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APRESENTACAO

Este e-book intitulado: “Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na
Engenharia Quimica 2” é composto por dezoito capitulos de livros que foram organizados
e divididos em trés areas tematicas: (/) minerais e materiais lignocelulésicos; (ii) aplicagbes
industriais e (i) aplicacéo de tecnologias avangadas de tratamento com destaque para os
processos oxidativos avancados (POAs).

A primeira tematica € constituida por oito trabalhos que apresentam estudos de
utilizacdo de residuos como matéria-prima na produgdo de materiais ceramicos e a
obtenc@o de materiais de elevado custo e aplicabilidade a partir de matéria-prima mais
abundante e economicamente mais acessivel. Alem disso, apresenta um trabalho que
descreve um procedimento experimental para a escolha mais adequada e viavel de uma
biomassa de origem vegetal que pode apresentar caracteristicas de um adsorvente e vir
a ser utilizado tanto na forma in natura quanto modificada quimicamente, objetivando-se
a remocao de compostos inorganicos e organicos em diferentes matrizes aquosas. Neste
sentido, trabalhos que investigaram a capacidade de remocgéo de poluentes utilizando
minerais (argila) e biomassas vegetais (ricas em celulose e/ou lignina) apresentaram
resultados satisfatorios em relagdo aos compostos-alvo de interesse, com destaque para a
remocao do metal cromo hexavalente (Cr¢*) e fésforo e nitrogénio amoniacal que provocam
a eutrofizacdo de corpos aquéticos e morte de toda a biota.

O segundo tema esta associado a aplicacdo dos conhecimentos de quimica e
engenharia em diferentes seguimentos: (i) alimentacdo e (i) processos industriais. No
setor de alimentos é apresentado um trabalho que trata da avaliagdo microbiolégica de
biscoitos e empanados processados com filé de carpa Hungara, bastante abundante no
estado de Santa Catarina. Ja em processos industriais € apresentado um estudo que avalia
o melhor dimensionamento de um condensador de amdnia que possui grandes aplicacbes
em diferentes seguimentos industriais; um estudo que avalia e compara os reatores CSTR
e PFR para a produgédo de combustivel proveniente de fontes renovaveis e por fim um
estudo de caso que avaliou a utilizag@o de biometano em frotas de 6nibus de seis cidades
do estado de Sao Paulo.

A Ultima temética trata da aplicagdo de diferentes POAs (Fenton e fotocatalise
heterogénea tanto com o triéxido de tungsténio dopado com prata (WO,-Ag) quanto o
diéxido de titanio (TiO,) para a degradacéo de diferentes CIEs (farmacos, microplasticos)
que vem sendo reportado em trabalhos realizados em todo o mundo. No Brasil a falta de
uma legislacdo mais restritiva associada a falta de fiscalizagcdo vem colaborando para a
maior detecgéo e quantificacéo de diferentes CIEs nos diferentes compartimentos aquaticos
afetando a qualidade e a sobrevivéncia dos diferentes organismos presentes nos inUmeros
ecossistemas brasileiros.



Neste sentido, a Atena Editora vem colaborando com pesquisadores de todas as
areas do conhecimento possibilitando a divulgagcéo de seus trabalhos e contribuindo com a
disseminacgéo destas informacdes de forma gratuita e acessivel em diferentes plataformas
digitais.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: Diferentes cargas de enzimas foram
utilizadas para a hidrélise enzimatica da palha de
cana-de-agucar pré-tratada hidrotermicamente.
Os experimentos foram realizados em frascos
de Erlenmeyers (volume de 250 ml) mantidos a
50 °C e aliquotas de 1 mL foram coletadas nos
tempos experimentais de 1, 2, 6, 12, 24, 48 e
72 h. As cinéticas de hidrolise enzimatica foram
modeladas empregando-se 0s modelos semi-
mecanisticos de Michaelis-Menten, Michaelis-
Menten Modificado e Chrastil. Os resultados
mostraram que o0s modelos de Michaelis-
Menten e Michaelis-Menten Modificado nao
representaram bem os dados experimentais
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SEMI-MECANISTICA

quando do uso de cargas enzimaticas iniciais
elevadas. Os efeitos inibitérios pelo produto
(glicose) foram parametrizados, e a inibicao foi
mais significativa em altas cargas de enzimas
devido a maior formacdo de ligacdes nao-
produtivas. Foi notavel a presenca de elevada
resisténcia difusiva estrutural em todos os casos
avaliados. Pode-se afirmar que a utilizacao de
modelos cinéticos semi-mecanisticos simples
obteve bons resultados para a modelagem da
hidrélise enzimatica nas condigbes avaliadas.
PALAVRAS-CHAVE: Hidrolise Enzimatica,
Palha de Cana-de-Ac¢ucar, Modelagem Semi-
Mecanistica, Cinética de Hidrolise.

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF
SUGARCANE STRAW: KINETIC STUDY
AND SEMI-MECHANISTIC MODELING

ABSTRACT: Enzymatic hydrolysis of
hydrothermally pretreated sugarcane straw with
different enzyme loads were conducted. The
experiments were carried out in Erlenmeyers
flasks (250 ml volume) kept at 50 °© C. 1 ml
aliquots were collected at the experimental
times of 1, 2, 6, 12, 24, 48 and 72 h. Enzymatic
hydrolysis kinetics were modeled using the
semi-mechanistic models of Michaelis-Menten,
Modified Michaelis-Menten and Chrastil. The
results showed that the Michaelis-Menten and
Modified Michaelis-Menten models did not
represent well the experimental data when using
high initial enzyme loads. The inhibitory effects
of the product (glucose) were parameterized.
Inhibition was more significant at high enzyme
loads due to a higher number of non-productive
bonds. The presence of high structural diffusive
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resistance was notable in all evaluated cases. One can affirm that the use of simple semi-
mechanistic kinetic models generated suitable results for the modeling of enzymatic hydrolysis
under the evaluated conditions.

KEYWORDS: Enzymatic Hydrolysis, Sugarcane Straw, Semi-Mechanistic Modeling,
Hydrolysis Kinetics.

11 INTRODUGAO

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores mundiais de etanol. O estado
de Séo Paulo, na regido sudeste, é responsavel por mais de 60% da produgéo nacional
do biocombustivel (Unica, 2018). O bagaco e a palha de cana-de-agucar séo dois dos
principais subprodutos do cultivo da cana. Atualmente, em grande parte das usinas, a palha
é deixada no campo como forma de cobertura e fertilizante para o solo, enquanto que o
bagaco é queimado em caldeiras para a geracéo de energia térmica e elétrica. O bagaco
e a palha sdo chamados de matrizes “lignoceluldsicas” porque as suas paredes celulares
sd0 compostas por trés componentes majoritarios: a celulose, um polimero composto por
agrupamentos de moléculas de glicose e de celobiose e que possui regides cristalinas
(ou seja, de alto grau de organizacéo e de dificil desmembramento) e regides amorfas;
a lignina, que consiste em estrutura rigida que confere bastante resisténcia a matriz; e
a hemicelulose, um polimero amorfo que atua como uma espécie de “ligante” entre os
outros dois componentes (Leal et al., 2013). Em um conceito de biorrefinaria, a palha e o
bagaco podem ser melhor aproveitados como matérias-primas para a produgéo de etanol
de segunda geracédo (E2G) (Longati et al., 2018). Porém, como a estrutura lignocelulésica
€ altamente recalcitrante, faz-se necessario introduzir etapas adicionais de processamento
no processo produtivo, e a mais importante delas é a hidrélise enzimatica.

O processo de producgédo de E2G se inicia com a moagem e a retirada de impurezas
do bagacgo e/ou da palha de cana-de-agUcar. Segue-se entdo com o pré-tratamento da
biomassa. Esta etapa tem por objetivo reduzir a cristalinidade da fragédo celul6sica e também
a retirada de quantidades de hemicelulose e lignina, que posteriormente poderiam reduzir
a acessibilidade do ataque enzimatico a matriz polimérica, reduzindo o rendimento do
processo. A biomassa pré-tratada segue entao para a etapa de hidrélise, que pode ocorrer
tipicamente pelas vias acida ou enzimatica. Esta etapa tem por objetivo o fracionamento
das estruturas de celulose em agucares monoméricos passiveis de fermentacdo, sendo
o principal deles a glicose. O rendimento da hidrolise da biomassa é dependente de
diversos fatores de processo, como temperatura, atividade das enzimas, concentragdo de
solidos, entre outros. ApOs a hidrolise, os processos de etanol de primeira e de segunda
geracao compartilham as instala¢des da biorrefinaria para a fermentacao e purificagdo do
biocombustivel (Furlan et al., 2015).

O uso de matérias-primas lignocelulésicas na producdo de E2G tornou-se uma

alternativa que podera possibilitar o aumento da producéo do biocombustivel, ao mesmo
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tempo em que se reduziriam os impactos ambientais do uso de combustiveis derivados do
petréleo. Contudo, estudos para melhoria das viabilidades técnica, econémica e ambiental
desta tecnologia ainda séo necessarios, pois ha “gargalos” no processo produtivo que ainda
nao foram solucionados e que impedem a ado¢do em massa desta tecnologia pelas usinas
do setor sucroenergético. Um dos principais “gargalos” consiste nos baixos rendimentos
obtidos na etapa de hidrélise enzimética, que envolve parte significativa dos custos de
producao devido ao uso de coquetéis enzimaticos especificos (Longati et al., 2016).

A modelagem da etapa de hidrélise enzimatica de materiais lignoceluldsicos € um
topico desafiador. Isso se deve ao mecanismo de acdo das enzimas, a complexidade
das estruturas dos substratos, e a interagéo entre estes fatores. Contudo, o esforgo para
geragcdo de modelos fenomenoldgicos mais detalhados nado se justificaria para simular
processos cujo produto é uma commodity de baixo custo como o etanol (Carvalho et al.
2013). Assim, o uso de modelos semi-mecanisticos classicos para modelagem do processo
enzimatico € largamente proposto na literatura (Carvalho et al., 2013; Angarita et al.,
2015; Pratto et al., 2016). O objetivo deste trabalho foi modelar a cinética de producéo de
glicose a partir da hidrélise da celulose da palha de cana-de-acucar em diferentes cargas
enzimaticas. Também foi verificada a aderéncia de trés modelos cinéticos classicos aos
dados experimentais obtidos.

21 MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada baseou-se na utilizagdo de palha de cana-de-agucar
gentilmente doada pela Usina Itapira, localizada em Catanduva (SP). O coquetel enzimatico
empregado foi o Cellic Ctec-2 doado gentilmente pela empresa Novozymes® (Araucéria,
PR). A atividade enzimatica deste coquetel enzimatico foi determinada experimentalmente
empregando-se a metodologia de Ghose (1987), sendo obtido o valor de 216 unidades de
papel-filtro (FPU) por mL.

Palha de cana-de-agucar foi seca a temperatura ambiente e moida em moinho de
facas até a granulometria de 3/8 mesh. Em seguida, conduziu-se pré-tratamento hidrotérmico
em reator de alta pressédo de 1,5 gal (Parr Instruments®) equipado com agitador do tipo
hélice, controlador de temperatura e manta de aquecimento, em um volume de mistura de
operacéo de 2 L. Arazdo entre a fracao de biomassa e de agua foi fixada em 1:10 (massa
de palha por volume de agua). O pré-tratamento foi realizado na temperatura de 195 °C
por 10 minutos com agitacdo a 200 rpm. Ao final, o reator foi resfriado até a temperatura
ambiente, e a fracdo de solidos pré-tratados resultante foi lavada com agua corrente e
filtrada até pH neutro, a fim de retirar os compostos soluveis formados e os residuos de
hemicelulose e lignina que foram solubilizados. As caracterizagées quimicas da biomassa
in natura e da biomassa pré-tratada foram realizadas seguindo a metodologia proposta por
Rocha et al. (1997) e validada por Gouveia et al. (2009).
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A biomassa soélida pré-tratada foi entdo submetida ao processo de hidrolise em
Erlenmeyers de 250 mL mantidos em shaker pré-aquecido por 30 minutos a 50 °C e a
250 rpm. Foram realizados ensaios de hidrolise em duplicata, um ensaio de controle de
substrato e outro de controle de enzima. Diferentes cargas de enzima foram empregadas,

mantida fixa a carga de s6lidos em 15% (m / volume de meio reacional). Aliquotas

alha seca
de 1 mL foram coletadas nos tempos experi:nentais de 1, 2,6, 12, 24, 48 e 72 h. Ao final
foram conduzidas centrifugacdo e inativagcdo das enzimas no sobrenadante com NaOH
0,2 M. A quantificagdo dos agucares formados foi feita a partir de CLAE, sendo que a
concentracdo de acgucares fermentesciveis formados foi determinada a partir do método
da glicose equivalente, que considera as concentracdes obtidas para celulose e celobiose
(Souza, 2016).

Os resultados obtidos experimentalmente foram aplicados a modelagem do tipo
semi-mecanistica. Esta contempla a interacdo enzima-substrato e se utiliza de poucos
parametros para caracterizar o sistema, sendo teoricamente superior a modelos néo-
mecanisticos (Uteis apenas para representar experimentais em condi¢gdes determinadas),
mas nao chegando a complexidade dos modelos funcionais, que se utilizam de pardmetros
de interagcdo molecular. Considera-se que modelos semi-mecanisticos possuem
complexidade suficiente para representacao de sistemas de hidrélise com relativa acuracia.

O primeiro modelo cinético avaliado foi o de Michaelis-Menten com inibicdo
competitiva pelo produto (MI) (Equacgéo 1). Neste, v representa a velocidade instantanea
de hidrélise da celulose, Vmax é a velocidade maxima de reacdo para uma dada carga
enzimatica (k2*Ce0), S é a concentracédo de substrato (celulose), P é a concentracéo de
produto (glicose), Km é a constante de Michaelis-Menten, e Kic € a constante de inibicdo
competitiva pelo produto.

Vmaxx*S

v= Km(1+%)+5 (1)

Outro modelo cinético avaliado foi o de Michaelis-Menten Modificado com inibi¢cao

competitiva pelo produto (Ml (Equagéo 2), em que a velocidade inicial de hidrélise é

mod)
fungdo das concentragGes iniciais de enzima Ce, Neste modelo, Vemax € a velocidade
maxima para a concentracdo inicial de sitios de adsorgcdo no substrato (k*S0), Ke é a
constante de meia-saturacdo, e Kic € a constante de inibicdo competitiva pelo produto.
Quanto menor o valor de Kic, maior se torna o valor do denominador e, portanto, maiores

séo os efeitos inibitérios indicados pelo modelo.

Vemax+Ce0
= (2)
Ke(1+7—)+ Ceo
Um terceiro modelo utilizado foi o de Chrastil. Neste, P indica a concentragdo de
produtos que se difundem no tempo, P_ é a concentracéo de produtos que se difundem no

equilibrio, k’ é a constante de velocidade proporcional ao coeficiente de difusdo definido
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pela Lei de Fick, e n € a constante estrutural de resisténcia difusional, que quanto menor e
mais distante de 1, indicara a presenca de maiores resisténcias difusivas no sistema.

P =P,[1—exp(—k'*Cel=t)]" (3)

A estimativa de parémetros foi feita no software EMSO® um ambiente para

modelagem, simulacéo e otimizag&o primariamente voltado as equacdes. A obtengéo dos

parametros de inibigéo Kic de Ml e Ml e k’e n da Equag&o de Chrastil se deu através

da aplicacao do algoritmo IPOPT, ou Interior Point Optimizer. Os parametros Vmax e Km

do modelo de Ml e k e Ke do modelo de MI,, , foram obtidos em trabalho que empregou o

método das velocidades iniciais em condi¢cdes experimentais semelhantes (Pratto et al.,

2016).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais para a cinética de hidrélise enzimatica (pontos) e os

resultados simulados através dos modelos cinéticos (curvas tracejadas) estéo representados

na Figura 1 para as diferentes cargas enzimaticas avaliadas.

Michaelis-Menten

Michaelis-Menten Modificado

Chrastil

ﬂ Vimdx =602 g1 l; Km = 13,11 g I
Kic=0,562 = 0,043 g1'; R*=0,997

k=036h'; Ke=12,55¢g1!
Kic=2,429 + 0,264; R*=0,993

ﬂ k'=0,00182=0,00060 1g"' h!
n=0,591+ 0,095 R?=0,992

atica 3 FPU/gy

Carga E

E Vimdc =20,04 g1 Ivl; Km = 13,11 g 1!
Kic = 0,491 = 0,091 g1'; R*=0,973

k=036N"; Ke=12,55g1"
Kic=1,672 + 0,531; R*=0,931

J £'=0,00088 + 0,00057 1g h!
n=0,427+0,136; R*=0,968

o

Q Vindx=32,08 g v'; Km = 13,11 g1
Kic=0,428+ 0,107 gI'; R*= 0,949

Gl

k=036h'; Ke=1255¢g1"
Kic =1,287 + 0,529; R?= 0,886

H k'=10,00056 + 0,00043 1g'h!
1=0347 £ 0,121; R*= 0,961

Carga Enzimatica 16 FPU/gpiomassa| Carga Enzimatica 10 FPU/gpi
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D Vmdx =8023 g1 h'l; Km = 13,11 g I H k=036h"'; Ke=12,55¢1 M £'=0,00009 £ 0,00002 1g"h!

Kic=0205=0,081 gI'; R*=0,893 Kic=0,563+ 0,317; R*=0.816 7=0,195+ 0,015; R*= 0,999

58388
'

atica 40 FPU/gpi

Carga E

Figura 1 — Resultados simulados (curvas tracejadas) e experimentais (pontos) para os
experimentos de hidrolise com cargas enzimaticas respectivas de 3, 10, 16 e 40 FPU/g .
Figuras A, B, C e D para o modelo de MI; figuras E, F, G e H para o modelo de MI__; e figuras

I, J, L e M para modelo de Chrastil. O nivel de confianca estatistica para os parametros Kic, k’e
n é de 95%.

Diferentemente do modelo de Chrastil, os modelos de Ml e Ml,, , n&o tiveram boa
aderéncia (R2 < 0,9) aos dados experimentais obtidos com ensaios envolvendo cargas
enzimaticas mais elevadas. Deve-se ressaltar que uma das hipoteses adotadas para
a dedugédo do modelo de Michaelis-Menten é a de que a concentracdo de substrato &
altamente superior a concentracdo das enzimas. Ademais, os valores de Kic apresentam
queda expressiva com 0 aumento da carga enzimatica adicionada inicialmente a hidrélise
de acordo com os modelos de Ml e MI__, indicando a presenga de efeitos inibitorios
significativos. Pode-se afirmar que a adicao de maiores quantidades de Cellic® CTec-2
ao inicio elevou as probabilidades de se ocorrerem liga¢des entre a glicose (que no caso
seria o inibidor) e a enzima. Isso diminuiu a quantidade de sitios ativos disponiveis para a
formacéao do complexo enzima-substrato ao longo do tempo de hidrdlise.

O modelo de Chrastil apresentou alta aderéncia aos dados experimentais, superior

aos modelos de Ml e Ml sendo o0 mais recomendado entre os modelos avaliados para

mod’
aplicagdes futuras de simulacéo e analise. Tal modelo também pode ser utilizado para se
analisar o efeito inibitorio da glicose na hidrolise enzimética da palha de cana-de-acucar.
Ha uma tendéncia de diminui¢cdo dos valores do parametro n com a adicdo de maiores
Ce0. Altas velocidades de hidrolise enzimatica foram obtidas para os tempos iniciais de
andlise. Todavia, a formacao de teores de glicose facilitou a formacao de ligacdes néo-
produtivas. A queda na taxa de hidrolise observada para Ce0 = 40 FPU/g . entre 2 e
12 h, por exemplo, apresenta evidéncias para um excesso de ligagdes nao-produtivas em
maiores tempos de reacao, e este ocorreu especialmente nos casos de maior concentragao
inicial do coquetel enzimatico. Reduziu-se a quantidade de enzimas biodisponiveis para
ligacdes efetivas e também se gerou limitacdes advindas do aumento da resisténcia a
difusdo interna.

E notavel a indicacéo de elevada resisténcia difusiva estrutural em todos os casos
avaliados. Esta Gltima esta diretamente ligada a queda do parametro k’ da Equagéo de

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica 2 Capitulo 9 m



Chrastil e a redugéo do rendimento da hidrolise (Carvalho et al., 2013). Isso indica que o
pré-tratamento hidrotérmico, bastante efetivo na emissdo de hemicelulose, nédo foi capaz
de expor toda a celulose ao ataque enzimatico, caracterizando a palha de cana-de-acucar
como uma biomassa recalcitrante, isto €, que é resistente & grandes varia¢cdes na sua
estrutura ainda que depois de pré-tratamento com elevado grau de severidade (Batista et
al., 2019).

Este trabalho assimila informag¢des da cinética de hidrolise enzimatica da palha
de cana-de-agucar para a produgcdo de etanol de segunda gerag¢do, uma tecnologia em
desenvolvimento e cuja utilizagéo € ainda incipiente. A utilizagdo de modelos cinéticos semi-
mecanisticos simples obteve bons resultados para a modelagem da hidrélise enzimética nas
condi¢cbes avaliadas, sobretudo considerando que na literatura ha modelos relativamente
mais complexos que possuem a mesma finalidade (Angarita et al., 2015). Resultados obtidos
neste estudo poderdo ser empregados em projetos de pesquisa e desenvolvimento, analise
econbmica, scale-up, entre outros, uma vez que o custo do coquetel enzimatico é ainda um

dos principais entraves para a produgéo do etanol celulésico (Longati et al., 2018).

41 CONCLUSOES

O modelo de Chrastil ajustou-se satisfatoriamente a todos os casos analisados
neste trabalho. Por outro lado, os modelos de Ml e MI,, , apresentaram menor aderéncia
aos dados experimentais quando se utilizaram altas cargas enzimaticas iniciais. A inibicao
pelo produto da hidrélise enzimatica (glicose) causou queda nos valores dos parametros
Kic, k’ e n para maiores valores de Ce0. Isso se deve ao aumento no nimero de ligagdes
nao-produtivas entre inibidor e enzima e também ao consequente aumento da resisténcia
a difuséo interna ao longo do tempo. Os resultados indicam que a carga enzimatica para
a hidrélise da palha de cana-de-agucar € uma variavel de processo a ser otimizada em
estudos futuros, uma vez que o aumento da concentragdo das enzimas presentes no meio
ndo representa necessariamente o aumento proporcional da quantidade de glicose a ser
obtida para posterior fermentacédo em E2G.
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