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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo determinar a carga minima de enzima que seria
necessaria para hidrolisar de 70% das glucanas presentes em amostra de bagaco explodido a
vapor apos 72 h de reacdo, empregando um teor inicial de 20% (m/v) de s6lidos totais. Para
isto foram empregadas preparacdes enzimaticas de diferentes geracgdes, que foram fornecidas
pela Novozymes: Cellic® CTecl, Cellic CTec2, Cellic CTec3 e uma mistura Celluclast®
1,5L/Novozym® 188 (C/N). As cargas encontradas neste ponto de equivaléncia foram de
22,4%, 11,6%, 6,8% e 4,1%, obtendo-se com isto conversdes de 69,4%, 69,5%, 71,8% e
72,7%, respectivamente. A hidrélise com Cellic CTec3 exigiu cargas 2,8 e 1,6 vezes menores
do que os seus precursores, respectivamente e esta diferenca foi ainda mais acentuada
guando comparada a mistura C/N, cuja hidrolise exigiu uma carga aproximadamente 5 vezes
superior.
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INTRODUCAO

O processo de producdo do etanol de segunda geracdo compreende quatro etapas
principais: o pré-tratamento do material lignoceluldsico, com o objetivo de desestrutura-lo
para tornar a celulose mais acessivel ao ataque enzimatico; a hidrélise dos polissacarideos da
biomassa a acuUcares fermentesciveis; a fermentacdo alcodlica; e, por fim, a recuperacdo do
produto geralmente via destilacdo. A hidrdlise enzimatica pode agregar alto custo ao processo
pelo alto valor comercial das enzimas. De modo a reduzir os custos referentes a esta etapa,
procura-se diminuir a quantidade de agua consumida e aumentar a concentracdo de aglcares
obtidos na fracdo hidrolisada através do aumento do teor de sélidos totais, além de reduzir a
carga de enzimas utilizada para atingir um objetivo definido (Ramos et al., 2015). A hidrdlise
enzimética da celulose é uma reacéo heterogénea conduzida por um complexo enzimatico que
compreende trés classes de hidrolases: as endo-B-(1,4)-glucanases, as exo-p-(1,4)-glucanases
e as B-(1,4)-glucosidases, cuja sinergia é essencial para que todo o carboidrato disponivel seja
hidrolisado. As endoglucanases agem quebrando as ligagdes B-glicosidicas do tipo (1,4) da
cadeia de celulose. As exoglucanases removem unidades de celobiose das extremidades
redutora e ndo redutora e, por fim, as PB-glucosidases convertem a celobiose e outros
oligossacarideos de baixa massa molar, formados pela sinergia entre endoglucanases e
exoglucanases, em moléculas de glucose (Silveira et al., 2014).

O complexo Celluclast® 1.5L da empresa Novozymes (Bagsverd, Dinamarca), rico
em endo-glucanases e exo-glucanases, tem sido amplamente utilizado para a hidrélise
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enzimatica de substratos pré-tratados juntamente a outro complexo chamado Novozym® 188,
rico em B-glucosidases, que evita a inibi¢cdo das endo e exo pelo acumulo de celobiose no
meio reacional. Os complexos Cellic® CTec, também desenvolvidos pela Novozymes, ja
apresentam em sua composicdo alta atividade B-glucosidésica, além de outras enzimas
auxiliares (Gusakov, 2011). O complexo celulasico Cellic CTec3 é considerado o mais
desenvolvido desta linha, apresentando uma eficiéncia 1,5 vezes maior na conversédo de
materiais lignoceluldsicos do que seu antecessor, Cellic CTec2. Estas evolucGes vém de
encontro a necessidade de melhoramentos que o setor industrial busca para viabilizar a
producdo de etanol celuldsico (Novozymes, 2012).

A hidrélise enziméatica de materiais lignocelulésicos apresenta um perfil cinético
caracterizado por uma curva logaritmica com trés fases distintas. A primeira apresenta uma
alta taxa de conversdo, que esté relacionada a adsorcdo das celulases na fragdo do substrato
que esteja prontamente disponivel, mantendo alta a converséo em um periodo de
aproximadamente 24 h. Na segunda fase, 50% a 70% do substrato j& foi hidrolisado, mas com
uma taxa intermediaria entre o periodo de 24 h e 72 h. Por fim, a Gltima fase é caracterizada
por apresentar uma taxa de conversao relativamente baixa e constante, que leva lentamente a
conversdo completa do substrato em algo como 96 h de reacdo (Arantes e Saddler, 2011).
Como a ultima etapa do processo € lenta, o critério minimo para um bom resultado seria o da
producdo de um hidrolisado em um tempo compativel com a realidade industrial, cuja
concentracdo em aculcares possa Vviabilizar o processo fermentativo, principalmente no que
tange a recuperacdo final do etanol por destilacdo. Isto levaria a possibilidade de tolerar
conversdes parciais em reacGes conduzidas em alto teor de sélidos totais, o que foi
considerado neste estudo ao optar pela hidrolise de 70% das glucanas presentes no substrato
apos 72 h de reacdo, empregando um teor inicial de 20% (m/v) de so6lidos totais. Sendo assim,
esta pesquisa teve por objetivo determinar a carga minima necessaria de cada complexo
enzimatico para atingir este objetivo, utilizando como substrato amostras de bagaco de cana
pré-tratado por explosao a vapor.

MATERIAL E METODOS

O pré-tratamento do bagaco de cana por explosdo a vapor foi realizado na auséncia de
catalisador exdgeno a 195 °C por 7,5 min, conforme condigcdes previamente otimizadas
(Pitarelo et al., 2016). Este material continha 58,9 % de glucanas, 0,9% de hemiceluloses e
32,1% de lignina total em sua composi¢do quimica. Os complexos enzimaticos utilizados
foram a mistura entre Celluclast 1.5L e Novozym 188 (mistura C/N) na proporcdo de 1:0,3
(Breuil et al., 1992), Cellic CTecl, Cellic CTec2 e Cellic CTec3. Foram empregadas quatro
cargas enzimaticas diferentes para cada complexo enzimatico que, no caso da Cellic CTec3,
foram de 1,5%, 3%, 6% e 12% (m/m) de preparado em relacdo ao substrato seco, conforme a
recomendacdo do fabricante. Supondo que o salto tecnolégico no desempenho de cada
produto da familia Cellic CTec tenha sido de 1,5 vezes (Novozymes, 2012), as cargas dos
demais complexos foram determinadas em relacao a estes valores. J& as cargas utilizadas para
a mistura C/N foram equivalente aquelas empregadas para a Cellic CTecl, que corresponde
ao componente de menor desenvolvimento tecnolégico dentre os membros desta familia.

As hidrdlises foram realizadas a 20% de sélidos totais em Erlenmeyers de 250 mL,
empregando tampdo 4&cido acético/acetato de sodio 50 mmol/L em pH 4,8 para
Celluclast/Novozym, Cellic CTecl e Cellic CTec2 e em pH 5,2 para Cellic CTec3, a 50 °C e
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150 rpm por 72 h. Foram coletadas aliquotas nos tempos de 0, 12, 24, 48 e 72 h para
quantificacdo de glucose e celobiose, que foram posteriormente analisadas por cromatografia
a liquido de alta eficiéncia utilizando Hi-Plex-H (Agilent) a 65 °C, com fase movel H,SO,4 5
mmol L™ e vazdo de 0,6 mL min™. As conversdes foram dadas em termos de equivalentes de
glucose (EgqGlc = glucose + celobiose * 1.0526) e a quantificacdo foi efetuada por
padronizacéo externa com curvas de calibracdo entre 0.25 e 5 g L™ para cada componente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Depois de realizadas as hidrélises enzimaticas aplicando quatro cargas diferentes para cada
um dos complexos enzimaticos empregados neste estudo, foi construido um grafico de dose-
resposta (Figura 1) para o tempo de 72 h de reacdo, de modo a encontrar a carga minima
necessaria para converter 70% das glucanas do bagaco em acucares fermentesciveis. De todos
os desempenhos de hidrélise, a mistura C/N foi a menos eficiente, apresentando conversdes
de 25% para a carga enzimatica de 3,38%, 38% para a carga de 6,75%, 60% para a carga de
13,5% e 73% para a carga de 27%. Ja a Cellic CTecl produziu 41%, 50%, 79% e 89%
utilizando estas mesmas cargas, respectivamente, o que representa conversdes 10% a 20%
maiores do que a mistura C/N. As conversdes obtidas por Cellic CTec2 foram de 41% para a
carga de 2,25%, 57% para carga de 4,5%, 82% para a carga de 9% e 93% para a carga de
18%, ou seja, rendimentos proximos aos da Cellic CTecl com o emprego de uma menor
guantidade de enzima em todos os experimentos. Finalmente, a Cellic CTec3 se destacou por
apresentar as maiores conversdes nas menores cargas enzimaticas, que foram de 50%, 60%,
82% e 89% para as cargas de 1,5%, 3%, 6%, e 12%, respectivamente. Mais uma vez, estas
conversdes foram proximas as obtidas com as outras enzimas, o que significa que o fator de
evolucdo de 1,5 é valido para demonstrar o aumento do desempenho de enzimas obtidas a
partir de uma base tecnoldgica mais evoluida.
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Figura 1. Comparacdo entre os quatro complexos enzimaticos estudados, demonstrando a
relacdo dose-resposta no tempo de 72 h de hidrolise de bagaco de cana explodido a vapor.

Posteriormente, as cargas calculadas a partir da Figura 1 foram aplicadas em novos
experimentos de hidrdlise em triplicata para a validagdo dos resultados obtidos até entéo e as
conversdes alcancadas encontram-se registradas na Tabela 1. Apesar das consideracdes feitas
sobre a eventual equivaléncia entre o desempenho catalitico das enzimas C/N e Cellic CTec1,
os resultados demonstram que Cellic CTecl apresentou uma eficiéncia aproximadamente 2
vezes maior que a do seu antecessor, requerendo, portanto, a metade da carga enzimatica
requerida da mistura C/N para atingir a meta estabelecida como referéncia neste trabalho. A
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Cellic CTec3 exigiu a menor quantidade de enzima para este mesmo fim, indicando a sua
eficiéncia para a conducdo da hidrdlise de substratos complexos sob alto teor de sélidos totais.

Tabela 1. Cargas minimas necessarias para se obter 70% de conversdo da celulose em 72 h de
hidrélise com 20% de consisténcia, para todos os complexos.

Preparacdo enzimatica Carga necessaria (%) Conversao (%)

Celluclast 1.5 L/Novozym 188 22,4 69,4 +1,13

Cellic CTecl 11,6 69,5+ 0,45

Cellic CTec 2 6,8 71,8+ 2,76

Cellic CTec 3 4,1 72,7 3,49
CONCLUSAO

A etapa de hidrélise enzimatica encarece significativamente a producdo de etanol
celulosico e, portanto, devem ser estudadas formas de reduzir os seus custos operacionais.
Neste trabalho, foi determinada a menor carga enzimatica necessaria para conversao de 70%
das glucanas do substrato em 72 h de reacdo, utilizando complexos celulasicos de diferentes
geragdes. Enzimas de Ultima geracdo, como a Cellic CTec3, apresentaram desempenho muito
superior ao de suas precursoras, o que foi caracterizado pela possibilidade de reducédo da carga
enzimatica requerida sem comprometer as metas estabelecidas como referéncia e tais
reducdes refletem o avanco tecnoldgico que a area enzimatica tem alcancado nos ultimos
anos. Além disto, as hidrolises em alta consisténcia realizadas neste trabalho chegaram a
concentracdes de equivalentes de glucose de 8,6% (m/v) para Cellic CTecl e a mistura C/N,
de 8,9% (m/v) para Cellic CTec2 e 9,0% (m/v) para Cellic CTec3. Sabe-se que a energia
necessaria para a destilacdo é diminuida se o produto da fermentacdo possuir mais de 4%
(m/v) de etanol e este valor pode ser atingido a partir de hidrolises que rendam em torno de
8% (m/v) de acUcares fermentesciveis. Portanto, os resultados até entdo obtidos contribuem a
identificacdo dos principais parametros de processo que possam convergir a uma reducdo do
custo operacional da producao de etanol celulésico.
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