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Resumo

Modelos matematicos sdo necessarios para o desenvolvimento de processos, pois permitem o
entendimento dos fendmenos envolvidos e podem ser usados para scale-up e otimiza¢do das
condicbes de operacdo. O objetivo deste trabalho foi propor um modelo matematico para descrever
a cinética de crescimento celular, consumo de substrato e producdo de enzimas utilizando o
Trichoderma harzianum em diferentes concentracbes de bagaco de cana-de-aglcar (fonte de
carbono). Além disso, realizaram-se testes utilizando uma sonda de capacitancia para estimagdo on-
line da concentragdo de células no meio. As concentragGes de bagaco de cana-de-aclicar empregadas
foram de: 5; 10; 20; 30; e 40 g L', onde a concentracdo 10 g L™ foi utilizada para validar o modelo e as
demais concentragdes para a estimacdo dos parametros. As enzimas analisadas foram: celulase
(FPase), beta-glicosidase e xilanase. A estimag¢do da concentragdo de células utilizando a sonda de
capacitancia mostrou ser uma alternativa interessante, indicando que ha boa correlagao entre o sinal
da sonda e a concentracdo de células em meio solivel. No entanto, o meio insolivel (contendo
bagaco de cana-de-agucar) causou interferéncias, impedindo seu uso para uma analise quantitativa.
Modelos matematicos foram construidos para descrever as cinco varidveis de estado (concentragdes
de células e substrato, assim como atividades de celulase (FPase), beta-glicosidase e xilanase). Os
modelos parecem representar bem a cinética com um bom ajuste para a maioria dos ensaios.
Alteracdes nos modelos e novos ensaios com concentracdes diferentes de substrato ainda precisam

ser realizados com a finalidade de melhorar o ajuste e aumentar confiabilidade dos modelos.
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Abstract

Mathematical models are necessary to processes development, because they enable the
understanding of the involved phenomena and can be used to scale-up and optimization of operation
conditions. The aim of this work was to propose a mathematical model to describe the kinetics of the
cellular growth, substrate consumption and enzyme production using Trichoderma harzianum in
different sugar cane bagasse concentrations (carbon source). Besides, tests using a capacitance probe
to on-line cellular estimation were performed. The sugar cane bagasse concentrations employed
were: 5; 10; 20; 30; e 40 g LY. The 10 g L™ concentration was used to validate the model and the
others to parameters estimation. The enzymes analyzed were cellulase; beta-glucosidase; and
xylanase. The estimation of cellular concentration using the capacitance probe is an interesting
alternative indicating good correlation between the sign of the probe and the cells in soluble medium.
However, the insoluble medium (with sugar cane bagasse) caused interferences that prevented
guantitative analysis. Mathematical models were built to describe the five dependents variables
(concentrations of cells and substrate, as well as activities of cellulase (FPase), beta-glucosidase and
xylanase). The models seem to represent well the kinetics with a good fit for the majority of the
assays. Alterations in the models and new assays with different substrate concentration are needed

to provide better fit and increase the model trustworthiness.
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1. INTRODUCAO

O Brasil vem demonstrando que a producdo e o uso de biocombustiveis, como o bioetanol,
podem ser benéficos para paises em desenvolvimento. Entre os motivos destacam-se: reducdo de
emissdo de gases em comparagdo com combustiveis fdsseis; desenvolvimento de uma nova e atrativa
atividade no setor agricola; e diminuicdo da dependéncia de importacdo de combustiveis fésseis
(LAGO et al., 2012).

Em processos fermentativos, a produgdo de bioetanol vem de cultivos utilizando leveduras
em condi¢Oes especificas. Para o crescimento destes micro-organismos é necessario, entre outros
nutrientes, fontes de carbono como aglcares de baixa massa molecular. Esses aglcares podem vir da
hidrélise enzimatica de materiais lignoceluldsicos, matéria-prima renovdvel mais abundante na
natureza, que sdo geralmente pré-tratados para facilitar a atuagao das enzimas.

A hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos oferece uma étima alternativa para a
producdo de aglcares que podem servir como matéria-prima para varios produtos de interesse
comercial (bioetanol, acidos organicos e outros produtos quimicos) (HUI et al., 2010).

Os complexos celuloliticos tém sido os sistemas multi-componentes de enzimas mais
extensivamente estudados nos ultimos tempos devido a sua habilidade em decompor materiais
lignocelulésicos em acgucares (SHAHRIARINOUR et al., 2011). Ainda assim, o alto custo da producdo
das celulases ainda limita o seu uso para a producdo de acgucares soluveis (AHAMED et al., 2010)

Fungos filamentosos tém sido tradicionalmente utilizados para producdo de complexos
enzimaticos para hidrélise dos principais componentes de materiais lignoceluldsicos (MERINO e
CHERRY, 2007) devido a sua capacidade de produc¢do de complexos enzimaticos com altas atividades.

Uma etapa importante no desenvolvimento de um processo é a modelagem matemdtica e as
simulagGes, pois sdo importantes ferramentas para avaliar determinadas condi¢cdes de um processo e
elaborar estratégias para maximizar a formagao do produto de interesse. Devido a sua importancia, a
elaboragcdao de modelos que descrevam fenémenos naturais torna-se indispensavel para evitar gastos
desnecessarios e perda de tempo de produc¢do dentro de uma empresa.

A producdo de celulases em grande quantidade requer entendimento da cinética de
crescimento e producdo de enzimas, possibilitando o controle destes fatores. Este é um sistema

extremamente complexo, ja que diversos fatores influenciam a sua cinética. Ainda assim, mesmo com
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o enorme interesse pela producdo de celulases, existem relativamente poucos trabalhos recentes
tratando da modelagem matematica deste processo. A maioria das publica¢Ges na drea mostra dados
de desempenho de diferentes cepas de fungos em condi¢Ges especificas sem tentativa de
modelagem. Os modelos matematicos disponiveis em geral baseiam-se na proposta de um artigo de
1993 (BADER et al., 1993).

Neste trabalho, o foco estard direcionado na modelagem matematica da producdo de
enzimas geradas pelo Trichoderma harzianum utilizando bagaco de cana-de-aglcar como fonte de

carbono.
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2. OBIJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo matematico para a produc¢do de enzimas utilizando o Trichoderma
harzianum. O modelo visa descrever a velocidade de formacgdo das enzimas celulolitica e

hemicelulolitica em func¢do da concentracdo da fonte de carbono empregada.

2.1 Objetivos especificos

l. Realizagdo de ensaios em reator variando a concentracao inicial de substrato;
1. Estimacdo on-line da concentracdo de células utilizando uma sonda de capacitancia;
Il Proposicdao de modelos matemadticos para descrever as velocidades de consumo de substrato,
formacdo de enzimas e crescimento celular;

IV.  Validacdo dos modelos matematicos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bioetanol de segunda geracao

Os problemas gerados a partir do uso dos combustiveis fésseis, como acimulo de gases na
atmosfera e mudancas climaticas, vém incentivando pesquisadores a buscar formas de maximizar a
producdo de combustiveis a partir de fontes renovaveis e minimizar os efeitos nocivos ao meio
ambiente causados pelos processos de producao.

O bioetanol é um combustivel que pode ser gerado a partir de fontes renovaveis como
materiais lignoceluldsicos, e por ser um combustivel oxigenado, melhora a combustdo e, portanto
reduz a emissao de hidrocarbonetos, mondxido de carbono e particulas (BALAT et al., 2008).

O Brasil utiliza principalmente a cana-de-agucar como matéria prima para a produgao deste
combustivel no processo chamado de primeira geracdo. Um dos residuos gerados por esse processo é
o bagaco da cana-de-aglcar, que também pode ser convertido a bioetanol através das seguintes
etapas: pré-tratamento do bagaco; hidrdlise; fermentacdo; e separacao do produto (BALAT et al.,
2008). Este combustivel gerado a partir dos residuos lignoceluldsicos é chamado de bioetanol de
segunda geracao.

O pré-tratamento é uma etapa importante na conversdo dos residuos lignocelulésicos em
acucares fermentesciveis. A cristalinidade da celulose, grau de polimerizagdo, umidade, area
superficial disponivel e a quantidade de lignina sdo fatores que impedem a acdo dos agentes que
proporcionam a hidrdlise. O objetivo do pré-tratamento é remover a lignina e fracionar o material
para aumentar a velocidade e o rendimento da hidrdlise (KARP et al., 2013). Os tratamentos podem
ser fisicos, quimicos ou bioldgicos.

Apds o pré-tratamento, o material é hidrolisado pela clivagem da molécula de celulose
através da adicdo da molécula de agua. Essa reacdao pode ser catalisada por um acido diluido ou
enzimas (celulases) (BALAT et al., 2008). A hidrélise enzimatica é mais atrativa porque apresenta
maior rendimento do que a hidrdlise catalisada por acido e o custo da produgdo das enzimas vem
sendo reduzido substancialmente (PAN et al., 2005). As enzimas utilizadas na hidrdlise podem ser
produzidas utilizando o mesmo material lighoceluldésico empregado na producgdo do bioetanol de

segunda geracao como fonte de carbono.
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Na fermentacdo, um micro-organismo converte o caldo rico em glicose proveniente da
hidrélise em bioetanol. A recuperacdo do produto a partir do caldo ocorre através da destilagdo ou
destilagdo combinada com a adsor¢do (MOSIER et al., 2005).

A producdo de bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos vem sendo investigada durante
os ultimos anos, mas a sua producdo em larga escala ainda ndo se comprovou economicamente
vidvel. Estudos levando em consideracdo o processo de integracdo das unidades de operagdo, e
aumento nos rendimentos de fermentagdo sao alguns ramos do processo que precisam ser avaliados
com o intuito de tornar a producdo de bioetanol de segunda geragdo uma tecnologia competitiva

(RIVEIRA et al., 2010).

3.2 Bagago de cana-de-aglicar

Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos principalmente por trés grupos de polimeros:
celulose; hemiceluloses; e lignina. A celulose e as hemiceluloses sdo fragdes ricas em acgucares que
despertam o interesse de industrias, pois podem ser convertidos a diversos produtos através do
processo de fermentacdo (MUSSATTO e TEIXEIRA, 2010).

Um dos principais materiais lignocelulécicos encontrado em grande quantidade,
especialmente em paises tropicais, € o bagaco de cana-de-actcar (CARDONA et al., 2010). Esse
bagaco torna-se um residuo em potencial para a producdo de bioetanol de segunda geragdo por sua
abundante disponibilidade (proveniente de processos de producdo de aglcar e bioetanol de primeira
geracao) e seus pré-tratamentos de baixo custo (LOH et al., 2013).

Cada tonelada de cana-de-aglcar (50 % umidade) processada para produzir bioetanol ou
acucar gera aproximadamente 0,3 toneladas de baga¢o (HOFSETZ e SILVA, 2012). Em uma usina de
bioetanol, parte desse bagaco é empregado para gerar energia térmica e elétrica através da
combustdo. No entanto, processos vém sendo estudados para minimizar a demanda de energia
nestas usinas, o que ird resultar em um aumento no excesso de bagaco (DIAS et al., 2012). Esse
bagaco em excesso pode ser convertido a bioetanol proporcionando um aumento na producdo deste
combustivel nestas usinas sem recorrer a um aumento na plantagdo da matéria prima (cana-de-

acucar).
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3.3 Processo de producdo de enzimas

A hidrélise é uma das principais etapas do processo de producdo de bioetanol de segunda
geracdo, pois a partir deste processo ocorre a liberagdo de acglcares fermentesciveis que serdo
posteriormente convertidos a bioetanol por uma levedura especifica. A hidrélise enzimatica
apresenta algumas vantagens em relacdo a hidrdlise 4cida como maior rendimento. Além disso, as
enzimas apresentam alta especificidade de substrato e menor formacgdo de produtos secundarios do
gue reacdes quimicas convencionais (SEIBOTH et al., 2011).

Quando a hidrélise enzimatica é escolhida, o processo de producdo de enzimas passa a ser
também uma etapa importante do processo. A produgdo de enzimas em processos de fermentacao
consiste inicialmente em definir as enzimas de interesse, o micro-organismo que ird gera-las (fungos,
bactérias ou leveduras), definir as condigdes operacionais (pH, temperatura, reator) e de cultivo
(nutrientes), as formas do processo de producdo (batelada, batelada alimentada, continuo) e o
estado do meio em que sera realizado (fermentagdao em estado sélido ou submerso). Cada escolha
depende do objetivo principal, disponibilidade de materiais, interesse comercial, e do conhecimento
das vantagens e desvantagens associadas. Alguns desses importantes aspectos sao apresentados a

seguir.

3.3.1 Enzimas

As enzimas de interesse a serem produzidas para hidrdlise enzimatica sdo as capazes de
hidrolisar materiais lignoceluldsicos. Antes da hidrdlise enzimdtica ocorre o pré-tratamento que pode
conter uma etapa de remogao da lignina. Desta forma, a composicdao apds o pré-tratamento destes
materiais se torna basicamente celulose e hemicelulose (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).

Em geral é aceito que para hidrolisar a celulose em seus monOGmeros de glicose, sdo
necessarios trés tipos de enzimas (celulases): exo-1,4-B-glicanases, EC 3.2.1.91, (celobiohidrolases);
endo-1,4-B-glicanases, EC 3.2.1.4; e B-glicosidases, EC 3.2.1.21 (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012). As
endo-1,4-B-glicanases atacam internamente e randomicamente as cadeias da celulose, gerando
oligossacarideos com terminais ndo-redutores. As celobiohidrolases atacam os terminais ndo-
redutores das cadeias da celulose, formando o dissacarideo celobiose, que é composto por duas

unidades de glicose ligadas por ligagcdes covalentes da estrutura glicosidica nas posicdes B 1-4. As B-
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glicosidases hidrolisam a celobiose e outros celo-oligossacarideos de cadeia curta até D-glicose
(THONGEKKAEW et al., 2008).

As hemiceluloses tém uma composicdo mais variada em comparacdo a celulose e por isso
requerem um numero maior de enzimas para ocorrer uma hidrélise eficiente. Algumas das principais
enzimas para degradar as hemiceluloses sdo: endo-xilanase; acetil-xilano-esterase; B-xilosidase; endo-
mannanase; B-mannosidase; a-L-arabinofuranosidase (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).

O polimero mais frequente nas hemiceluloses é a xilana e as principais enzimas para degrada-
lo sdo (xilanases): as endo-xilanases, que clivam a cadeia principal em oligossacarideos menores; e as
B-xilosidases, que clivam as cadeias curtas de xilo-oligossacarideos em xilose (VAN DYK e PLETSCHKE,
2012).

Neste trabalho a atividade das enzimas responsdveis pela hidrélise da celulose foram
representadas pela atividade de FPase e B-glicosidase. A FPase (atividade de papel filtro) corresponde
a atividade de uma mistura de exo-glicanases e endo-glicanases (SANTOS et al., 2011). Ja para

degradacdo da hemicelulose, a atividade de xilanase foi considerada.

3.3.2 Micro-organismo

Os fungos filamentosos sdo geralmente saprofiticos, desta forma secretam uma ampla gama de
enzimas envolvidas na decomposicdo e reciclagem de biopolimeros. A maioria das enzimas sdo
hidroliticas e desenvolvem um importante papel na alimentacdo destes fungos, liberando carbono e
nitrogénio de macromoléculas insoltveis (EL-ENSHASY, 2007).

Os fungos filamentosos do género Aspergillus e Trichoderma sdo reconhecidos pela sua
habilidade de secretar grandes quantidades de proteinas, metabdlitos e acidos organicos no meio de
crescimento (CONESA et al., 2001). Dentre os fungos capazes de degradar celulose e hemiceluloses,
as espécies pertencentes ao género Trichoderma vém sendo extensivamente estudadas
(STRAKOWSKA et al., 2014). O Trichoderma reesei ¢ um dos fungos filamentosos mais empregados
para a producdo em escala comercial de diferentes celulases e hemicelulases e esta bem adaptado
em processos de fermenta¢do (STRAKOWSKA et al., 2014).

Nos processos de fermentacdo em estado submerso, os fungos sofrem diversas mudancas
morfoldgicas. Uma descricdo detalhada da morfologia se torna interessante porque sua correlagdo

com a produtividade pode ser avaliada e utilizada para a otimizacdo do processo. Geralmente em
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meio submerso as células dos fungos filamentosos apresentam trés principais fases. A primeira fase
corresponde a dilatacdo e germinagdo dos esporos, extensdo das hifas e ramificacGes. Na segunda
fase ocorre a formacédo das redes de hifas ou “biopellet”. E a terceira fase ocorre a autdlise das células
(EL-ENSHASY, 2007).

A medida que as hifas se estendem, o crescimento celular dos fungos filamentosos ocorre
devido ao aumento da formacao das pontas. Novas pontas formadas pela ramificacdo geram novos
ramos que possibilitam o aumento do crescimento superficial, melhorando a capta¢do de nutrientes
e secrecao de produtos (EL-ENSHASY, 2007). A secre¢do de enzimas por fungos filamentosos se
restringe principalmente as pontas das hifas em crescimento (HESHAM, 2007). Um hipotético
caminho para secrecao de enzimas por fungos esta descrito em Conesa et al. (2001). As proteinas que
sdo secretadas come¢am sua jornada para o meio extracelular, entrando no reticulo endoplasmatico
(RE) onde sdo dobradas e podem ser submetidas em distintas modificagées como glicosilagdo,
formacdao de pontes de dissulfeto, fosforilagdo, e montagem de subunidades. Depois, as proteinas
deixam o RE sendo transportadas em vesiculas para o complexo de Golgi, onde modificacGes
adicionais podem ser realizadas como mais glicosilagdo e processamento de peptideos. Finalmente as
vesiculas transferem as proteinas para a membrana plasmatica onde a partir desta etapa, sdo

secretadas.

3.3.3 Indugdo e repressao da sintese de enzimas

As celulases sao induzidas, na maioria dos fungos, na presenca de celulose ou um indutor.
Acredita-se que existam trés estados de regulacdo das celulases em nivel de transcricdo: expressdo a
nivel basal; secrecdo da massa de celulases induzida por indutores, e repressao catabdlica ou por
glicose. Em geral é aceito que a celulose, por si s6, ndo é capaz de desencadear a inducdo direta das
celulases por ser uma molécula muito grande para entrar na célula (ARO, 2003) e por ser insoluvel
(SUTO e TOMITA, 2001). A presenca de um nivel basal de celulases constitutivas pode degradar a
celulose em celo-oligossacarideos sollveis, permitindo a entrada desses sacarideos na célula e sua
conversdo a indutores que desencadeardo a indugdo. Apds a degradacdo da celulose, uma grande
guantidade de glicose é liberada, causando repressdo catabdlica (SUTO e TOMITA, 2001). A repressdo
catabdlica ird prevenir a sintese de um excesso de celulases em circunstancias onde ha uma

abundante fonte de carbono facilmente assimilavel (SUTO e TOMITA, 2001).
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O menor celo-oligossacarideo, a celobiose, é considerada um indutor por muitos pesquisadores
(SUTO e TOMITA, 2001). A soforose, que é um dissacarideo da glicose com ligagdo B-1,2, também é
considerada um indutor de celulases para o fungo Trichoderma reesei. Acredita-se que esse ultimo é
produzido por transglicosilacdo (SUTO e TOMITA, 2001).

A producdo de diversas hemicelulases de Trichoderma reesei é induzida durante o
crescimento na presenca de celulose, xilana, soforose, xilobiose e L-arabitol. A repressdo da sintese

de hemicelulases também pode ser causada pelo excesso de glicose (ARO, 2003).

3.3.4 Condigdes do processo

As condicOes em que o processo ocorre exercem um papel fundamental no crescimento
celular e geragdo do produto. Cada cultivo utilizando um micro-organismo apresenta condi¢coes
6timas que podem ser obtidas através de planejamentos experimentais e amplo nimero de ensaios
avaliando os principais componentes que influenciam o processo tendo como objetivo maximizar o
rendimento do produto de interesse.

Entre os principais fatores que influenciam o crescimento de um micro-organismo e a geragao
do produto estdo: pH; temperatura; aeracdo; agitacdo; fontes de carbono e nitrogénio; e sais. Além
disso, o processo pode ser conduzido em batelada, batelada alimentada, continuo, fermentacdo em
estado solido ou submerso.

Algumas das caracteristicas em que os processos sdo conduzidos devem ser avaliadas para
escolher a melhor op¢do. Por exemplo, as fermentacdes em batelada ocorre em um sistema fechado
em que os componentes do meio sdo colocados no reator no inicio do cultivo, com excecdo dos gases
(como oxigénio), acido ou base para o controle do pH, e agentes anti-espumantes. Durante o
processo ndao ha adicdo ou remocdo de nutrientes. A maior desvantagem desse processo é a baixa
produtividade devido ao tempo morto entre duas bateladas (tempo de ndo produgdo, onde ocorre a
limpeza e esterilizagao) (SRIVASTAVA e GUPTA, 2011).

Nos processos continuos o meio é constantemente adicionado no fermentador com uma
remogdo simultanea do caldo contendo residuos dos nutrientes e os produtos. Esse processo
proporciona uma alta produtividade. No entanto, estas condi¢cdes podem favorecer a contaminacao e
mutacdes. Ja na batelada alimentada geralmente ndo ocorre remoc¢do do caldo durante o periodo de

fermentacdo. A razao de alimentacao dos nutrientes ajuda a controlar as velocidades das reacdes. O
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trabalho envolvido nesse processo é relativamente mais intenso, devido as necessidade de
esterilizacdo do equipamento apds o final do cultivo e requer um controle preciso dos nutrientes
adicionados. Esse processo apresenta vantagens, como reducdo de possiveis inibices do crescimento
e produtos de metabolismo pelo substrato (SRIVASTAVA e GUPTA, 2011).

A diferenca entre a fermentagdo submersa (FS) e em estado sdlido (FES) esta no fato de que a
FES ndo apresenta agua livre no meio de cultivo, ja na FS, hd a presenca de agua em excesso
(SINGHANIA et al., 2010). Na FS, o processo de mistura é considerado perfeito, as concentra¢des de
células, produtos e substrato sao iguais em qualquer parte do reator. Na FES, o meio é considerado
heterogéneo. FES apresenta algumas vantagens como: simplicidade do meio de cultivo; menor
volume de efluentes liquidos; menor risco de contaminagdo. Algumas desvantagens incluem: dificil
controle de parametros como pH, umidade, temperatura e dificil automac3o do processo (ZUNIGA,
2010). Em virtude das desvantagens da FES, a maioria das celulases comerciais produzidas por fungos

filamentosos (A niger ou T. reesei) empregam a FS (SINGHANIA et al., 2010).

3.4 Cinética

Para construir as equagbes que irdo representar um processo de interesse, é necessaria a
compreensdo e descricdo matematica da cinética dos principais componentes. Em relagdo aos
processos de fermentagdo, o estudo da cinética de crescimento celular, formag¢do de produto e
consumo de substrato é essencial. A seguir é apresentada uma descricdo matematica da cinética para

um processo em batelada.

3.4.1 Cinética do crescimento celular

No crescimento celular em batelada observa-se geralmente a formacao de diferentes fases que
podem ser distinguidas construindo um grafico logaritmo natural da concentragdo de células em
funcdo do tempo de cultivo: fase lag; aceleracao; crescimento; declinio; estacionaria; e morte.

Durante a fase de crescimento e declinio, a velocidade de crescimento pode ser descrita de

acordo com a equacdo a baixo (DORAN, 1995):
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(dX) Cux 1
dt C—HX

Nesse periodo, a velocidade especifica de crescimento (uy) depende da concentracdo de
nutrientes presentes no meio. Geralmente em modelos matematicos simples, um Unico substrato é
considerado como o substrato limitante do crescimento (DORAN, 1995). A velocidade especifica de
crescimento pode ser relacionada com a concentracao do substrato limitante do crescimento de

acordo com a equacdo de Monod:

S

Hx = #mm

A equacdo de Monod é a mais empregada para descrever a influéncia da concentragdo do

substrato limitante do crescimento na velocidade especifica de crescimento (DORAN, 1995). Essa
equacao nao considera inibicdo pelo produto e nem pelo substrato.

Quando o crescimento sofre inibicao por altas concentra¢des do substrato ou produto, outros

termos podem ser adicionados a equagdo do Monod para melhor descrever o processo. Um exemplo
~ . ~ R s2\ ~
de equacdo que leva em consideracdo a inibicdo pelo substrato (K—) é a equacao de Andrews

i

(BONOMI e SHMIDELL, 2001):

S
Hx =WUm— & 3
S+K5+;

Por outro lado, a equagdo de Aiba, Shoda e Nagatani (BONOMI e SHMIDELL, 2001) leva em

consideraco a inibi¢io pelo produto (e (XPP)):

S

(=KpP) 4
S+Ks®

Hx = Um

A cinética de morte celular deve ser considerada em um processo de fermenta¢do onde uma
grande perda de viabilidade celular é esperada. A cinética de morte celular pode ser representada por

uma equacao de primeira ordem:
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dX
<_) = kDXX 5
d

Considerando o balanco de massa para o crescimento celular, combinando-se as Equacdes 1 e

ax (dX ) (dX ) 6
dt — \dt/, \dt/,
3.4.2 Cinética de formagao do produto

A taxa de formacgdo de produto em um processo de fermentacdo pode ser representada pela

equacgao a seguir:

dpP
at upX 7

As células utilizam a energia proveniente do consumo do substrato para diferentes finalidades
como crescimento celular, formagao de produto e manutencdo das células. A formagao do produto
pode estar diretamente associada ao crescimento, neste caso o produto serd formado sempre que
houver crescimento. A energia utilizada para a manutencdo das células também pode proporcionar a
formacgao do produto (DORAN, 1995).

Considerando que o produto é formado durante o crescimento e manutengao das células:

dP dX

a = Ypx (E)c +mpX 8
ou

dP

Frin (Ypxux + mp)X 9

onde a velocidade especifica de formacgdo do produto pode ser representada como:

up = (Ypxpx +mp) 10
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A velocidade especifica de formacdo de produto (Equagdo 10) é igual a combinacdo do termo
de formacdo de produto associado ao crescimento (Ypyiy) € ndo associado ao crescimento (mp -
velocidade especifica de formagdo de produto ndo associado ao crescimento) (DORAN, 1995). Ypy é 0
fator de conversdo de produto em relacdo as células. A formacdo do produto pode ser considerada
apenas associada ao crescimento (mp = 0), ndo associada ao crescimento (Ypx = 0), ou quando for
parcialmente associada se utiliza as duas contribuicdes.

Considerando enzimas como produto de interesse, a cinética de desativacdo das enzimas

pode ser representada por uma equac¢do de primeira ordem:

(dP> =kppP 11
), P

Considerando o balango de massa para o produto, combinando-se as Equacdes 7 e 11:

dpP

E = .UPX - kDPP 12

3.4.3 Cinética do consumo de substrato

A velocidade de consumo de substrato em um processo de fermentagdo pode ser

representada pela equacgado a seguir:

ds

Em algumas culturas onde a sintese de um produto esta parcialmente associada com o
crescimento, a velocidade de consumo de substrato esta relacionada a trés fatores: velocidade de
crescimento; velocidade de sintese do produto; e velocidade de substrato consumido para a

manutencdo das células (DORAN, 1995). A equacdo que inclui esses fatores esta apresentada a seguir:

dS_ (1(dX)+1dP+ X) 14
dt ~ \Yyg \dt/, s

ou
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—=—(—+—+m5>X 15

onde a velocidade especifica de consumo de substrato pode ser representada como:

Hx ﬂp )
= (2424 16
Hs (YXS Vos

mg corresponde a constante do consumo de substrato para a manutengdo das células.

3.5 Modelagem matematica

Modelos descrevendo os principais componentes de um processo de fermentagdo sdo Uteis
para a otimiza¢do e controle das atuais opera¢des de produgdo. Os modelos sdo desenvolvidos
baseando-se na formacado de células, consumo de substrato e formacdo de produtos. Os tratamentos
matematicos relacionados a bioengenharia sdo complicados devido a complexidade dos sistemas
vivos e a natureza segregada do ciclo de vida dos micro-organismos (THILAKAVATHI et al., 2007). A
combinacdo dos dados experimentais e modelagem matemdtica proporciona interpretagdes
coerentes dos resultados experimentais e podem ser Uteis para analisar novos aspectos da fisiologia
do micro-organismo. Além disso, os modelos podem ser utilizados para planejar experimentos mais
especificos, buscando um maior rendimento dos produtos de interesse (THILAKAVATHI et al., 2007).

Os modelos podem ser classificados em diversas formas: verbal, ndo verbal; estruturado, nao
estruturado; deterministico, estocastico; segregado, ndo segregado; discreto, continuo; entre outros.
No entanto, as principais classificacdes sdo: estruturado, ndo estruturado; e segregado, nao
segregado (THILAKAVATHI et al., 2007):

Os modelos ndo estruturados sdao os mais utilizados para a modelagem de sistemas contendo
micro-organismos por sua simplicidade e robustez. Ndo levam em consideracdo a estrutura
interna das células e descrevem apenas implicitamente as mudancas fisioldgicas das células em
relagdo ao ambiente. O modelo considera as células como uma Unica unidade e as equagdes
matemadticas sdo geralmente empiricas, o que limita sua capacidade de extrapolacdo. Apesar

disso, esses modelos sdo relativamente faceis de construir e sdo usados extensivamente;
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Modelos estruturados dividem a massa da célula em compartimentos. Esses modelos incorporam
um conhecimento bioldgico separando o biomaterial em compartimentos que sdo quimicamente
e/ou fisicamente distintos. As intera¢des entre compartimento-compartimento e compartimento-
ambiente sdo descritos por equacgles estequiométricas, balancos de massa e energia e
apresentam melhor capacidade de extrapolar do que os modelos ndo estruturados;

Modelos ndo segregados sdo baseados na populacdo homogénea, utilizam uma Unica variavel para
representar toda a populagao;

Os modelos segregados consideram a popula¢cdo como heterogéneas e oferecem vantagens como
relacionar as propriedades das células com atividades bioquimicas para distintas partes da
populagdo.

O desenvolvimento dos modelos matematicos apresenta diversas etapas: avaliacdo da cinética
dos componentes a serem representados por equagdes; construgcdao dos modelos; estimagdao dos
parametros; e validacdo do modelo. Os modelos devem conter parametros e estruturas matematicas
gue possam representar as variagdes dos principais fendmenos naturais e com isso descrever
satisfatoriamente um processo de interesse. Inicialmente é necessario compreender os principais
fatores que podem perturbar o sistema.

Em um processo de fermentacdo existem diversos fendmenos que influenciam o
comportamento da cinética de crescimento, sintese de produtos e consumo de substratos. No meio
de cultivo devem ser observados a temperatura, pH, propriedades reoldgicas, sistemas multifase, etc.
Ja em relacdo ao micro-organismo, existe a heterogeneidade das células, adaptabilidade, variaces
genéticas, etc (BONOMI e SHMIDELL, 2001).

A descri¢dao detalhada da influéncia de cada fendmeno e suas interagdes pode tornar o modelo
muito complexo e de dificil resolucdo, além de exigir um conhecimento muito especifico de cada
acontecimento; por isso, geralmente opta-se pela constru¢dao de modelos matematicos mais simples.

Equacgdes diferenciais ordinarias (EDOs) podem ser utilizadas para tentar descrever a cinética
dos principais componentes em processos de fermenta¢do. Métodos numéricos sao empregados para
resolvé-las, os pardmetros podem ser estimados com auxilio de uma funcdo objetivo e um método de
otimizagao.

Apds definir as EDOs, propde-se uma funcdo objetivo que consiste basicamente no célculo dos
residuos entre o modelo e os dados experimentais, quanto menor seu valor, mais semelhantes sdo os

valores experimentais em relacdao aos obtidos pelo modelo. Para diminuir o valor da funcao objetivo
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utiliza-se um método de minimizagdo que altera os valores dos pardmetros até uma condicdo a ser
satisfeita.

A Figura 1 apresenta um diagrama simplificado para estimagdo dos parametros 6timos de
modelos matematicos baseando-se no método simplex de Nelder-Mead (PRESS et al.,1992). Valores
iniciais sdo atribuidos aos parametros, calculam-se as EDOs e a funcdo objetivo. Com esses dados a
subrotina de otimizacdo é iniciada até encontrar um valor minimo para a funcdo objetivo e

consequentemente o melhor conjunto de parametros.

Parametros Geragao de
iniciais novos
»  Subrotina de > R
L parametros
- R otimizacao
Fungao obj. id

. A Funcao ob;.
Calcula residuo

Calcula residuo

A
4
Sub. integragao Sub. integragdo
Calcula EDOs Calcula EDOs
usando parametros usando novos B
iniciais parametros

Figura 1 — Diagrama simplificado para determinacao de parametros

3.5.1 Otimizagao

Problemas de otimiza¢do estdo relacionados a minimizagdo ou maximiza¢do de uma funcao.
Uma fungdo real f(x), onde f: R™ = R, que se deseja minimizar é chamada de fungdo objetivo, x é
um n-vetor de varidveis independentes em que x = [x1,X3,X3..]T € R®. Em problemas de
minimizagdo com restricdes, x € £2 onde 2 c R", caso 2 = R", ndo ha restricdes (CHONG e ZAK,

2001).
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Quando uma fungdo é minimizada, o valor da funcdo pode corresponder a um minimo local
ou global. Supondo f:R™ - R em que 2 < R™. Minimo local: um ponto x* € 2 é chamado de
minimizador local se f(x) = f(x*) quando x estiver proximo de x*. Minimo global: um ponto x* € £

é chamado de minimizador global se f(x) = f(x*) para todo x (CHONG e ZAK, 2001).

3.5.2 Estimagdo dos parametros

Quando uma func¢do objetivo é utilizada para descrever a habilidade do modelo em
reproduzir os dados experimentais, a estimacdo dos parametros é obtida através da localizacdo do
valor 6timo desta fungdo. Isto é realizado por diferentes formas de procura interativa através do
espaco dos parametros, geralmente restrices dos parametros sdo levadas em consideracgdo, e existe
um amplo numero de algoritmos que podem ser utilizados para esta tarefa (ALMQUIST et al., 2014).

O problema de estimacgdo de parametros se torna complexo pelo fato de que a maioria dos
modelos que descrevem sistemas bioldgicos contém nado-linearidades e muitos desses modelos
apresentam um numero grande de parametros a serem estimados. Um espaco de parametros com
alto nimero de dimensdes em combinacdo com a forte ndo-linearidade resulta em uma forma
complexa para a func¢do objetivo, apresentando diversos 6timos locais. Desta forma, se torna dificil
descobrir se o valor 6timo encontrado pelo algoritmo é um 6timo local ou global.

A funcdo objetivo ndo é representada por uma equacdo explicita dos parametros do modelo,
seus valores para certo vetor de parametros devem ser determinados a partir da resolucdo das
equacgtes do modelo (ALMQUIST et al., 2014).

No Apéndice encontra-se o algoritmo empregado neste trabalho para a estimacdo dos

parametros utilizando o software Matlab R2013b.

3.5.3 Resolugao do modelo

A avaliacdo da cinética do processo, assim como o estudo das formas de representar
matematicamente as principais influéncias sobre os componentes de interesse (a partir de relagdes
empiricas ou com o desenvolvimento de teorias) fornecem suporte para propor modelos
matemadticos nado-estruturados. O desenvolvimento de modelos mais complexos requer um

conhecimento mais especifico dos mecanismos envolvidos e apesar de representarem melhor o
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processo exigem informacGes de dificil acesso. No entanto, modelos simples ou complexos
apresentam diversos parametros que podem ser estimados com experimentos especificos, obtidos
através de dados da literatura e/ou estimados através de um ajuste dos modelos em relacdo aos
dados experimentais utilizando algoritmos.

Basicamente, quando equacbes diferenciais ordindrias (EDO) sdo empregadas para
representar o processo, a resolucdo destas equagdes e a estimagdo dos parametros exigem duas
principais funcdes: uma func¢do para resolver as equagbes; e uma fun¢do para minimizar a fungao
objetivo.

A funcdo objetivo calcula o residuo entre os dados experimentais e as solu¢Ges das equagdes
que representam o processo. Cada ponto experimental estd em um determinado tempo, e para que a
solucdo das equagdes seja calculada deste tempo, pode-se realizar uma interpolacdo. Outra
possibilidade é representar os dados experimentais por equag¢des dependentes apenas do tempo
através de um ajuste de uma func¢do especifica utilizando um software como o OriginPro 8.0. Neste
caso o residuo pode ser calculado no tempo correspondente ao tempo de integra¢do das EDOs.

Existem diversas linguagens computacionais em que os algoritmos podem ser escritos. A
linguagem Fortran é uma das mais empregadas. A subrotina DLSODE pode ser utilizada para resolver
o conjunto de EDOs. A subrotina PIKAIA (NETO, 2011) e AMOEBA (PRESS et al.,1992) sdo algoritmos
gue podem ser utilizados para realizar a busca do valor étimo para a fungéo objetivo.

Este tipo de problema também pode ser resolvido utilizando o software Excel 2007 sem
recorrer a linguagem Visual Basic. Com o auxilio de um suplemento (Xnumbers), as EDO de primeira
ordem podem ser resolvidas utilizando método de Runge-Kutta de quarta ordem. A fun¢do objetivo
pode ser minimizada utilizando a ferramenta Solver que pode empregar o método Quasi-Newton.

O software Matlab R2013b é outra ferramenta que pode ser utilizada para esta finalidade. O
conjunto de equacgdes diferenciais pode ser resolvido através da fungao ode45 que utiliza o método
Runge-Kutta quarta/quinta ordem, a funcdo objetivo pode ser minimizada pela fun¢do fmincon, e
para a interpolacdo pode-se usar a func¢do interpl (interpolagdo em uma dimensao).

A fungdo fmincon busca um minimo de uma funcdo objetivo que pode conter diversas
variaveis e restricdes. Os principais argumentos de entrada estdo descritos a seguir (MathWorks,

2014a):
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( c(x)<0
! ceq(x) =0

Ax<b
LAeq.x = beq
Ib<x<ub

min £ (x)

Onde b e beq sdo vetores, A e Aeq sdo matrizes, c(x) e ceq(x) sdo fungdes que retornam
vetores, e f(x) é a fungdo que retorna um escalar. Onde f(x), c(x) e ceq(x) podem ser fungdes ndo
lineares. x, b e ub podem ser vetores ou matrizes.

Os argumentos b e ub correspondem aos limites inferiores e superiores em que o vetor ou
matriz x (parametros) podem assumir respectivamente. A.x < b representam as restri¢Ges lineares
de desigualdade onde A é uma matriz de dimensdo m por n, representando m restricGes para uma
dimensdo n do vetor x. b apresenta a dimensdo m. Aeq.x = beq representam as restri¢gdes lineares
de igualdade e possuem o mesma forma das restri¢Ses lineares de desigualdade. Os termos c(x) < 0
e ceq(x) = 0 descrevem as restrigdes nao lineares .

Essa fungdo apresenta quatro algoritmos que podem ser escolhidos para minimizar f(x):
interior-point; sqt (sequential quadratic programming); trust-region-reflective; e active-set. O
algoritmo interior-point é a primeira opg¢ao recomendada por MathWorks (2014b). Este algoritmo lida
com grandes e pequenos problemas, satisfaz os limites em todas as interacGes e consegue se
recuperar de resultados infinitos (ex. divisdes pelo nimero 0) ou de valores que ndo sdo reais ou
complexos. Para fmincon pode-se incluir as derivadas parciais de primeira (gradiente) e segunda
ordem. Caso os gradientes ndo forem adicionados, o algoritmo os estima pelo método das diferencas
finitas.

Neste trabalho, a estimagdo dos parametros e a simulacdo dos modelos foram realizadas

utilizando o Matlab e as fung¢des ja mencionadas.

3.6 Modelos matematicos

O modelo de Bader et al. (1993) (Tabela 1) descreve a producdo de trés enzimas (exo-
glicanase, endo-glicanase e xilanase) do fungo filamentoso Trichoderma reesei Rut C30 baseando-se
em velocidades especificas de sinteses para cada enzima (r.). Trata-se de um modelo que considera a
repressao da sintese das enzimas devido a concentracdo de glicose (G) e xilose (Xy). As constantes de

repressao pela glicose e xilose foram adicionadas ao modelo de forma andloga aos coeficientes de

37



inibicdo na hidrdlise enzimatica (Rs e Ry, respectivamente). O modelo para enzimas esta descrito de
forma genérica (Tabela 1).

Os ensaios foram realizados utilizando um substrato insolivel (potato pulp) considerando a
adsorcdo e hidrélise. O modelo para o crescimento segrega a populacdo em células novas (X) e velhas
(Xa), onde apenas a novas sdo capazes de sintetizar enzimas. A velocidade especifica de crescimento
(1) depende da concentragdo de glicose e xilose.

O balango de massa para o substrato apresenta dois termos, um relacionado a gerag¢do dos
acUcares através de uma taxa de hidrélise (rg e ry) e outro descreve o consumo. O consumo de
glicose foi considerado preferencial e adicionou-se uma constante de repressao do consumo de xilose

pela glicose (Ris). Na Tabela 1 os modelos estdo apresentados para processo em batelada.

Tabela 1 — Modelos de Bader et al. (1993)

Modelos de enzimas, substrato e células,
respectivamente

dE; _ 1o (DX
PR kpeEq
et o
G _ QGTmG
— =1 - —X
dt Ker +G
aXy qxrmXYy
ET
KXT + Xy + E
ax_ (L)X —ky X
dat uf Xq
dX,
dt = anX — HaXq
derm@G qxrmXy Y.
XTS
Ker+G  Kyp +Xy+R%

Velkovska et al. (1997) (Tabela 2) propuseram que a sintese enzimatica utilizando um
substrato insoluvel (celulose) para o fungo filamentoso Trichoderma reesei Rut C30 é ndo associada
ao crescimento celular, havendo uma fase de crescimento onde se forma o que foi denominado

micélio primario (X,) (longo e pouco ramificado), que é acompanhado de uma alta velocidade de
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consumo de substrato; assim como uma fase de producdo das enzimas, com baixa velocidade de
consumo de substrato e formacdo do micélio secundario (Xs) (curto, muito ramificado, presenca
intensa de clamidosporos).

Assim, o micélio primario cresce com o consumo do substrato S segundo Monod e se
transforma no micélio secundério segundo uma equacdo de 1° ordem em rela¢do a concentracdo do
micélio primario. O modelo também contém o termo de morte do micélio secundario (k; Xs). O
modelo que descreve a atividade enzimatica considera que apenas os micélios secundarios sao
capazes de gerar enzimas

O consumo de substrato foi representado por uma velocidade de hidrdlise considerando que
essa é igual a velocidade de consumo de substrato. O modelo de hidrélise descreve adsorgdo de

enzimas segundo o modelo de Langmuir.

Tabela 2 — Modelos de Velkovska et al. (1997)

Modelos de enzimas, substrato e células,
respectivamente

dE;

dt = Ky Xs — K3E¢
ds SEfKqa
— = —[ky(1 —x)¥s + kg] ———
dt 4 ® 1+ EfKyuq

dX

dar = uXp — kqXs

_ S

O modelo de Lo et al. (2010) (Tabela 3) descreve a sintese de celulases e lactases utilizando o
fungo filamentoso Trichoderma reesei Rut C30 em um substrato soltvel (lactose). As velocidades
especificas de sinteses de enzimas sdo relacionas a cinética de Luedeking-Piret que inclui a velocidade
especifica de sintese associada e a ndo-associada ao crescimento (B). A sintese de celulases foi
considerada como nao sendo associada ao crescimento do fungo. A lactose (L) foi incluida no modelo
como indutor, a glicose (Glu) e a galactose (Gal) foram consideradas causadoras da repressdo. A
inducdo foi modelada com dependéncia do tipo Monod.

Para o consumo de substrato foram consideradas trés equag¢des, uma descrevendo o

consumo de peptona adicionada no meio (Pep) e as outras duas para o consumo de glicose e
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galactose, contendo dois termos, o primeiro é a geracdo a partir da hidrélise da lactose e o outro
descreve o consumo.

A velocidade especifica de crescimento depende preferencialmente do consumo de peptona,
glicose e galactose respectivamente. Na Tabela 3 o modelo estd apresentado para processo em

batelada.

Tabela 3 — Modelos de Lo et al. (2010)

Modelos de enzimas, substrato e células,
respectivamente

dFPU LX
e g k +L(1 Glu Gal
L + + (KGlu) + (KGal)
dGlu 180
o RH (_) _ UGiu X
dt 342)  Yy/ou
dGal 180 Ucal
- 5) -
dt 342)  Yy/cm
dPep - _ ﬂPep X
dat YX/Pep
ax X
:uPemeep ﬂGlumGlu
H= KPep + Pep Pep *
K +Glu( 1+ (K )
iPep
Kear,Gal
Pep Glu
KGal + Gal <1 + (KiPep) + (KiGlu)>

O modelo de Shahriarinour et al. (2011) (Tabela 4) descreve o crescimento e a producdo de
celulases (FPase, CMase) e da B-glicosidase pelo fungo Aspergillus terreus utilizando equacgdes
logisticas e a cinética de Luedeking-Piret. A FPase (atividade de papel filtro) corresponde a atividade
de uma mistura de exo-glicanases e endo-glicanases e a CMase corresponde a atividade de endo-
glicanase. Os ensaios foram realizados utilizando um residuo da producdo de éleo de palma como

fonte de carbono. Nao foi descrito um modelo para o consumo de substrato.
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Tabela 4 — Modelos de Shahriarinour et al. (2011)

Modelos de enzimas, substrato e células,
respectivamente

dFPase (dX
=a

— |+ bX
dt dt) *
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

- Fermentador BioFlo 115 de 3 L, marca New Brunswick Scientific;
- Banho termostatizado modelo ED marca Julabo;

- Estufa 502 marca Fanem;

- Espectrometro de massa HPK20 marca Hiden;

- Autoclave vertical AV 225 marca Phoenix;

- Centrifuga 5810R marca Eppendorf;

- Espectrofotometro UV-1800 marca Shimadzu;

- Medidor de pH 827pH lab marca Metrohom;

- Dessecador marca J. Prolab;

- Balanga analitica marca Sartorius;

- Estufa marca Binder;

- Leitor de placas Spectra Max M3 marca Molecular Devices;

- Termociclador Veriti 96 well marca Applied Biosystems;

- Microscopio H550S com camera digital sight DS fi2 marca Nikon;

- Shaker innova44 marca New Brunswick Scientific.

4.2 Micro-organismo

Foi empregado o fungo filamentoso Trichoderma harzianum P49P11 isolado da floresta
amazonica (DELABONA et al., 2013), armazenado em geladeira em PDA (Potato Dextrose Agar) e

repicado periodicamente a cada 2 meses.

4.3 Bagaco de cana-de-agticar (BED)

O bagaco de cana-de-aglcar recebeu um pré-tratamento por explosdo e deslignificacdo

(ROCHA et al., 2012). O bagaco de cana-de-agucar, contendo aproximadamente 50 % de umidade, foi
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transferido em um reator de tanque de ago inox de 200 L e selado. Vapor foi injetado até uma
pressdo de quase 1,3 MPa e mantido por 15 min. Apds esse tempo o reator foi subitamente
despressurizado, depois o material foi transferido para um ciclone de 1000 L e coletado em barril de
plastico. Em seguida foi lavado em uma centrifuga de 100 L a 1100 rpm.

A deslignificagdo foi realizada utilizando uma solugdo de NaOH de 1% (m/v). A reacgdo foi
realizada em um reator de aco inox de 350 L de capacidade e com um sistema de agitacdo e
aquecimento, utilizando uma razdo sélido-liquido de 1:10 (m/v). A operagdo foi conduzida a 100 °C
durante 1 h. Em seguida o material foi lavado até atingir pH neutro. O sélido foi seco em temperatura

ambiente e moido em moinho de facas utilizando uma abertura da peneira de 2mm.

4.4 Meios de cultura e condi¢des experimentais

Os meios de cultura base para prepara¢do de indculo e para experimentos em biorreator

estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Composicdo dos meios de cultura (base 1L) (PEREIRA e PRADELLA, 2010).

Composicao Meio de inéculo Meio de cultivo 1 Meio de cultivo 2
Bagaco pré-tratado (BED) - - 5,10, 15,20,30 e
40g
Celulose 10g - -
Peptona 1g 1g 1lg
Sacarose - 24 g -
Solucgdo salina 50 mL 50 mL 50 mL
Tween 80 1mL ImL 1mL

! Meio para teste da sonda de capacitancia.

O fungo foi inoculado em meio PDA e mantido em estufa a 29 °C. Apds, uma suspensio de
esporos (em 20 mL Tween 80 (0,1 % v/v)) foi preparada e transferida para o Meio de Indculo (Tabela
5). A solucdo salina empregada foi a solugdo de Mandels concentrada (MANDELS, 1957), em g/L:
KH,PO, 20; (NH,4),SO, 14; uréia 3; MgS0,.7H,0 3; CaCl, 3; FeS0O,.7H,0 0,05; ZnSO,.7H,0 0,014;
MnSQ,.H,0 0,016; CoCl, 0,02. Em seguida o meio contendo o indculo foi mantido a 29 °C, 200 rpm em
Shaker (New Brunswick Scientific) durante 60 h.

Os ensaios foram realizados em batelada utilizando um fermentador de 3L (New Brunswick

Scientific) com um impelidor pitched blade e um volume de indculo de 10 % (v/v). O meio foi
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esterilizado em autoclave a 121 °C por 30 minutos. As condi¢cdes operacionais estdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 6 — CondicGes operacionais para os ensaios em biorreatores de 3L

CondigOes operacionais Valores
Frequéncia de agitagdo 200 -350 rpm
pH 5
0, dissolvido 30%
Temperatura 29°C
Fluxo de ar 0,48 -0,7 vwvm
0, 0-—100 % (v/v)
Volume 19L

A frequéncia de agitacdo, fluxo de ar e a porcentagem de O, no fluxo de ar da entrada sdo
mantidos dentro de um intervalo para que o oxigénio dissolvido ndo diminua além de 30 %.
O controle de pH foi realizado automaticamente utilizando uma solu¢cdo aquosa acida de
H,SO, 0,4M e basica de NH,OH na proporcdo 1:3 (v/v). Um agente anti-espumante de
polipropilenoglicol (P2000, Dow Chemical, Brasil) foi adicionado no inicio de cada fermentagdo com
uma concentracdo de 1 mL L™
Os ensaios para a modelagem matematica e validacdo foram realizados em duplicata. O tempo

de ensaio foi de 96 h.

4.5 Metodologias analiticas

4.5.1 Concentracao de celulose e massa seca total

A concentragdo de celulose residual foi estimada segundo Ahamed e Vermette (2009). 10 mL
de amostra do meio de cultivo foram centrifugados (3000 g por 20 min) e o sobrenadante removido
para anadlise das atividades enzimaticas. A amostra sélida foi entdo lavada com agua destilada e seca
em estufa a 70 °C até massa constante. O resultado dessa etapa corresponde a massa seca total.

Em seguida a amostra foi suspensa em 3 mL de um solu¢do de acidos (acido acético 80 %
(v/v) e acido nitrico puro na propor¢cdo de 10:1) e fervida por 30 min em banho de &gua
termostatizado. Apds, a amostra ser resfriada e centrifugada (3000 g por 20 min), esta foi lavada

novamente com agua destilada, centrifugada (3000 g por 20 min) e seca em estufa a 70 °C até massa
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constante, sendo o sélido resultante composto principalmente por celulose. O procedimento foi

realizado em triplicata.

4.5.2 Concentragdo de células

A concentracdo de células foi estimada on-line utilizando uma sonda de capacitancia (Aber
Instruments, UK) que polariza as células através de um campo elétrico de radio frequéncia,
transformando-as em pequenos capacitores. A capacitancia é entdo mensurada por um processo
eletronico e convertida em grama de células por litro (segundo o fabricante a capacitancia é
proporcional a concentragdo de células viaveis).

A concentragdo de células foi estimada também pela diferenca entre a massa seca total e a
celulose (estimacgado descrita na se¢do 4.5.1). Apesar desse cdlculo resultar em uma mistura de células,
residuos de lignina e hemiceluloses, esta massa foi considerado como contendo predominantemente

células.

4.5.3 Atividade enzimatica

A atividade enzimdtica do complexo celulolitico foi dosada no sobrenadante de cultura pelo
método da atividade de papel de filtro (Filter Paper Activity — FPA, GHOSE, 1987) e expressa em FPU
(Filter Paper Units) por volume da enzima original, onde a escala de reacdo foi reduzida em 10 vezes,
visando minimizar o tempo e o uso de reagente. Trés discos de papel filtro Whatman N9. 1,
totalizando 5 mg, foram adicionados em tubos de ensaio contendo 100 plL de tampdo citrato de sddio
0,05 mol/L (pH 4,8) juntamente com 50 pL de sobrenadante de cultura (diluido conforme necessario).
As amostras foram incubadas a 50 °C por 1 hora. A reacdo foi cessada pela adicdo de 300 uL de
solucdo de é&cido dinitrosalicilico (DNS) e mantidas em banho a 95 °C por 5 minutos. Apds
resfriamento, 2 mL de dgua destilada foram adicionados aos tubos, e a absorbancia foi lida no
comprimento de onda de 540 nm. O aglcar redutor foi medido pelo método de Miller (1959),
empregando glicose como agucar padrao.

A atividade da enzima B-glicosidase foi dosada empregando como substrato p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (pnpG) (SIGMA-ALDRICH), 5 mM dissolvido em tampao citrato de sédio 0,05 M (pH

4,8). O ensaio foi realizado com 80 pL de substrato e 20 pL de enzima diluida, incubados por 10 min a
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50 °C. A reacdo foi paralisada com adicdo de 100 puL de 1 M de Ca,CO;, e a absorbancia foi
determinada na faixa de 400 nm em microplaca transparente (ZHANG et al., 2009).

A atividade de xilanase foi determinada empregando xilana de birchwood como substrato. Os
ensaios foram realizados em placas de 96 pocos como descrito: 10 uL do sobrenadante (diluido
conforme necessario) foram adicionados a 40 pl de tampao citrato de sddio 0,05 M (pH 4,8) e 50 pl
do substrato na concentragdo de 0,5 % em solugdo aquosa. A mistura foi mantida a 50 °C por 10
minutos (BAILEY e POUTANEN, 1989). O aguUcar redutor foi medido pelo método do 4acido
dinitrosalicilico (MILLER, 1959), pela adicdo de 100 plL de reagente. A xilose foi empregada como
acuUcar padrao.

A atividade foi calculada como recomendado pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada, sigla em inglés, IUPAC (GHOSE, 1987). Uma unidade de atividade enzimdtica é definida
como a quantidade de enzima requerida para liberar um pmol de agucar redutor por minuto, nas
condigcBes do ensaio.

Neste trabalho apenas as enzimas na fase liquida foram quantificadas.

4.5.4 Observagdes microscopicas

Para as observagGes microscépicas, 20 puL de amostra do cultivo foi inserida sob uma lamina
para microscopia e prensada por uma laminula. As observacdes foram realizadas em um microscépio
Gtico em laminas a fresco munido de camara digital com software para tratamento de imagem para

verificar a estrutura do micélio durante as fermentacées.

4.6 Métodos Matematicos

A estimacgdo dos parametros e a simulacdao do modelo foram realizadas utilizando o software
Matlab R2013b. O conjunto de equacgdes diferenciais foi resolvido através da fun¢do ode45, a fungao
objetivo (Equac¢do 17) foi minimizada pela fungao fmincon, e para a interpolacao foi usada a fungao
interpl. A funcdo ode45 utiliza o método Runge-Kutta quarta/quinta ordem. O algoritmo utilizado
pela funcdo fmincon foi o interior-point e o interpl realiza interpolagdo em uma dimensdo. Os
ensaios contendo 5, 20, 30 e 40 g L' de BED foram empregados na estimacdo dos parametros e o

ensaio contendo 10 g L™ foi utilizado para a validacdo do modelo.
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4.7 Fungao objetivo

A funcdo a ser minimizada pela subrotina de otimiza¢do estd descrita a baixo, onde X, Pe S
sdo as concentracGes de células, produtos e substrato obtidos pelo modelo, respectivamente. Xe, Pe
e Se sdo as concentragOes de células, produtos e substrato experimentais. Xe,, Pe, e Se, sdo as
maiores concentracdes de células, produtos e substrato obtidos experimentalmente, n corresponde
ao ponto que esta sendo analisado e np é o nimero total de pontos a serem analisados (ANDRADE,

2009).

f z [(X Xen)z (Pln - Peln)2 + (PZn - PeZn)2 + (P3n - Pe3n)2 + (Sn - Sen)z 17

Xe,,” Pe;,” Pey,,? Pes,,” Sep?
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Células

A estimacdo da concentracdo de células no meio de cultivo é essencial para a compreensado
da cinética do processo, para cdlculos de pardmetros como a velocidade especifica maxima de
crescimento e fatores de conversdo. A analise da sua relacdo com produtos e substratos fornece
informacdes sobre as velocidades especificas de formacdo do produto e consumo de substrato, e
indica se os produtos estao associados ou ndo ao crescimento celular.

Em um meio de cultivo submerso contendo substancias insoliveis, como é o caso deste
estudo que utiliza bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado como fonte de carbono, torna-se
impraticdvel a estimagdo direta da concentracdo de células através da massa seca. Neste caso,
métodos indiretos podem ser utilizados, onde se relaciona algum componente que seja mensuravel e
proporcional com a concentragao de células através de uma equag¢dao matematica. A quantificagdo do
consumo de O, ou liberagdo de CO,, assim como a estimacdo de DNA ou RNA s3o exemplos de
métodos para determinar indiretamente a concentracdo de células (KOUTINAS et al., 2003).

Outro método indireto para a estimacdo de células é através da utilizacdo de sondas de
capacitancia. Em baixas frequéncias de radio (0,1 — 10 MHz), a membrana celular de um micro-
organismo se comporta como um capacitor elétrico, se tornando polarizada por um efeito chamado
dispersdo B (SCHWAN, 1957 apud NEVES et al.,, 2000). A magnitude do efeito é linearmente
proporcional a fracdo de volume de células (KELL et al., 1987 apud NEVES et al.,, 2000). Para a
medicdo on-line da concentracdo de células, utiliza-se um instrumento que mede a permissividade
dielétrica do meio, sendo esta diretamente proporcional a capacitancia (KELLET al., 1987 apud NEVES
et al., 2000).

Algumas das principais vantagens da utilizacdo desta sonda de capacitancia incluem a
obtencdo on-line de dados experimentais e a possibilidade do calculo instantaneo da velocidade
especifica de crescimento. Essas informagdes podem ajudar na elaboragdo de estratégias de controle
automatico de alimentacdo para estender o processo de batelada para batelada alimentada visando o

aumento da producdo de enzimas.
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Além disso, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que utilizem esta sonda para
estimacdo da concentracdo de células de fungos filamentosos, apenas para bactérias e leveduras
(micro-organismos unicelulares).

Para verificar a proporcionalidade entre o sinal da sonda e a concentracdo de células do fungo
filamentoso Trichoderma harzianum, realizou-se uma fermentacdo em batelada (Meio de cultivo 1,
descrito na Tabela 5), em meio soltvel contendo sacarose (24 g L™) como substrato para ser possivel a
estimacdo direta da concentracdo de células por massa seca. Depois o valor encontrado foi
relacionado com o sinal da sonda.

A Figura 2 apresenta os perfis das curvas de concentracdo de células obtidas por
determinagdo de massa seca e o sinal da sonda de capacitancia em fun¢do do tempo. Observa-se que
os dois perfis sdo semelhantes e relacionando as duas curvas (Figura 3), obtém-se uma reta (y =
2,766x + 1,71) com bom ajuste (" = 0,972). Esse resultado indica que o sinal da sonda é linearmente

proporcional a concentracdo de células.
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Figura 2 — Concentragao de células (m) e sinal da sonda de capacitancia (A ) em fun¢do do tempo
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Figura 3 — Relagdo entre a concentragao de células e sinal da sonda de capaciténcia

Para verificar se a variagdo de substrato insoltvel (BED) causaria alguma interferéncia no sinal
da sonda, foram realizados dois testes contendo apenas o substrato. Variou-se a quantidade de
substrato no meio durante certo periodo, aumentando (Figura 4A) e diminuindo (Figura 4B) sua
concentracdo. Para aumentar a concentracdo de sdlido insoltuvel adicionou-se o substrato e para
diminuir adicionou-se agua, ambos periodicamente.

O aumento e a diminuicdo da concentracdo de substrato nas condi¢Ges analisadas causaram
interferéncias no sinal da sonda de capacitancia; o sinal diminuiu com o aumento da concentragdo e
aumentou com a diminui¢do da concentracdo, resultado indesejavel, ja que se esperava que a sonda
medisse apenas a concentragdo de células vidveis.

Além disso, foram realizadas duas fermentacdes contendo 10 e 15 g L™ de BED (Meio de
cultivo 2) (Figura 4C e 4D, respectivamente). O crescimento celular foi avaliado com auxilio da sonda
de capacitancia. As células também foram estimadas através da diferenca entre a concentracao de
sélidos totais e a concentracdo de celulose desconsiderando os residuos de lignina, hemiceluloses e
cinzas (outros) através da Equacdo 18. A concentracdo de sdlidos totais e celulose foram

determinadas pela metodologia descrita na sessdo 4.5.1.

células + outros = sdlidos totais — celulose 18
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De acordo com os resultado apresentados na Figura 4C e 4D, os valores estimados utilizando
a sonda de capacitancia foram superiores aos valores estimados pela Equacgdo 18, principalmente no
ensaio contendo 10 g L de BED. A sonda de capacitancia demonstrou ser coerente no ensaio
contendo substrato sollivel; no entanto, a presenca de material insolivel (BED) pode causar
interferéncias na estimacdo da concentracdo de células (superestimacdo). Devido a isso, a Equacdo 18
foi utilizada para estimar a concentragdo de células dos demais ensaios.

Apesar das interferéncias, a sonda de capacitdncia pode ser empregada para analise

qualitativa do crescimento celular em meio insolavel.
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Figura 4 — Interferéncia no sinal da sonda de capacitancia devido ao aumento da concentracdo de BED
(A), e a reducdo da concentracdo de BED (B). Variacdo das concentra¢des de celulose - S (m),
concentracdo de células estimada com auxilio da sonda de capacitancia - X (A ) e pela Equagdo 18 - X
(®) em fungdo do tempo (C—10gL e D—-15gL™" de BED).
Outra forma de quantificar o crescimento é através da estimacdo do CO, liberado pelas
células. A Figura 5 apresenta o perfil de porcentagem de CO, liberado pelas células nos cultivos

utilizando 10, 20, 30 e 40 g L' de BED. O CO, foi estimado por um espectrdmetro de massas (se¢do

4.1) com aquisi¢do on-line dos dados
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Observa-se que o aumento da concentragdo de substrato proporcionou um aumento na
liberagdo de CO,. O pico maximo de liberacdo de CO, para os cultivos ficou entre 22 e 38 h. A medida
gue se aumenta a concentracdo de BED esse pico é deslocado da esquerda para direita sugerindo que
guanto maior a concentracao de BED maior o atraso no crescimento.

A estimacdo do crescimento através da liberacdgo de CO, torna-se uma alternativa
interessante, pois os perfis de crescimento celular parecem ser proporcionais a liberacao de CO,
(Figuras 5 e 8). Para estimar a concentra¢do de células a partir da liberacdo de CO, pode-se construir
uma curva de calibragdo como foi realizado com a sonda de capacitancia conforme descrito
anteriormente. Neste trabalho n3do foi definida uma relagao entre células e CO,, mas essa ideia pode

ser explorada no futuro.
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Figura 5 — Perfis de CO, liberado durante as fermentagdes utilizando 10, 20, 30 e 40 g L'* de BED

5.1.1 Micrografias

No trabalho de Velkovska et al. (1997) ha a descricdo de duas estruturas de micélio para
cultivo de Trichoderma reesei Rut C30. No inicio do cultivo o micélio é pouco ramificado e foi
denominado como micélio primario. Apds algum tempo de cultivo esse micélio foi se tornando mais
ramificado, sendo denominado de micélio secundario (Figura 6). Essa estrutura de micélio foi

considerada como sendo a principal responsavel pela produgao de enzimas.
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Fonte: Velkovska et al., (1997)

Figura 6 — Micrografias do fungo Trichoderma reesei RUT C30 (A) micélio primdrio, (B) micélio
secundario

Durante o cultivo utilizando BED (Meio de cultivo 2, Tabela 1) foram observadas algumas
micrografias do meio para tentar identificar se ocorre a formag¢do de micélio secundario.

As micrografias A, B, C e D correspondem aos tempos 0, 28, 48 e 72 h de fermentacgado
respectivamente (Figura 7). Micélios longos e pouco ramificados foram observados durante todo o
cultivo, indicando que, aparentemente, ndo ha forma¢do de uma estrutura semelhante ao micélio
secundario.

Caso houvesse a formagao de micélio primdrio e secundario as equagbes para crescimento

celular descritas na Tabela 2 poderiam ser utilizadas.
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Figura 7 — Micrografias do fungo Trichoderma harzianum em meio contendo BED (aumento de 400 X).
A—0h,B—28h,C48 he D—72 h de cultivo utilizando 30 g L' de BED.

5.2 Cinética

O estudo da cinética deste processo de fermentacdo foi avaliado em relacdo a variagdo da
concentrag3o inicial de substrato (BED) em 5, 10, 20, 30 e 40 g L™. A Figura 8 apresenta a variag3o da
concentracao de células em fun¢do do tempo. O aumento da concentracdo de BED proporcionou um
aumento da concentragdo de células.

Observa-se que os ensaios iniciaram na fase onde ha a velocidade especifica maxima de
crescimento celular. O periodo de crescimento ocorre até aproximadamente 30 h, apds esse tempo, a
taxa de perda de massa celular torna-se superior ao crescimento, sendo mais acentuada a medida

que se aumenta a concentragdo de substrato.
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Figura 8 — Variacdo da concentracdo de células em funcdo do tempo para os ensaios contendo
5,10, 20,30 e 40 gL' de BED

A Figura 9 mostra a variacdo da concentracdo de celulose para os ensaios analisados. Nas
primeiras 12 horas de cultivo ndo sdo observadas grandes varia¢gdes na sua concentragdo. Em seguida
ocorre o periodo correspondente ao maximo consumo de substrato entre 25 e 45 h. Apds 45 h o
consumo de substrato tende a estabilizar. A medida que se aumenta a concentra¢do de substrato, o
residuo desta concentracdo também aumenta no final dos cultivos. A porcentagem de celulose nao

consumida no final dos ensaios ficou em torno de 16 % (m/m) em relagdo a concentragdo inicial.
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Figura 9 — Variacao da concentrac¢ao de celulose em fun¢do do tempo para os ensaios contendo
5,10, 20,30 e 40 g L™ de BED

As Figuras 10, 11 e 12 apresentam a variacdo da atividade de celulase (FPase), beta-
glicosidase e xilanase em fun¢do do tempo, respectivamente. Nas primeiras horas de cultivo também

nao sdo observadas grandes variagdes na atividade das enzimas.
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Figura 10 — Variacdo da atividade de celulase (FPase) em func¢do do tempo para os ensaios contendo
5,10, 20,30 e 40 gL de BED
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O aumento da concentracdo de BED de 5 a 30 g L™ proporcionou um aumento na atividade
das enzimas avaliadas. Quando 40 g L de BED foi empregado, a atividade de beta-glicosidase
diminuiu (Figura 11) e as atividades de FPase e xilanase (Figura 10 e 12, respectivamente) ficaram

semelhantes a condicdo de 30 g L™ de BED, indicando que ocorreu inibicdo pelo substrato.
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Figura 11 — Variagao da atividade de Beta-glicosidase em fun¢do do tempo para os ensaios contendo
5,10, 20,30 e 40 g L™ de BED
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Figura 12 — Variacao da atividade de Xilanase em func¢do do tempo para os ensaios contendo
5,10, 20,30 e 40 gL' de BED
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Observa-se que o periodo onde ocorre a variacdo da atividade das enzimas equivale ao
periodo em que ocorre a variacdo da concentracdo de substrato. A Figura 13 apresenta a velocidade
da variacdo de celulases (FPase) e celulose para o ensaio contendo 20 g L de BED. De acordo com a

Figura 13, a variacao semelhante das duas velocidades indica proporcionalidade.
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Figura 13 — Variacdo das velocidades d(FPase)/dt e d(S)/dt em fung3o do tempo para o020 g L™ de
BED. Valores estimados utilizando o software OriginPro 8.0

Nas primeiras horas de cultivo houve pouco consumo de substrato e producdao de enzimas,
contudo, ocorre um aumento da massa celular. Nesse periodo as células podem estar consumindo a
peptona e também acucares que podem ter sido liberados durante o periodo de esterilizacdo (121 °C
durante 30 min.). Para tentar explicar a baixa atividade de enzimas no inicio do processo pode-se
supor que as primeiras horas correspondem a um periodo de producdo das enzimas, onde a
velocidade de produgdo supera a de secre¢do (até 16 h), em seguida ocorre producgdo e secrecdo
(entre 16 e 55 h), e no final de cultivo ndo ha mais producdo, apenas secre¢do. Nos modelos
matematicos propostos nao foi feita distingdo entre produgdo e secre¢do de enzimas, no entanto essa

ideia pode ser melhor explorada em estudos futuros.
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5.3 Modelos matematicos
5.3.1 Fase inicial

Nas primeiras horas ndo foram observadas grandes variacdes no consumo de substrato e
producao de enzimas. Para representar esse atraso foi adicionada uma expressao proposta por

Bergter e Knorre (1972) (BADER et al., 1993):

f@®) = <1 - e(‘r‘i)) 19

No inicio do processo, quando o tempo tende a zero, esta equagdo também tende a zero.
Quando adicionada nas velocidades de consumo de substrato e formacdo dos produtos, esta equacao
garante que no inicio da fermentacdo as concentragdes de substrato e produtos (enzimas) ndo variem

consideravelmente.

5.3.2 Células

A Equacdo 6 representa o balanco de massa para células, sendo composta por duas parcelas,
uma descreve o crescimento e a outra a perda de massa celular. A velocidade de crescimento é
considerada dependente da velocidade especifica de crescimento (k) e proporcional a concentragao
de células (Equacdo 1). De acordo com a Figura 8, o aumento da concentra¢cdo de substrato
proporciona um aumento na concentracdo de células, portanto a velocidade de crescimento deve ser
considerada dependente da concentragao de substrato.

A equacdo de Monod (Equacdo 2) foi empregada para descrever a velocidade especifica de
crescimento devido a sua simplicidade e dependéncia de S.

Os valores semelhantes para as maiores concentragdes de células nos ensaios contendo 30 e
40 g L'* de BED sugere que pode haver um valor de concentracdo maximo & medida que se aumenta a

concentracdo de substrato. Por isso, foi adicionado um termo de repressao do crescimento celular
. S . . x\" ~
analogo ao termo de inibicdo por produto descrito em Levenspiel (1999) (1 —X—) . A Equacdo 20
m

representa a velocidade de crescimento e a Equacgdo 21, a velocidade especifica de crescimento.
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(). =) (-7 20
dt).  F\ko+s X,

SWEENS :

A velocidade de perda de massa celular foi também considerada dependente de uma
velocidade especifica e proporcional a X. De acordo com a Figura 8, quanto maior a concentracdo de
substrato empregada, maior é o decréscimo da concentracdao de células apds 30 h. Desta forma, a
velocidade especifica de perda de massa celular também foi descrita dependente da concentragdo de
substrato utilizando a equacdao de Monod.

Adicionou-se a Equacgdo 19 para que esta velocidade tenha pouca influéncia no inicio, ja que se
espera que haja pouca perda de massa celular no comego na fermentagdo. As Equagbes 22, 23 e 24
correspondem a velocidade de perda de massa celular, velocidade especifica de perda de massa

celular, e o balango de massa para o crescimento, respectivamente.

(G), = FOmna (rg) * 22
at), =T Wkma s

— £ ( S ) 23
Uxa = f (O tma Keq + S
ax
at = X(ux — txa) 24
5.3.3 Enzimas

A Equacdo 9 representa a velocidade de formagdo do produto que contém um termo
associado ao crescimento (Ypxliy) € outro ndo associado ao crescimento (mp). Analisando a cinética
de atividade das enzimas e concentracdo de células, observa-se que o crescimento ocorre no inicio
do processo onde ha baixa atividade enzimatica. Isso sugere que durante o crescimento pode haver
pouca formacdo de enzimas e por isso apenas o termo nao associado ao crescimento foi utilizado nos
modelos de formacao dos produtos. Os balangos de massa para atividades de FPase, beta-glicosidase

e xilanase estdo representados pelas Equacgdes 25, 26 e 27, respectivamente.
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A perda de atividade enzimatica foi representada por uma equacdo de primeira ordem de

acordo com a Equacao 11.

UF_ o X(l F>n( K ds) ! FK 25
iF
B ompx (1) (s ) (—— | - B 26
dt_f mg B BS J¢ 1+S/K Bd
iB
dX—y=f(t)mXX(1—ﬂ)p (—KX 5§> 1 ) xyk,, 27
dt Y XV Y2 dt 1+S/K- Y

iXy

Para tentar representar a inducdo e repressdo da formacdo de enzima, trés termos foram

empregados, um relacionado a inducdo e os outros dois relacionados a repressdo catabdlica:

- Termo de inducgéo

ds
(‘KPS E)

O termo de inducdo foi adicionado a partir das observacbes dos resultados da cinética. A
velocidade de consumo de substrato (celulose) mostrou ser proporcional a velocidade de formacdo
das enzimas (Figuras 13). Quanto maior a velocidade de consumo de substrato, maior foi a
velocidade de formacgdo das enzimas. A celulose é considerada como um indutor indireto que a partir
de sua degradacdo, por enzimas constitutivas, pode formar substratos indutores (ARO, 2003; SUTO e
TOMITA, 2001), e quanto maior a velocidade de consumo de celulose, maior pode ser a formagao

desses indutores, assim contribuindo com o aumento da velocidade de formacgao de enzimas.

- Termos de repressdo
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b) !
1+ S/Kip

O primeiro (a) é um termo de repressdo da formacdo de enzimas analogo ao termo de
inibicdo por produto descrito em Levenspiel (1999). Esse termo indica que quanto maior a atividade
de enzimas menor sera seu valor, ou seja, quanto mais préoximo P (atividade enzimdtica) estiver de
P, (atividade enzimatica maxima) menor serd a velocidade de sintese da enzima. O expoente y
controla a influéncia dessa repressdo, quanto menor seu valor (y — 0) menor vai ser a contribuicdo
desse termo na velocidade de formacdo das enzimas.

Pode-se dizer que as atividades préximas do valor de B, indicam atividades consideradas
suficientes pelo fungo. Quando P esta préximo de B, ndo ha mais necessidade de gastar energia para
produzir enzimas, ou porque as enzimas presentes ja sdo suficientes para a liberagao dos aglcares
(repressdo catabdlica) ou o substrato indutor esta acabando. Segundo Suto e Tomita (2001), o
processo de sintese de enzimas consome energia e por isso a transcricdo dos genes de celulases e
hemicelulases é cuidadosamente regulado, assim o fungo pode reagir e se beneficiar das mudancas
do ambiente para obter energia e carbono dos substratos mais suscetiveis e evitar a producdo
desnecessaria dessas enzimas.

O segundo termo de repressdo (b) foi adicionado ao modelo de acordo com as observacgoes
experimentais. O aumento da concentragio de substrato de 30 g L™ para 40 g L™* de BED n3o
proporcionou um aumento na atividade enzimatica, sugerindo que pode ter ocorrido inibicdo da
formacado de enzimas pelo substrato. Quanto maior a concentracdo de substrato maior a contribuicao

desse termo de repressdao e menor serd a velocidade de formacgdo da enzima.

5.3.4 Substrato

A Equagdo 15 descreve o consumo de substrato para o crescimento (uy/Yys), formagdo de
produto (u,/Yps) € manutencdo das células (mg). Para simplificar o modelo apenas o consumo

relacionado ao crescimento celular foi considerado (Equacédo 28).

as Hx
—=—f({t)—X 28
= S )Yxs
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5.4 Estimagao dos parametros

Para a estimacdo dos pardmetros foram empregados os ensaios contendo 5, 20, 30 e 40 g L™
de BED e as cinco equagdes representando o crescimento celular, consumo de substrato e formacao
de enzimas (descritas na se¢do 5.3) contendo um total de 26 parametros. Os parametros estimados
estdo apresentados na Tabela 8. A estimacgdo de alguns parametros a partir dos dados experimentais
(Tabela 8 - valor estimado) foi realizada para servir como base no chute inicial para estimacdo dos
parametros pelo software Matlab (Tabela 8 - valor modelo).

A Tabela 7 mostra a forma que alguns parametros foram estimados utilizando os dados
experimentais. A velocidade especifica de formacdo do produto (enzimas) ndo associada ao
crescimento (mp) foi considerada como uma velocidade especifica maxima (up,,). A velocidade
especifica de crescimento aumenta a medida que o tempo tende a zero de acordo com a analise da
cinética de crescimento, desta forma a velocidade especifica maxima de crescimento se localiza no
inicio da fermentacdo. As derivadas foram calculadas utilizando o software OringinPro 8.0. Os demais
parametros ndo indicados na Tabela 7 e presentes na Tabela 8 (valores estimados) foram estimados a

partir de observacdes dos resultados da cinética.

Tabela 7 — Estimagdo de parametros a partir dos dados experimentais

Parametro Consideragoes
lm(uy) =
Um _ (1 dX)
e =\Xde ),
li =

(%n)r:o(ﬂp) Upm
Mmp = Upm 1dpP
M =X dr
Voo = AX

! estimado entre 0 e 32 h, periodo de crescimento.
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Tabela 8 — Estimacdo dos parametros

Parametros Valor Valor Unidades
Modelo Estimado
U 0,444 0,31-1,21 h
K 6,932 - gLt
Xm 16,873 > 16 gL?

r 1,468 - -
Uomd 0,104 - h*
Ksq 1,031 - gL?

T, 15,87 <24 h
Yys 1,986 1,2-3,4 gg’
mp 4,184 2,4-5,1 FPUg'h™

E, 1998,32 > 1300 FPU L

n 1,662 - -
K 14,380 - Lhg'
Kip 3,382 - gLt
Krq 0,004 - h*
mp 23,644 12-20 Ug'h'
B, 10119,27 > 9100 uLt

0 0,970 - -
Kgs 6,492 - Lhg!
Kip 7,960 - gLt
Kpq 0,001 - h*
Myy 549,916 288-450 Ug'h'
XV 180000,23 > 170000 uLt

D 2,101 - -
Kxys 10,213 - Lhg*
Kixy 6,006 - gLt
Kxya 0,001 - h*

A comparagdo de alguns parametros esta apresentada na Tabela 9. Nao foram encontrados
na literatura modelos matematicos que descrevem a cinética do processo de fermentagao utilizando
o Trichoderma harzianum. No entanto, alguns parametros foram comparados com os do trabalho de
Velkovska et al. (1997) e Ma et al. (2013), que utilizaram o Trichoderma reesei e celulose como fonte
de carbono e também com o trabalho de Shahriarinour et al. (2011) que utilizou o fungo Aspergillus
terreus e um residuo da produgdo de éleo de palma como fonte de carbono, todos para a produgao

de celulases.
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Observa-se que o maior valor para a velocidade especifica maxima de crescimento (i) foi
obtido pelo Trichoderma harzianum em relagdo aos outros trabalhos indicando maior velocidade de
geracdo de células por grama de células presente no meio. O fator de conversdo de células em
relagdo ao substrato (Yys) também foi maior em comparagdo com o trabalho de Ma et al. (2013),
mostrando que o crescimento celular foi proporcionado por um consumo menor de substrato. A
constante da velocidade especifica de formacdo de celulases (representada pela atividade de FPase)
ndo associada ao crescimento (mg) foi maior que a do trabalho de Velkovska et al. (1997), indicando
maior produtividade de celulases em relagcdo a concentragao de células. A producdo de celulases pelo
fungo Aspergillus terreus (SHAHRIARINOUR et al.,, 2011) foi considerada associada apenas ao

crescimento celular porissomp = 0

Tabela 9 — Comparagdo de parametros

Parametros
Hn K Xm Krq Yxs mp Referécias
(h) (gL (gL (h) (gg’) (FPUg”h?)
0,06 -0,125 3,6-5,5 - 3,5E-4-3,9E-4 - 0,67-2,18 VELKOVSKA et al. (1997)
0,096 11,27 - 0,018 1,19 - MA et al. (2013)
4,1E-3-7,1E-3 - 7,15-11,54 - - 0 SHAHRIARINOUR et al. (2011)
0,44 6,93 16,88 0,004 1,99 4,18 Neste trabalho

5.5 Resultados dos modelos

As Figuras 14, 16, 18 e 20 apresentam os dados experimentais e os resultados dos modelos para
as concentragdes de células, celulose e atividade de FPase. J& as Figuras 15, 17, 19 e 21 mostram os
dados experimentais de atividade de beta-glicosidase, xilanase e o ajuste dos modelos.

Os modelos conseguiram representar bem os perfis das curvas experimentais com um bom
ajuste para a maioria dos ensaios. Os modelos propostos para crescimento celular, atividade de FPase
e xilanase parecem descrever bem os dados experimentais para esses ensaios. O modelo para
descrever a concentracdo de celulose se ajustou bem aos dados, exceto para a condi¢do de 5 g L™ de
BED (Figura 14) onde houve uma superestimac¢do do consumo de substrato. As simplificacGes neste
modelo podem ter contribuido para a falta de ajuste nesta condicdo.

A atividade de beta-glicosidase foi bem descrita pelo modelo, apenas na condicdo de 30 g L™ de
BED (Figura 19) o modelo proporcionou um ajuste ruim. A adi¢do do termo de inibi¢cdo pelo substrato

pode ter influenciado no decréscimo dos valores do modelo, pois esse modelo considera que em altas
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concentragdes de substrato ocorre inibicao da producdo de enzimas, no entanto a inibicdao prevista

pelo modelo para beta-glicosidase parece ser maior do que realmente acontece nesta condicao.
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Figura 14 — Perfis das concentragbes de celulose (e), células (m), atividade de FPase (A) e o resultado
do modelo (-) para o ensaio contendo 5 g L™ de BED

2400 48000

4 42000

2000 ]
o - 36000
-
S 16004 T .
= 430000 <
2 ] _|
® -
T 12004 424000 =
8 b
S 118000 &
O 8004 ] 3
© X
T 412000
) ]
400
416000
0 T T T T T T T T T 0
0 20 40 60 80 100

Tempo (h)

Figura 15 — Perfis das atividades de Beta-glicosidase (m) e Xilanase (A) e o resultado do modelo
() para o ensaio contendo 5 g L de BED
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Figura 16 — Perfis das concentracGes de celulose (@), células (m), atividade de FPase (A) e o resultado
do modelo () para o ensaio contendo 20 g L' de BED
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Figura 17 — Perfis das atividades de Beta-glicosidase (m) e Xilanase (A) e o resultado do modelo
(-) para o ensaio contendo 20 g L™ de BED
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Figura 18 — Perfis das concentracGes de celulose (@), células (m), atividade de FPase (A) e o resultado
do modelo () para o ensaio contendo 30 g L' de BED

14000 160000
120004 4140000
- ] 4120000
<™ 10000
a ]
=) - 100000
o 8000 ] 5
@ {80000 =
© (0]
‘B 6000 ; a
(@]
8 {60000 £
& 4000 ] X
8 4 40000
(0]
m -
2000+ 420000
0 T T T T T T T T T 0
0 20 40 60 80 100

Tempo (h)

Figura 19 — Perfis das atividades de Beta-glicosidase (m) e Xilanase (A) e o resultado do modelo
(-) para o ensaio contendo 30 g L™ de BED
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Figura 20 — Perfis das concentracGes de celulose (@), células (m), atividade de FPase (A) e o resultado
do modelo (-) para o ensaio contendo 40 g L' de BED
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Figura 21 — Perfis das atividades de Beta-glicosidase (m) e Xilanase (A) e o resultado do modelo
(-) para o ensaio contendo 40 g L™ de BED

Esses resultados demonstram que os modelos de consumo de substrato e atividade de beta-
glicosidase precisam ser melhorados. No modelo de beta-glicosidase, novos termos de inibi¢cao pela

concentracdo de substrato podem ser testados para melhor representar esta influéncia. Ja no modelo
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de consumo de substrato os termos de consumo para manutencdo das células e para a formacdo de
produtos podem ser analisados.

A falta de ajuste de alguns dados pode estar também relacionada a complexidade do ajuste
simultdneo dos ensaios para estimacdo dos 26 parametros utilizando 5 equagdes diferenciais
ordindrias e 4 conjuntos de dados experimentais (5, 20, 30 e 40 g L™ de BED) onde cada conjunto
contém 5 varidveis de estado (concentragdes de células e celulose; atividades de FPase, xilanase e

beta-glicosidase).

5.6 Validagao

O ensaio contendo 10 g L™ de BED n3o foi empregado para a estimag3o dos pardmetros. Com
esses dados pode-se avaliar a capacidade dos modelos para predicdo dos dados experimentais em
uma concentragdo de substrato diferente. A Figura 22 e a 23 apresentam os resultados da simulagao
e os dados experimentais para este ensaio.

Observa-se que os modelos descrevem bem os dados experimentais para concentra¢do de
células, atividades de FPase e beta-glicosidase; no entanto os modelos para predizer a atividade de
xilanase e concentracao celulose proporcionaram um ajuste ruim.

O modelo para substrato superestima o consumo, assim como no ensaio contendo 5 g L™ de
BED (Figura 14). J& o modelo para xilanase descreve bem os dados até 60 h, apds esse tempo, o
modelo prediz valores inferiores aos dados experimentais.

As atividades experimentais finais de xilanase nesta condi¢do atingiram valores superiores a
condi¢do de 5 g L'* de BED (Figura 15) e semelhantes & condi¢do de 20 g L™* de BED (Figura 17). No
entanto a simulacdo do modelo na condi¢do de 10 g L™ de BED gerou valores intermediarios da
atividade de xilanase (entre a condicdo de 5 g L e 20 g L™ de BED). Isso sugere que o aumento da
concentracdo de substrato ndo aumentou de forma proporcional a atividade de xilanase (para essas
condigdes).

A qualidade de predicdo dos modelos matematicos pode ser caracterizada usando o desvio
padrdo residual (RSD), Equagdo 29, que fornece uma indicagdo de precisdo dos modelos (ATALA et al.,

2001).

\/Z?ﬂ(yi — y)?
RSD =

n
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RSD (%) = @ 100 29
l

Onde y; e y,; correspondem aos dados experimentais e os valores preditos pelo modelo

respectivamente, n é o nimero de pontos experimentais e y, € a média dos valores experimentais.

Segundo Atala et al. (2001), valores de RSD (%) menores que 10 % s3do aceitdveis para processos
biotecnoldgicos.

A qualidade de predi¢cao do modelo também pode ser avaliada utilizando um coeficiente de

correlagdo (COR (%)), Equagdo 30 (NETO, 2011).

n o ) 2
corgmy = [ 1- 2= y‘”)z 100 30
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Figura 22 — Perfis das concentracGes de celulose (@), células (m), atividade de FPase (A) e o resultado
do modelo (—) para o ensaio contendo 10 g L™ de BED
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Figura 23 — Perfis das atividades de Beta-glicosidase (m) e Xilanase (A) e o resultado do modelo
(-) para o ensaio contendo 10 g L™ de BED

Os resultados de RSD (%) e COR (%) para todos os ensaios estdo apresentados na Tabela 10.
Observa-se que a maioria dos valores de RSD (%) estdo abaixo de 10 % indicando que os modelos
conseguem representar bem os dados experimentais para processos biotecnoldgicos. Em relagdo ao
COR (%), a maioria dos valores ficaram acima de 84 %, sendo que 56 % ficaram acima de 90 %,
indicando boa correlagio. No entanto duas condigdes experimentais (5 e 10 g L de BED)
proporcionaram valores de RSD (%) acima de 10 % e valores baixos para COR (%) na predigao da
concentragdo de celulose (S).

Esses valores sugerem que o modelo para predicdao da concentracdo de celulose pode ser
melhorado para descrever a cinética deste componente, principalmente em baixas concentra¢des de
substrato. Alteracdes no modelo, como adicdo de um termo que represente o consumo de substrato
para a manutencdo das células e formac¢do de produto se tornam uma alternativa interessante, tendo
em vista que o maior consumo de substrato ocorre em um periodo de pouco crescimento e grande
formagado dos produtos.

Novos ensaios com concentragles diferentes de substrato também precisam ser realizados com

a finalidade de aumentar a confiabilidade dos modelos.
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Tabela 10 — Desvio padrao residual (RSD) e coeficiente de correlagdo (COR)

RSD (%) COR (%)
Ensaio F B X X S F B X X S
(gL’ BED) v y
5 6,34 844 522 3,29 13,08|91,70 8507 94,58 94,72 43,93

10 3,50 3,23 10,52 4,04 14,11 |97,82 98,25 84,26 91,86 60,58
20 7,56 6,43 6,17 4,93 6,74 | 91,65 94,62 94,88 87,66 92,57

30 7,76 11,90 594 5,37 895 |94,18 84,49 09529 87,15 86,44
40 8,17 11,32 8,50 7,48 8,11 |93,47 87,44 90,04 74,91 86,67
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6. CONCLUSOES

A estimacdo da concentragdo de células utilizando a sonda de capacitancia mostrou ser uma
alternativa interessante indicando que ha boa correlagdo entre o sinal da sonda e a concentragdo de
células para o Trichoderma harzianum em meio solivel. No entanto, as possiveis interferéncias em
meio insoltvel (contendo bagaco de cana-de-agucar pré-tratado) impede seu uso para uma analise
quantitativa.

Modelos matematicos para descrever a cinética do processo foram construidos. Os modelos
parecem representar bem a cinética dos dados experimentais no intervalo de concentra¢des de BED
analisado com um bom ajuste para a maioria dos ensaios. A falta de ajuste de alguns dados pode ser
resultado da complexidade da estimacdo de parametros utilizando diversos ensaios
simultaneamente.

Alteragdes nos modelos e novos ensaios com concentragdes diferentes de substrato precisam

ser realizados com a finalidade de melhorar o ajuste e aumentar confiabilidade dos modelos.

Perspectivas

O estudo do processo de adsor¢do das enzimas no bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado e
deslignificado é uma das etapas a ser considerada em trabalhos futuros para estimar a concentragdo
total de enzimas. Neste trabalho apenas as enzimas na fase liquida foram quantificadas; no entanto,
pode haver uma quantidade consideravel no material adsorvente (bagaco de cana-de-acgucar).

Métodos para quantificagdo de enzima intracelular podem ser avaliados para verificar se ha
acumulo de enzimas do interior das células ou se todas as enzimas geradas sdo secretadas. Caso haja
acumulo, o modelo para enzimas pode ser dividido em duas velocidades, uma para sintese e a outra
para secre¢do de enzimas.

Mecanismos de sintese considerando termos de indugdo e repressdo, assim como a
estruturacao dos modelos de crescimento celular podem ser desenvolvidos para deixar os modelos
mais representativos.

Verificar a influéncia de outros componentes do sistema variando, por exemplo, o oxigénio
dissolvido, outras fontes de carbono e nitrogénio e com isso ampliar o nimero de varidveis que

poderdo ser manipuladas nas simula¢cdes dos modelos buscando maximizar a producao das enzimas.
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A modificacdo dos modelos para predizer o processo em batelada alimentada e o
desenvolvimento de estratégias de alimenta¢do se tornam uma alternativa interessante tendo em

vista que esse tipo de processo tem maior produtividade que os processos em batelada.
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8. APENDICE

Programa principal para a estimacdo dos parametros utilizando o Matlab R2013b.

function Master

global X1 s1 F1 Bl Xyl tl yOl
global X2 S2 F2 B2 Xy2 t2 y02
global X3 S3 F3 B3 Xy3 t3 y03
global X4 S4 F4 B4 Xy4 t4d y04
global expl texpl exp2 texp2 exp3 texp3 expd texpd4d Somal Soma2 Soma3 Soma4d

options=optimoptions ('fmincon', 'Algorithm', 'interior-
point', "MaxFunEvals',25000);

S
°

Q

% Experimento 1

tl = xlsread('5gL.xlsx',"A1:A9");
Fl = xlsread('bgL.xlsx','B1:B9");
Bl = xlsread('bSgL.xlsx"','Cl1:C9");
Xyl = xlsread('S5gL.xlsx','D1:D9");
X1 = xlsread('S5gL.xlsx','E1:E9");
S1 = xlsread('bgL.xlsx','F1:F9")

r

Q

% cond. iniciais

yO]_ = [0.49/4-11010101’.

o

)

% Experimento 2

t2 xlsread ('20gL.x1lsx"', '"AL:A11");
F2 = xlsread('20gL.xlsx','B1:B11");
)

B2 = xlsread('20gL.xlsx','Cl:C11");
Xy2 = xlsread('20gL.xlsx','D1l:D11");
X2 = xlsread('20gL.xlsx','E1:E11");
S2 = xlsread('20gL.xlsx','"F1:F11")

’

y02 = [0.63,16.4,0,0,0];

o

)

% Experimento 3

t3 xlsread ('30gL.x1lsx"', 'AL:A11");
F3 = xlsread('30gL.xlsx','B1:B11");
B3 xlsread('30gL.xlsx"','Cl:C11");
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o\

o\

o\

Xy3 = xlsread('30gL.xlsx','Dl1:D11");

X3 = xlsread('30gL.xlsx','E1:E11");
S3 = xlsread('30gL.xlsx','"F1:F11");
y03 = [0.63,24.6,0,0,071;

Q

% Experimento 4

t4d = xlsread('40gL.xlsx"',"A1:A11");
F4 = xlsread('40gL.xlsx','B1:B11");
B4 = xlsread('40gL.xlsx','Cl:C11");
Xy4 = xlsread('40gL.xlsx','D1:D11");
X4 = xlsread('40gL.xlsx','E1:E11");
S4 = xlsread('40gL.xlsx','F1:F11");
y04 = [0.45,32.8,0,0,01;

)

% chute inicial dos parédmetros

b = xlsread('par8.xlsx',"A1:A27");
1b = xlsread('par8.xlsx','B1:B27");
ub = xlsread('par8.xlsx','Cl:C27");

[Bmi, fval, flag] =

fmincon (@M8,b, [1,[],[]1,[],1b,ub, [],0options);

% Outputs
disp(fval)
disp (flag)
disp (Somal)
disp (SomaZ2)
disp (Soma3)
disp (Soma4)
d = texpl;

e = expl;

f = texp2;

g = exp2;

h = texp3;

n = exp3;

hh = texp4;
nn = exp4;
m = Bmi;

warning('off', '"MATLAB:xlswrite:AddSheet');

xlswrite('data.xlsx', d,
x1lswrite ('data.xlsx', e,
x1lswrite ('data.xlsx', £,

'Ensaio 5 gL',
'Ensaio 5 gl',
'Ensaio 20 gL',

82

|A1|
VBlV
'Al

)
)

’

)

r



x1lswrite('data.xlsx', g, 'Ensaio 20 gL', 'B1'");
xlswrite('data.xlsx', h, 'Ensaio 30 gL', 'Al'");
xlswrite('data.xlsx', n, 'Ensaio 30 gL', 'B1")

]

(

(

( ;
x1lswrite('data.xlsx', hh, 'Ensaio 40 gL', 'Al'");

( )

(

x1lswrite('data.xlsx', nn, 'Ensaio 40 gL', 'B1'");
x1lswrite('data.xlsx', m, 'paradmetros', 'Al');
end

Programa com a fung¢do a ser minimizada utilizando o Matlab R2013b.

function M=M8 (b)

global expl texpl exp2 texp2 exp3 texp3 expd texpd4 Somal Soma2 Soma3 Soma4

o

$Experimento 1
global X1 Ss1 F1 Bl Xyl tl yO1
% Resolver EDOs

tspan=[0 96];

[t,y]=0ded5 (@EDO, tspan,y01l) ;

expl = y;

texpl = t;

$Interpolar

Xpredl = interpl(t,y (:,1),tl);
Spredl = interpl(t,y (:,2),tl);
Fpredl = interpl(t,y (:,3),tl);
Bpredl = interpl(t,y (:,4),tl);
Xypredl = interpl(t,y (:,5),tl);

)

% Minimizar

h
O
a]
'_l.
Il

l:length(tl)

S = S + Funcdo Objetivo

Il
n

Somal

o\

$Experimento 2
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global X2 S2 F2 B2 Xy2 t2 y02

% Resolver EDOs

tspan=[0 96];

[t,y]=0ded’ (@EDO, tspan,y02) ;

exp2
texp2 =

Vi

t;

% Interpolar

Xpred?2
Spred?2
Fpred?2
Bpred2
Xypred?2

interpl(t,y
interpl(t,y
interpl (t,y
interpl (t,y
= interpl (t,

% Minimizar

0;

0
Il
0

Soma?2

l:1length (t2)

~ 0~ 0~
SN
N — — — —

o~

+ Funcédo Objetivo

~ N 0~

o

— ~

~

DN NN

-

N — — — —

~e Ne

~e

~ ~e

$Experimento 3

global X3 S3 F3 B3 Xy3 t3 y03

% Resolver EDOs

tspan=[0 96];

[t,y]=0ded’ (@EDO, tspan,y03) ;

exp3
texp3 =

)

Xpred3
Spred3
Fpred3
Bpred3
Xypred3

Vi

interpl(t,y
interpl (t,y
interpl (t,y
interpl (t,y
= interpl (t,

t;

% Interpolar

—_~ e~~~

~ 0~ 0~
SN
N — — — —

o~

~ 0~

— ~ 0~

o
T wwww
W - — — —

~

~e Ne

~e
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o

o\

)

% Minimizar

for i = 1l:length(t3)

S = S + Funcdo Objetivo

Soma3 = S;

$Experimento 4
global X4 S4 F4 B4 Xy4 t4 y04

)

% Resolver EDOs
tspan=[0 96];
[t,y]=0ded5 (@EDO, tspan,y04) ;

expd = y;
texpd = t;

Q

% Interpolar

Xpred4 = interpl(t,y (:,1),t4);
Spred4 = interpl(t,y (:,2),td);
Fpred4d = interpl(t,y (:,3),td);
Bpred4 = interpl(t,y (:,4),t4);
Xypred4 = interpl(t,y (:,5),t4);

)

% Minimizar

h
O
a]
'_l.
Il

l:length(t4)

S = S + Funcdo Objetivo

Soma4

Il
0n

$EDOs

function 1 = EDO(t,vVy)
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Conjunto de Equacdes

end

M = Somal+Soma2+Soma3+Somad;

end

Programa para validagdo dos modelos usando o Matlab R2013b.

function Validacéao

tspan=[0 96];
yv0 = [0.63,8.2,0,0,01];

b = xlsread('parémetros.xlsx','A1:A27");
[t,y]=0ded5 (QEDO, tspan, y0) ;

expl = y;
texpl = t;

Q

% Experimento 1

tl = xlsread('10gL.xlsx"','A1:A9");
Fl xlsread('1l0gL.xlsx','B1:B9");
)

Bl = xlsread('l0gL.xlsx','Cl:C9'
Xyl = xlsread('1l0gL.xlsx','D1:D9

) ;

X1l = xlsread('1l0gL.xlsx','E1:E9");
S1 = xlsread('1l0gL.xlsx','F1:F9");
sInterpolar

Xpredl = interpl(t,y (:,1),tl);
Spredl = interpl(t,y (:,2),tl);
Fpredl = interpl(t,y (:,3),tl);
Bpredl = interpl(t,y (:,4),tl);
Xypredl = interpl(t,y (:,5),tl);

S = 0;

for i = 1l:length(tl)

S = S + Funcdo Objetivo

end

Il
n

Somal
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EDOs
function 1 = EDO(t,y)

Conjunto de Equacdes

end
d = texpl;
e = expl;

warning('off', '"MATLAB:xlswrite:AddSheet');
xlswrite('Val.xlsx', d, 'Ensaio 10 gL', 'Al'");
xlswrite('Val.xlsx', e, 'Ensaio 10 gL', 'B1'");
disp (Somal)

end
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