5,0621 1,0000 6,0621 6,2665 0,2044 20,44
PACTA 5,0334 1,0022 6,0356 6,2511 0,2155 21,50
5,0376 1,0361 6,0737 6,2818 0,2081 20,08
5,0087 1,0010 6,0007 6,1479 0,1382 13,81
PAC70 5,0492 1,0000 6,0492 6,1701 0,1209 12,09
5,0081 1,0030 6,0111 6,1433 0,1322 13,18
5,0008 1,0020 6,0118 6,0751 0,0633 6,32
PAC90 5,0433 1,0011 6,0444 6,1032 0,0588 5,87
5,0062 1,0006 6,0068 6,0663 0,0595 5,95
5,0445 1,0311 6,0756 6,1342 0,0586 5,68
PAC120 5,0401 1,0046 6,0447 6,0999 0,0552 5,49
5,0083 1,0008 6,0001 6,0632 0,0541 5,41

Nota: P + BCA
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APENDICE llI- Taxas de conversao do processo de hidrolise enzimatica do BCA.

PACTA PAC70 PAC90 PAC120

thl| Glicose Celulose | Glicose Celulose | Glicose | Celulose | Glicose |Celulose
[o.L [o.L [9.L7] [9.L gL | [oL™] gL | [o.L7]

0 0 9,4444 0 9,4444 0 9,4444 0 9,4444

6 0,1107 9,3337 0,1585 9,2859 0,1225 | 9,3219 0,6644 | 8,7800
12 | 0,2359 9,2085 0,6983 8,7461 0,2796 | 9,1648 1,4155 | 8,0289
24 | 0,3888 9,0556 1,3893 8,0551 0,5413 | 8,9031 2,5672 | 6,8772
48 | 0,6321 8,8123 2,2531 7,1913 0,9089 | 8,5355 3,6469 | 5,7975
72 | 0,9581 8,4863 2,9175 6,5269 1,5487 | 7,8957 52174 | 4,2270

96 | 1,5339 7,9105 3,6085 5,8359 2,9883 | 6,4561 6,6570 | 2,7874

120| 2,2537 7,1907 4,3283 5,1161 4,9078 | 4,5366 8,5764 | 0,8680
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APENDICE IV - Propriedades Termodinamica da hidrolise enzimética do BCA.

PACTA
t[h] Ea AH AS AG Keq k

0 - - - - - -

6 30542,47 2785564  -123,07 -11913,98 0,0119  3,6499E-05
12 30179,08 2749225  -11554  -984558  0,0256  4,1785E-05
24 20601,45  26914,62  -109,46  -8458,35  0,0429  5,1806E-05
48 2829383  25607,00 -101,15  -7079,36  0,0717  8,4284E-05
72 27421,09 2473426  -94,68  -5860,79  0,1129  1,1663E-04
96 25747,39  23060,56  -8500  -4407,42  0,1939  2,1744E-04
120 2492575  22238,92  -7847  -3117,30  0,3134  2,9523E-04

PAC70
t[h] Ea AH AS AG Keq k

0 - - - - - -

6 29751,50  27064,67  -117,60 -10936,94 0,0171 5,2371E-05
12 26355,66  23668,83  -9426  -6791,38  0,0798  1,8535E-04
24 25501,71  22814,88  -8521  -4722,01  0,1725  2,5469E-04
48 24639,90 2195306  -77,58  -311823  0,3133  3,5101E-04
72 25061,82  22374,99  -7593  -2163,40 0,4470  3,0000E-04
96 24676,21  21989,38  -72,04  -1291,60 0,6183  3,4630E-04
120 24239,89  21553,06  -68,09  -44923  0,8460 4,0736E-04

PAC90
t[h] Ea AH AS AG Keq k

0 - - - - - -

6 30530,67  27843,84 -11638,95 -122,18  0,0131 4,0407E-05
12 20823,23  27136,40 -9376,74  -112,99  0,0305 5,2578E-05
24 28389,04  25702,21 -7523,55 -102,82  0,0608 8,9666E-05
48 27381,38 2469455 -6017,94  -9504  0,1065 1,3047E-04
72 25731,21  23044,38  -4376,60  -84,86  0,1961 2,4112E-04
96 23181,14  20494,30 -2069,73  -69,83  0,4629  6,2291E-04
120 21673,14  18986,31 211,27 58,10  1,0818  1,0919E-03

PAC120
t[h] Ea AH AG AS Keq k

0 - - - - - -

6 31062,29 2837546 -693551  -109,27  0,0757  2,2574E-04
12 3051504 2782821 -4663,11 -100,55  0,1763  2,7674E-04
24 29040,21  26353,38 -2647,58  -89,74  0,3733  4,7914E-04
48 28776,76  26089,93 -124547  -8459  0,6290 5,2850E-04
72 27124,06 2443723 565,57 73,87  1,2343  9,7765E-04
96 26382,27 2369544  2339,02  -66,09  2,3882 1,2885E-03

120 23613,86  20927,03  6154,55 -45,71 9,8812  3,6105E-03
Nota: Ea, AH, AG, AS, k em [mol.L"™".h™], keq
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APENDICE V - Curva de calibracdo de glicose I, residuo e probabilidade.
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APENDICE VI — Curva de calibracdo de glicose I, residuo e probabilidade.
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ANEXO | - Descricao de enzimas contidas em Novozymes no kit celulésico
enziméatico de etanol.

Ns number Enzyme type Description
- Primary enzyme for use in the hydrolysis of lignocellulosic material
- Catalyzes the breakdown of cellulosic material into glucose, cellobiose, and
higher glucose polymers
Cellulase - Can be used to redfjc_e the viscosity or increase the extraction yield of various
NS22086 complex products of plant origin
- The main reaction products of cellulose hydrolysis using NS22086 are cellobiose
and glucose
- Testing for synergy with NS22118 and NS22083 is recommended to maximize
performance
- Purified endoxylanase with a high specificity toward soluble pentosans
- Able to liberate pentose sugars from biomass hemicellulose fractions
NS22083 Xylanase - Can be used to supplement NS22086 for pretreatment that leaves a significant
portion of the hemicellulose intact (i.e., neutral-pH or alkaline pretreatment
methods)
- Purified endoxylanase with a high specificity toward soluble pentosans
- Able to liberate pentose sugars from biomass hemicellulose fractions
NS22118 B-glucosidase - Can be used to supplement NS22086 for pretreatment that leaves a significant
portion of the hemicellulose intact (i.e., neutral-pH or alkaline pretreatment
methods)
- Contains a wide range of carbohydrases, including arabinase, B-glucanase,
cellulase, hemicellulase, pectinase, and xylanase
- Can break down cell walls for the extraction of useful components from plant
NS22119 Enzyme complex tissue
- Able to liberate bound materials and degrade a variety of nonstarch
polysaccharides
- Can be used to supplement NS22086 for substrates containing pectin
- Contains a mixture of B-glucanase and xylanase enzyme activities
- Possesses additional side activities, including cellulase, hemicellulase, and
NS22002 B-glucanase pentosanase
Xylanase - Can be used to supplement NS22086 for pretreatment that leaves a significant
portion of the hemicellulose intact (i.e., neutral-pH or alkaline pretreatment
methods)
- Used on liquefied starch-containing substrates to produce sugars for
fermentation
NS22035 Glucoamylase - Works ' i.n 'dedicated sacch.arification stages as well as simultaneous
saccharification and fermentation
- Glucoamylases hydrolyze both 1,4- and 1,6-alpha linkages to liberate glucose for
subsequent fermentation by the yeast

Fonte. NOVOZYMES, 2010.
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ANEXO Il - Atividade da enzima, densidade, pH, temperatura e dosagem
recomendada.

Enzyme classification Activity! DensityZ (g/mL) pH Temperature (°C) | Dosage3 (% w/w ts)
N522086 1,000 BHU(2)/g 115 5.0-5.5 45-50 1-5%
Cellulase complex
N$22083 2,500 FXU-S/g 1.09 4.5-6.0 35-55 0.05-0.25%
Xylanase
NS22118 250 CBU/g 12 2.5-6.5 45-70 0.2-0.6%
B-glucosidase
NS22119 100 FBG/g 9
Enzyme complex (~ 13,700 PGU/g) 119 45760 27 poso
NS22002 45 FBG/g _ — ~29
Hemicellulase (~ 470 FXU/g) 120 50765 1060 o
NS22035 750 AGU/g 115 4.5-55 60-70 0.01-0.06%

Glucoamylase
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