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RESUMO - A hidrolise enziméatica de materiais lignocelulosicos ¢ uma etapa importante
na producdo de etanol de segunda geracdo. As enzimas responsaveis pela hidrolise podem
ser obtidas a partir de cultivos submersos utilizando fungos filamentosos como o
Trichoderma harzianum. Modelos matematicos sdo necessarios para desenvolvimento de
processos, pois permitem o entendimento dos fendmenos envolvidos e podem ser usados
para scale-up e otimizagao das condig¢des de operacao. Neste trabalho avaliou-se a cinética
em batelada da producdo de enzimas em trés concentragdes iniciais de bagaco de cana-de-
actcar (10, 15 ¢ 20 g L"). Em seguida modelos matematicos foram propostos para
descrever o processo. De acordo com os resultados os modelos descrevem bem a cinética
nas condi¢des analisadas e os valores dos parametros resultantes foram semelhantes com
os valores que puderam ser estimados a partir dos dados experimentais.

1. INTRODUCAO

A constante preocupacdo com os efeitos causados pela emissdo e acimulo na atmosfera
de gases gerados a partir do uso de combustiveis fosseis, desperta o interesse de pesquisadores na
busca por novas fontes de energia e rotas alternativas para a geragdo de combustiveis menos
nocivos ao meio ambiente.

O etanol proveniente da fermentacdo vem sendo utilizado como combustivel para
veiculos automotores substituindo a gasolina, que € derivada do petrdleo. A grande vantagem do
etanol em relag@o a gasolina esta no fato de que o etanol ¢ considerado renovavel e, em principio,
sustentavel (Wheals et al., 1999).

Em processos fermentativos, a producao de etanol vem de cultivos utilizando leveduras
em condic¢des especificas. Para o crescimento destes microrganismos € necessario, entre outros
nutrientes, fontes de carbono como agucares de baixa massa molecular. Esses acucares podem vir
da hidrdlise enzimatica de materiais lignoceluldsicos.
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Fungos filamentosos t€ém sido tradicionalmente utilizados para producdo de complexos
enzimaticos para hidrélise dos principais componentes de materiais lignocelulésicos (Merino e
Cherry, 2007) devido a sua capacidade de producdo de complexos enzimaticos com altas
atividades.

Uma etapa importante no desenvolvimento de um processo ¢ a modelagem matematica e
as simulacdes, pois sdo importantes ferramentas para avaliar determinadas condi¢des de um
processo sem recorrer a construgdo de equipamentos em escalas maiores que as utilizadas em
laboratérios. Devido a sua importancia, a elaboracdo de modelos que descrevam fendmenos
naturais torna-se indispensavel para evitar gastos desnecessarios ¢ perda de tempo de producao
dentro de uma empresa.

Neste trabalho, o foco estara direcionado na modelagem matematica da producdo de

enzimas geradas pelo Trichoderma harzianum utilizando bagago de cana-de-aguicar como fonte
de carbono.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi empregado o fungo filamentoso Trichoderma harzianum armazenado em geladeira
em PDA (Potato Dextrose Agar).

Os meios de cultura base para preparacao de indculo e para experimentos em biorreator
estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢ao dos meios de cultura (base 1L) (Pereira e Pradella, 2010)

Composicao Meio de inéculo Meio de cultivo
Bagago pré-tratado (BED) - 10,15e¢20 g
Glicose 10g -

Celulose 10g -

Peptona lg lg

Solucao salina 50 mL 50 mL

Tween 80 I mL I mL

A solugdo salina empregada foi a solu¢cdo de Mandels concentrada (Mandels, 1957), em
g/L: KHyPO4 20; (NH4)2SO4 14; uréia 3; MgSO4.7H,0 3; CaCl, 3; FeSO4.7H,O 0,05;
ZnS04.7H,0 0,014; MnSO4.H,0 0,016; CoCl, 0,02.

O bagaco pré-tratado utilizado como fonte de carbono foi o bagago de cana-de-agucar
tratado por explosdo a vapor, deslignificado e moido em moinho de facas (BED). Os ensaios
foram realizados em reator de 3L (New Brunswick) com um impelidor pitched blade ¢ um
volume de indculo de 10 % (v/v). As condi¢des operacionais estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Condigdes operacionais para os ensaios em reatores de 3L

Condig¢des operacionais Valores
Frequéncia de agitagdo 200 — 350 rpm
pH 5

O, dissolvido 30 %
Temperatura 29°C

Fluxo de ar 0,3-4,8 vvin
Volume 1,5L

A concentragdo de celulose residual foi estimada segundo Ahamed e Vermette (2009). A
concentracdo de células foi estimada pela diferenca entre a massa seca total e a massa de
celulose. As atividades enzimaticas do caldo fermentativo FPase, xilanase, e beta-glicosidase
foram determinadas segundo Ghose (1987). A concentragdo de proteina total foi efetuada pelo
método de Bradford (1976). Apenas as enzimas na fase liquida foram consideradas na
modelagem matematica. Uma unidade de atividade enzimatica ¢ definida como a quantidade de
enzima requerida para liberar um pmol de agucar redutor por minuto, nas condi¢des do ensaio.

A estimagdo dos parametros e a simulagdo do modelo foram realizadas utilizando o
software Matlab R2013b. O conjunto de equacdes diferenciais foi resolvido através da fungao
ode45, a funcdo objetivo (Equacdo 1) foi minimizada pela fungdo fmicon, e para a interpolagao
foi usada a fungao interpl. Todos os ensaios foram empregados na estimagao dos parametros.

€y

2
2 P€3m2 Sem

np
f — z (Xn - Xen)z + (Pln - Peln)z + (PZn - PeZn)2 + (P3n - Pe3n)2 + (Sn - Sen)z
—~ Xem2 Pelm2 Peym

X, P e S sao as concentragdes de células, produtos e substrato obtidos pelo modelo. Xe,
Pe e Se sdo as concentragdes de células, produtos e substrato experimentais. Xe,,, Pe,, € Se,, sao
as maiores concentragdes de células, produtos e substrato obtidos experimentalmente, n
corresponde ao ponto que estd sendo analisado e nmp ¢ o nimero total de pontos a serem
analisados (Andrade, 2009).

3. RESULTADOS

3.1. Modelos Matematicos

O balango de massa para a producao de células foi representado pela Equagdo 2 onde o

velocidade especifica de crescimento (Equacao 3) foi descrita pelo modelo de Monod (I’:"fs)
S

Adicionou-se um termo de repressdo do crescimento celular andlogo ao termo de inibigdo por
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T
produto descrito em Levenspiel (1999) (1 — Xi) . A perda de massa celular foi representada por

uma equagdo de primeira ordem (Xkg;y).

r

Y () (1= ) x - x 2
dt_'um KS+S Xm ax ()

=i g) (2

Nas primeiras horas ndo foi observado grandes variagdes no consumo de substrato e
producdo de enzimas. Para representar esse atraso foi adicionada a expressdo proposta por
Bergter e Knorre (1972) (Bader et al., 1993) (Equacao 4).

(r) = (1-el70) @

Os balangos de massa para FPase, beta-glicosidase e xilanase estdo representados pelas
Equagdes 5, 6 e 7, respectivamente. A velocidade de aumento da concentragdo de enzimas na
fase liquida foi considerada proporcional a velocidade de consumo de substrato. Adicionou-se
um termo de repressdo da produgdo de enzimas andlogo ao termo de inibi¢ao por produto
descrito em Levenspiel (1999) e a perda de atividade enzimatica foi representada por uma
equagao de primeira ordem.

‘;—f = (FLxB; (1- %) (~es %) — FKpq )
‘;—f = (fL)XBs (1 - B'im)o (—KBS %) — BKpq (6)
dc% = (fL)XBxy (1 - )%)p <_KXyS %:) — XYKxya 7)

O consumo de substrato foi descrito apenas para a producao de células desconsiderando a
perda de massa celular, consumo para a producdo de enzimas e manutencdo das células para
simplificar o modelo (Equacao 8).

ds

__ Hx
Fri (fL) YxsX (8)

3.2. Resultados dos Modelos

As Figuras 1 e 2 apresentam a variagdo dos dados experimentais observados e o ajuste dos
modelos propostos em fungdo do tempo. De forma geral os modelos conseguem descrever bem a
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cinética de crescimento celular, consumo de substrato e variacdo da concentragdo de enzimas na fase
liquida para os ensaios realizados.
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Figura 1 — Perfis das concentragdes experimentais de células - X (m), celulose - S (o), FPase (m) e 0
resultado da simulagdo (—) para os ensaios utilizando 10, 15 ¢ 20 g/L de bagaco de cana-de-agticar

Os parametros dos modelos estdo apresentados na Tabela 3. Os valores ficaram semelhantes
aos valores estimados a partir dos dados experimentais resultando em um ajuste razoavel.

O modelo de consumo de substrato superestima o consumo no final dos cultivos utilizando 10
e 15 g/L de bagago de cana-de-agucar (Figura 1). Isso pode ter ocorrido devido a simplicidade desse
modelo. O modelo de Monod mais o termo de repressdao do crescimento (Equacgdo 3) conseguiram
descrever bem a velocidade especifica de crescimento celular.

As variagdes nos perfis das concentragdes de enzimas e substrato foram semelhantes (apenas
com sinais opostos) indicando proporcionalidade entre a velocidade de consumo e a velocidade de
variagdo da concentracdo de enzimas na fase liquida. Isso sugere que essa consideragao na construgao
dos modelos de enzimas ¢ plausivel.
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A falta de ajuste em algumas curvas mostra a complexidade na estimagdo de parametros
empregando diversos ensaios com varios componentes simultaneamente.
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Figura 2 — Perfis das concentragdes experimentais de Beta-glicosidase (m), Xilanase (m) ¢ o resultado
da simulagdo () para os ensaios utilizando 10, 15 e 20 g/L de bagaco de cana-de-agticar
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Tabela 3 — Descri¢ao dos pardmetros

Parametro Valor Valor Descricao
estimado modelo
U, 0,10-0,15' 0,15 Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™)
K 3,6-11.27° 4,26 Constante modelo de Monod (g L'l)
Xm >7 7,29 Crescimento méaximo (g L)
r - 0,97 Expoente de repressdo do crescimento (-)
kax <1 0,017 Constante de perda de massa celular (h™)
T, - 121,60 Constante da Equacio 4 (h™)
Yxs 0,4* 0,17 Fator de conversdo de células em relagdo ao substrato (g g")
B 3-7' 6,37 Velocidade especifica maxima de produgio de FPase (FPU g h™)
Fr > 668 714,49 Concentragido maxima de FPase (FPU L)
n - 0,70 Expoente de repressdo da producdo de FPase (-)
Krg - 16,85 Constante de proporcionalidade de FPase (h L g")
Kpq <1 0,0063 Constante de perda da atividade de FPase (h™)
By 13-25" 23,82 V. especifica maxima de produgio de p-Glicosidase (U g h™)
B > 3200 4000 Concentragio maxima de p-Glicosidase (U L™)
o - 1,42 Expoente de repressdo da producao de B-Glicosidase (-)
Kpgs - 22,11 Constante de proporcionalidade de B-Glicosidase (h L g™)
Kpg4 <1 0,0060 Constante de perda da atividade de p-Glicosidase (h™)
B Xy 370-510" 351,21 Velocidade especifica maxima de produgio de Xilanase (U g h™)
Xy, > 72000 80033 Concentragdo maxima de Xilanase (U L™)
p - 0,72 Expoente de repressdo da producdo de Xilanase (-)
Kxys - 41,82 Constante de proporcionalidade de Xilanase (h L g")
Kxya <1 0,0054 Constante de perda da atividade de Xilanase (h™)
X - - Concentragdo de células (g L™)
S - - Concentragdo de celulose (g L™)
F - - Concentragdo de FPase (FPU L)
B - - Concentragdo de Beta-Glicosidase (U L™)
Xy - - Concentragdo de Xilanase (U L")

"Parametros estimados utilizando o software OriginPro 8.0.
> Velkovska et al., 1997.
*Maet al., 2013.

* Pardmetro estimado utilizando a equagio AX/AS entre 0 e 48 h (fator de conversdo observado).

4, CONCLUSAO

Os modelos propostos conseguem descrever satisfatoriamente a cinética do processo para os
ensaios analisados. A repeticdo desses ensaios assim como ensaios ampliando o intervalo de
concentracdes iniciais de substrato devem ser realizados para aumentar a confiabilidade dos modelos.
Alteragdes nos modelos, como a consideragao da perda de massa celular no modelo de consumo de
substrato, podem ser efetuadas para melhorar o ajuste e descrever melhor o processo.
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