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RESUMO - O monitoramento do processo de fermentacdo alcodlica é essencial para o
controle de sua eficiéncia. Contudo, ainda ndo had métodos bem definidos que sejam
rapidos e praticos. O presente estudo utilizou espectroscopia no infravermelho proximo
(NIR) associada a analise multivariada para monitorar a producdo de etanol celulésico a
partir de bagaco e palha de cana-de-agucar. Analisaram-se 0s espectros obtidos a partir
de amostras sintéticas e reais. Os espectros foram modelados utilizando-se a Regressao
por Minimos Quadrados Parciais (PLS) através do software Matlab. A quantidade de
variaveis latentes foi definida com base nos resultados da Validacdo Cruzada (leave-
one-out). Diversos conjuntos de amostras foram analisados a fim de garantir o melhor
modelo de previsdo, sendo que este foi modelado com dados sintéticos e reais. Assim,
obtiveram-se erros de previsdo na validacdo externa de 1,68% para etanol e de 3,68 %
para glicose, considerando-se 13 variaveis latentes para ambos compostos.

1. INTRODUCAO

Com a Crise do Petroleo na década de 70, o governo brasileiro passou a utilizar o etanol
como combustivel alternativo aos combustiveis fosseis. Em 1973, a partir da implementacéao
do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), o Brasil tornou-se o pioneiro na producéo
de bioenergia em larga escala e, desta forma, o alcool etilico tornou-se um produto industrial
importante para a economia do pais.

Segundo o balango energético brasileiro de 2011, o pais produziu cerca de 22,9 bilhdes
de litros de etanol e pesquisas preveem uma demanda potencial de 47,5 bilhGes de litros para
2015(Milanez, 2012). Neste cenéario, avangos tecnoldgicos que levem a otimizacdo do
processo produtivo do etanol sdo de suma importancia para as industrias do setor.

A fermentacdo alcoolica e realizadapela levedura Saccharomyces cerevisiae, que utiliza
glicose como substrato na geracdo deetanol.Este processoocorre a partir do consumo de
acucares simples, que sdo encontrados no caldo de cana-de-aglUcar e podem ser obtidos a
partir da hidrélise de acuUcares superiores presentes no material celulésico das plantas. A
producdo de etanol celulésico, ou etanol de segunda geracdo, € uma pontencial alternativa
paraaumentar a producdo deste biocombustivel sem a necessidade de expandirareas de cultivo
da cana-de-agUcar.

Mensurar a diferenca da concentracdo do substrato e do produto ao longo do tempo é
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crucial para o controle do balanco de massa da reacdo bioquimica e, consequentemente,
determinante da economicidade do processo em questdo. Os componentes quimicos da
fermentacdo podem ser quantificados com precisdo a partir da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (do inglés, High PerformanceLiquid Chromatography, HPLC), embora este
método seja demorado e haja perda das amostras analisadas.

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR, Near Infrared Spectroscopy)
associada as técnicas de calibragdo multivarida representamuma alternativa a quimiometria
convencional. A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS, Parcial Least Squares) é
umas das principais técnicas de andlise multivariada encontradas na literatura. Segundo
Morita et.al.(2011), o etanol e a glicose podem ser quantificados em meio fermentativo a
partir do PLS-NIR com sucesso. A técnica propostamostrou-se eficiente no monitoramento de
diversos produtos emmisturas de compostos, detacando-se por quantificar multi-constituintes
com o minimo, ou nenhuma, preparacdo da amostrade forma rapida e ndo destrutiva
(Chongging e Hong hang, 2008).

No presente trabalho, avaliou-se a utilizacdo de PLS-NIR para a analise multivariada
dos principais componentes da fermentacdo alcodlica (glicose e etanol), comparando-se
diferentes formas de montar a matriz calibracdo,sendo que estafoi formada tanto por amostras
sintéticas quanto por amostras obtidas do meio fermentativo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras Reais: Processo de Producéo do Etanol Celulosico

Preparacdo de biomassa: bagaco e palha de cana pré-tratados foram lavados e 0s
materiais lignocelul6sicos foram secos a 45 °C durante 48 horas. Em seguidaforam
processados em um moinho de faca com granulometria inferior a 2 mm.

A hidrélise enzimatica: Bagaco e palha de cana explodidos a vapor foram submetidos a
hidrolise enziméatica em 0,1 M de tampdo de citrato (pH 5) a razdo soélido/ liquido de
1/10.Utilizaram-se 30 FPU de extrato enzimatico por grama residual de celulose no material
pré-tratado. Os ensaios foram feitos em agitacdo a 50°C e 200 rpm durante 24 h.

Fermentacdo alcodlica: A fracdo liquida do hidrolisado foi fermentada inoculando-se o
meio com 25 g/L de levedura e dada concentracdo inicial de glicose padronizada em 100 g/L.
Os experimentos foram conduzidos sob agitacdo a 31°C e 100 rpm.

O monitoramento da glicose foi realizado por kit enzimatico(Doles®, Brasil) e a
producéo de etanolfoi monitorada através do HPLC (Pereira et al. 2013).

2.2  Amostras Sintéticas

Amostras puras e misturas:As amostras sintéticas foram preparadas a partir da diluicdo
de uma solucdo tampéo de Citrato de Sodio (5 mM e pH= 4,5) com concentracdo inicial de
etanol e glicose igual a 200 e 180g/L, respectivamente. A partir destas solugOes aferiram-se
diferentes diluicbes para cada componente estudado (P).Partindo-se da mesma solugéo
tampé&o, obtiveram-se misturas ideais (M) de produto e substrato em diversas proporgoes, as
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quais foram escolhidas aleatoriamente.

2.3  Varredura no Infravermelho Proximo

Um espectrometro FT-NIR da Perkin Elmer (Spectrum 100N) — propriedade da
Embrapa Instrumentacdo — foi utilizado na leitura de todas as amostras consideradas neste
estudo. A resposta do equipamento consistiu na média de 32 varreduras de absorbancia numa
regido de comprimentos de onda.

2.4 Tratamento e Analise Matematica dos Espectros

Os procedimentos de refinamento dos dados, bem como as analises estatisticas
necessarias neste desenvolvimento foram implementados emMATLAB (Matlab R2010b).

Pré-tratamento dos espectros: Os espectros originais foram pré-tratados, sendo que para
este estudo, considerou-se o alisamento pela média com e sem a reducdo do numero de
pontos, bem como as derivadas de primeira e segunda ordem dos espectros alisados.

Calibragdo: Os dados tratados foram modelados a partir da multicalibragdo. A fim de
verificar qual modelo prevé a concentracdo dos analitos com mais acurécia, avaliaram-se 5
conjuntos de calibracdo distintos formados a partir de amostras sintéticas puras, misturas e
reais.O modelo de calibracdo utilizado para este estudo foi o da Regressdo por Minimos
Quadrados Parciais (Partial Least Squares, PLS) (Haaland, 1998).

Validacdo cruzada e validacdo externa:A fim de definir a quantidade de varidveis
latentesdo modelo, aplicou-se a validacdo cruzada (leave-one-out, LOO) do sistema e
calculou-se a soma do quadrado dos erros de previsdo (PRESS), ou desvio padrdo de
previsdo, para cada modelo gerado. O calculo do i-ésimo PRESS foi realizado a partir da
Equacéo 1.

PRESS' = \/EZ(cﬁ” —€0)? 1)
mi=

Onde c” e ¢ sdo a referéncia e o valor predito das concentragBes usadas na

validacdo cruzada.Assim, o numero de fatores mais adequado para descrever o sistema em
questdo, ou seja, 0 nimero de regressores (NR) étimo foi aquele cujo valor de PRESS do
componente foi minimo.

A validade do modelo obtido foi verificada a partir do erro de validagéo externa (EVE),
na qual se utilizaram 3 amostras do conjuntode dados da fermentagédo para avaliar a previsao
das concentragfes de etanol e glicose. Os erros da validagdo externa foram

calculadosanalogamente ao PRESS, dado que ¢{” admite o valor predito pela PLS (Brereton,
2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste trabalho, consideraram-se 22 amostras reais de fermentagdes distintas.Obtiveram-
se concentracGes variadas no meio fermentativo para os compostos quimicos estudados,
dentre as quais as maximas foram de 28,33g/L para o etanol e de 34,72g/L para a glicose, bem
como a concentracdo minima foi de 17,41 e de 21,31 g/L de etanol e glicose, respectivamente.

Ja para as amostras sintéticas, analisaram-se 32 amostras, sendo 10 para o conjunto de
solugdes de apenas um componente (denominadas aqui de amostras puras) e 22 para as
solugdes de misturas de etanol e glicose em tampdo citrato (denominadas aqui de misturas
ideais). A Tabela 1 contém as concentragdes puras.

Tabela 1-Concentragdes de etanol (Cg) e glicose (Cg) puros em diferentes diluigdes.
Ce(g/L) 200 160 120 80 40
Cs(g/L) 180 144 108 72 36

A Tabela 2 apresenta as concentragdes referentes as misturas ideaisde glicose e etanol
consideradas.

Tabela 2- Concentragcdes massicas de etanol (C;;) e glicose (Cg) nas amostras sintéticas.
Concentracdo massica

Amostras (% m/m)

CG CE
1 100,0 0,0
2 94,4 5,6
3 88,9 11,1
4 81,8 18,2
5 74,7 25,3
6 66,4 33,6
7 57,0 43,0
8 45,7 54,3
9 32,9 67,1
10 18,1 81,9
11 0,0 100,0

Apbs obter os espectros no NIR, realizaram-se 0s pré-tratamentos, que Sao
exemplificados pelosgréficos dispostos nas Figuras 1 e 2. Neste estudo, consideraram-se 0
alisamento dosespectros, bem como suas derivadas primeira e segunda.
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Figura 1- Espectros do conjunto de amostras sintéticas (puras e misturas ideais) alisados
pela média mavel.
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Figura 2- Espectros do conjunto de amostras sintéticas alisadas com derivada de a)
primeira e b) segunda ordem.

A priori, avaliou-se 0 conjunto de calibragdo formado apenas por amostras puras e
sintéticas. Para este conjunto de amostras, analisaram-se os erros da validacdo cruzada para
diferentes combinacbes de pré-tratamentos. Nesta andlise, 5 varidveis latentes foram
consideradas em todas as modelagens. Os dados estdo dispostos na Tabela 3.

O procedimento de alisamento n&o levou a grandes erros da validacdo para ambos
componentes, sendo que estes foram inferiores a 5%. Este resultado apresentou erros
equivalentes aqueles obtidos a partir de espectros brutos, sendo assim, consideraram-se
apenas 0s PRESSs dos dados alisados.
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A utilizacdo das derivadas primeira e segunda dos espectros (alisados ou ndo) nédo
melhorou o desempenho do modelo. Como pode ser visto nas Figuras 1le 2 ndo hé translagdes
acentuadas nas linhas de base dos espectros de absorbancia e de sua primeira derivada, as
quais justificariamo uso da primeira e segunda derivada, respectivamente, como pré-
tratamento. Assim, a utilizacdo de derivadas numéricas dos dados ruidosos levou a um pior
desempenho desses modelos, principalmente para os dados de etanol.

Tabela 3-Resumo da anélise dos pré-tratamentos estudados.

Modelos

1 2 3 4 5

Alisamento pela Média(perda de resolucao) X - - - X

Alisamento pela Média Mével - X - - -
Derivada Primeira - - X - X
Derivada Segunda - - - X -
PRESS Glicose 1,0 1,2 11 1,3 15

(%)

Etanol 5,0 5,0 10,0 13,0 9,5

A partir destes resultados, considerou-se apenas o alisamento pela média com perda de
dados para o pré-tratamento dos demais espectros, visto que esta técnica forneceu o menor
erro de validacdo cruzada para ambos componentes.

Além de amostras da fermentacdo etanolica real, analisaram-se também amostras
sintéticas, visto que o processo fermentativo para a producdo de etanol de segunda geracéao
ocorre em um meio complexo no qual coexistem diferentes compostos quimicos além
daqueles que se deseja mensurar e que podem prejudicar a previsdao da concentragdo dos
compostos quimicos. Portanto, para que as bandas do infravermelho proximo da glicose e do
etanol sejam facilmente identificados na solucdo real, obtiveram-se, a priori, espectros de
meios ideais.

Determinaram-se 0s regressores dos demais conjuntos de dados utilizados para a
calibracdo, bem como os respectivos erros referentes a validacdo cruzada (PRESS) e a
validacdo externa. As Tabelas4 e 5 apresentamas varidveis latentese os erros obtidos nas
etapas mencionadas, bem como as faixas de concentracdo referentes a cada modelo gerado.
Salienta-se que os fatores foram escolhidos cautelosamente a fim de evitar modelos
sobreajustados (over-fitting).

Como descrito, inicialmente, consideraram-se somente 0s dados sintéticos no conjunto
de calibracdo, ou seja, de amostraspuras e de misturas ideais (PM). Em seguida,
consideraram-se apenas os dados da fermentacdo etanolica real (F). Avaliaram-se também os
erros na modelagem baseada no conjunto de calibragdo formado por espectros de amostras
puras, misturas ideias e caldo de fermentagdo real (PMF). A Tabela 4 contém os resultados
referentes a estas modelagens.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

Tabela 4- Erros de validagéo cruzada e externa dos modelos obtidos com espectros alisados
para conjuntos de calibracdo formados por: PM; F e PMF.
Conjuntos de Calibracéo

PM F PMF
Etanol Glicose Etanol Glicose Etanol Glicose
Faixa de Validade
do Modelo (g/L) 0-160 0-180 17,41-28,33 21,31-34,72 0-160 0-180
NR 6 6 2 6 13 13
PRESS (%) 0,98 5,44 9,86 9,98 1,55 4,6
EVE (%) 451 8,44 22,96 8,43 1,68 3,68

O conjunto de dados formados pelas amostras reais foi satisfatorio somente para a
previsdo da glicose, visto que o erro foi inferior a 10%. Enquanto que para o etanol, este
conjunto apresentou um erro de previsdo superior a 20%, assim o ajuste do modelo para o
etanol partindo destas amostras ndo apresentou resultados promissores. A possivel explicacdo
para este resultado pode estar atrelada a presenca de diversos componentes quimicos no meio
fermentativo que podem ter absorvido no mesmo comprimento de onda que os componentes
estudados alterando, assim, o padrdo espectral destas substancias. A andlise do conjunto de
calibracdo, neste caso, poderia conter faixas de concentragdo mais amplas para 0s
componentes analisados, assim 0s erros seriam reduzidos, visto que a influéncia dos
compostos interferentes presentes no caldo seria menor.Os demais conjuntos de espectros
estudados geraram bons modelos de previsdo, apresentando erros aceitaveis que variaram
entre3,5 e 8,5%.

A unido dos espectros das amostras sintéticas e reais para formar um conjunto de
calibracdo (PMF) forneceu os melhores resultados. Os erros de previsdo dos modelos foram
inferiores a 4% tanto para o etanol quanto para a glicose. Além de menores erros de previsao,
estes modelos podem ser utilizados para prever uma faixa de concentracdo elevada e ainda
incorporam a presenca dos possiveis interferentes do sistema, pois contém amostras reais no
conjunto de calibragdo. Modelos com erros de validacdo externa ainda menores foram
obtidos, mas, nestes casos, 0s modelos, provavelmente, apresentaram over-fitting, visto que
estes modelos de previsédo apresentavam grande numero de variaveis latentes.

Avaliou-se ainda a influéncia das amostras puras no modelo de previsdo, ou seja, a
calibracdo do modelo foi obtida sem a referéncia de espectros das substancias puras.Assim,
consideraram-se dois conjuntos de calibracdo, o primeiro, formado somente por espectros das
misturas ideais (M) e o segundo formado por estes dados mais aqueles referentes a
fermentagdo real (MF). A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 5- Erros de validagdo cruzada e externa dos modelos obtido com espectros alisados
para 0s seguintes conjuntos de calibracdo: M e MF.
Conjuntos de Calibracéo

M MF
Etanol Glicose Etanol Glicose
Faixade Validadedo 4 14 g9 49 5,37-45,92 10,14-90,42 5,37-45,92
Modelo (g/L)
NR 3 3 10 14
PRESS (%) 12,88 13,40 5,25 5,42
EVE(%) 16,43 46,67 2,36 6,11
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Ao analisar o conjunto de calibracdo M, verificaram-seerros de validacéo externaaltos,
chegando a 47% para a glicose o que inviabilizaria 0 monitoramento.A unido dos dados de
misturas ideais e reais (MF) para formar o conjunto de calibracdo reduziu os erros de previsao
do modelo (~ 6%), mas nao teve um desempenho melhor que o conjunto PMF.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foram avaliados diferentes conjuntos de calibra¢do multivariada, a fim de
obter aquele que apresentasse o melhor monitoramento dos principais componentes da
fermentacao alcoolica de segunda geracdo (substrato e produto). Verificou-se que o melhor
conjunto de calibragdo foi aquele composto por espectros de amostras sintéticase reais (PMF),
visto que, para este caso, obtiveram-se erros de validacdo externa de até 4,0% para ambos
analitos. Além deste resultado, constatou-se que o conjunto de calibragdo composto apenas
por amostras puras emisturas também pode ser utilizado na previsdo do produto e substrato
deste processo, contudo com um erro maior na predicao da glicose (~8,5 %).
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