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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a modelagem matematica da hidrélise enzimadtica
de bagaco de cana-de-agucar submetido a trés tipos de pré-tratamentos (perdxido de
hidrogénio alcalino, 4cido fosférico + hidroxido de sédio e hidréxido de célcio). O modelo
cinético de sacarificacio e fermentagcdo simultaneas desenvolvido por PHILIPPIDIS et al.
(1992, 1993) e PHILIPPIDIS e HATZIS (1997) foi adaptado para representar os dados
experimentais do processo de hidrolise enzimatica em batelada com 3% de bagaco de cana
seco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino. A partir do modelo desenvolvido foi
possivel obter perfis de concentra¢do dos principais componentes do processo. A estimativa
simultdnea dos parametros cinéticos do modelo matemadtico foi realizada pelo algoritmo
genético (AG) Pikaia. Os dados utilizados no procedimento de estimacdo descrevem os
perfis de glicose em fun¢do da concentracdo de enzimas (1,67 — 30 FPU/g de biomassa seca
pré-tratada e 7,33 — 50 CBU/g de biomassa seca pré-tratada) e tempo de residéncia (0 — 72
h) durante a hidrdlise. A metodologia de planejamento Plackett-Burman (PB) foi aplicada
para identificar os parametros cinéticos que mais influenciam o comportamento dindmico
das varidveis de processo. Na etapa de re-estimagdo de parametros foram considerados
dados experimentais de glicose para bagaco pré-tratado com 4cido fosférico + hidréxido de
sodio e bagacgo pré-tratado com hidroxido de calcio (cal). A metodologia de estimagdo de
parametros usando algoritmo foi capaz de predizer de forma satisfatéria o conjunto de
dados experimentais de glicose para bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio
alcalino. Para o bagaco pré-tratado com acido fosférico + hidréxido de sédio o modelo
atualizado conseguiu reproduzir de forma acurada tanto o conjunto de dados utilizados no
procedimento de estimacdo de parametros como os usados na validagdo do modelo. J4 para
os dados de bagaco pré-tratado com cal o modelo ndo conseguiu descrever alguns dados

experimentais.

Palavras-chave: Bagaco de cana, Hidrdlise enzimdtica, Modelagem de processos,

Estimativa de pardmetro.

xi



xii



ABSTRACT

This work aimed to study the mathematical modeling of enzymatic hydrolysis of sugarcane
bagasse subjected to three types of pretreatments (alkaline hydrogen peroxide, phosphoric
acid + sodium hydroxide and calcium hydroxide). The kinetic model of simultaneous
saccharification and fermentation developed by PHILIPPIDIS er al. (1992, 1993) and
PHILIPPIDIS and HATZIS (1997) was adapted to represent the experimental data of the
batch process of enzymatic hydrolysis of 3% of dry sugarcane bagasse pretreated with
alkaline hydrogen peroxide. From the model developed was possible to obtain
concentration profiles of the main components of the process. The simultaneous estimation
of kinetic parameters of the mathematical model was performed using the Pikaia genetic
algorithm (GA). The data used in the estimation procedure describe the profiles of glucose
as function of enzymes concentration (1.67 — 30 FPU/g dry pretreated biomass and 7.33 —
50 CBU/g dry pretreated biomass) and residence time (0—72 h) during hydrolysis. Plackett-
Burman (PB) designs were used to identify the kinetic parameters with the higher influence
on the dynamic behavior of the process variables. In the step of re-estimation of parameters
experimental data of glucose for bagasse pretreated with phosphoric acid + sodium
hydroxide and bagasse pretreated with calcium hydroxide (lime) were considered. The
methodology of parameter estimation using genetic algorithm was able to predict
accurately the experimental data set of glucose for bagasse pretreated with alkaline
hydrogen peroxide. For bagasse pretreated with phosphoric acid + sodium hydroxide the
updated model was able to reproduce accurately both the data set used in the parameter
estimation procedure and the data used for model validation. As for the data of bagasse

pretreated with lime the model failed to describe some experimental data.

Key-words: Sugarcane bagasse, Enzymatic hydrolysis, Process modeling, Parameter

estimation.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Atualmente os derivados de petréleo compdem cerca de 95% dos combustiveis
utilizados no setor de transportes no mundo, mas as desvantagens de seu uso (emissdo de Gases
de Efeito Estufa (GEE), polui¢do, deplecdo de recursos e desequilibrio nas relagdes de oferta e
demanda) vém exigindo a busca por alternativas. Nas proximas décadas os biocombustiveis tém
potencial para substituir parcelas significativas de petréleo em todo o mundo, e uma tendéncia
clara nesta direcdo ja pode ser vista (SEABRA, 2008).

O Bioetanol € uma fonte de combustivel renovdvel e limpa, que tem sido identificada
como uma importante alternativa ao petréleo por uma variedade de razdes econOmicas,
ambientais e estratégicas (HSU, 1996).

Como combustivel, as caracteristicas do etanol quanto a emissdes derivam de: possuir
baixa toxicidade, comparado com o diesel e gasolina; ter 34,7% de oxigénio, exigindo menor
relacdo ar/combustivel, gerando emissdes menores; ndo ter enxofre; ter menor reatividade
fotoquimica que os hidrocarbonetos no diesel e gasolina, reduzindo as emissdes de precursores de
“smog” fotoquimico; como molécula Unica, com menor teor de carbono, quase ndo forma
particulados; ser biodegraddvel. Finalmente, como elevador de octanagem, substitui aditivos
como o metil terc-butil éter (MTBE), etil terc-butil éter (ETBE), chumbo, e outros com emissdes
indesejaveis (MACEDO e NOGUEIRA, 2005).

A cana-de-acticar apresenta uma das maiores taxas de conversdo fotossintética entre as
culturas comerciais de grande escala, e sua produgdo atual € superior a 1,4 bilhdo de tonelada
(colmos), em mais de 100 paises no mundo (SEABRA, 2008). O Brasil, hoje, é o mais
competitivo entre todos, tanto na producdo de cana quanto na de seus derivados (aguicar e etanol).
Isto é conseguido sem irrigacdo, sendo feito em condi¢cdes muito favordveis de sustentabilidade
nos aspectos ambientais.

H4 algum tempo, o etanol de cana-de-acicar € alvo de debates relacionando a

competicdo de biocombustiveis e alimentos pelo uso de terras nobres, onde plantagdes de cana-



de-acucar estariam ocupando terras destinadas a produgdo de soja e trigo. Neste contexto o uso de
materiais lignocelulésicos para producdo de etanol surge como opcao de destaque, pois permitiria
a utilizagdo de residuos agricolas para a producao de etanol.

Para o Brasil a opcdo mais natural é a utilizacdo dos residuos da prépria cana para a
producao de mais etanol nas usinas. O uso do bagaco como matéria prima apresenta uma série de
vantagens: estd disponivel em grandes quantidades, estd pronto para uso no local, evitando
aumento de custo devido ao transporte (OLIVERIO e HILST, 2005) ¢ hd a possibilidade de
integracdo com o processo ja existente nas usinas de agucar e destilarias, usando a infra-estrutura
existente.

Com o uso do bagago pode-se conseguir um aumento significativo na producgao de etanol
sem aumentar a drea plantada, sendo possivel a redu¢do dos custos de producdo, por se tratar de
residuo proveniente das proprias industrias.

A obtencdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos envolve a hidrélise dos
polissacarideos da biomassa em acgucares fermentesciveis e a sua posterior fermentacdo para a
producdo do etanol. As principais etapas envolvidas na producdo de etanol celulésico estdo
apresentadas na Figura 1.1, onde a etapa de pré-tratamento prepara a biomassa para a etapa de
hidrdlise. Apds a hidrdlise, os acucares sdo fermentados em etanol e por dltimo o etanol pode ser

separado através da destilacao.

Biomassa
Lignocelulasica

Pré-tratamento| mmp | Hidrélise |mmp Fermentacio/ mmp | Destilacdo

EBiocetanol

Figura 1.1: Fluxograma simplificado para a producdo de etanol a partir da biomassa

lignoceluldsica (adaptado de KRISTENSEN, 2009).



Em geral, os materiais lignoceluldsicos apresentam uma estrutura complexa e compacta
sendo necessdrio submeter esta biomassa a pré-tratamentos fisicos e/ou quimicos antes da sua
hidrélise para produgcdo de etanol. Esta etapa é responsdvel pela remocdo de lignina e
hemicelulose, reducdo da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do material, de
maneira a tornar a celulose susceptivel a hidrélise.

A utilizagao de biomassa para a produgdo de dlcool combustivel pela rota quimica e/ou
biolégica envolve, basicamente, dois processos: hidrdlise dos polissacarideos contidos nos
materiais lignoceluldsicos em agucares e a fermentagdo destes em etanol ou outros combustiveis.

A hidrélise 4cida de biomassa é um método rdpido e bem conhecido, no entanto para o
desenvolvimento do processo sdo necessarios: a utilizacdo de materiais resistentes a corrosdo, os
quais possuem custo elevado e altas temperaturas que correspondem eventualmente a altas
pressdes (MARTIN er al., 2007). Além disso, o processo gera produtos que inibem a fermentacio
posterior.

Como o processo enzimatico € conduzido em condi¢des amenas (pH 4,8 e temperatura
entre 45-50 °C), o custo de utilidades € relativamente baixo (SUN e CHENG, 2002), além de
permitir maiores rendimentos e apresentar baixo custo de manuten¢do (ndo ha problema de
corrosdao) (HAMELINK et al.,2005). Por conta de seu grande potencial de evolugdo, muitos
especialistas veém a hidrdlise enzimdtica como chave para a producdo de etanol a um custo
competitivo no longo prazo (DIPARDO, 2000; LYND et al., 1996).

A descricao quantitativa da hidrélise enzimaética através de modelagem matematica € de
grande importancia, ndo s6 para ajudar no entendimento dos mecanismos envolvidos, mas
também para auxiliar nas vdrias etapas de implementacdo de um processo, podendo ser usado
para projeto de reatores, como simulador e para projeto de otimizadores e controladores. No
entanto, a modelagem da hidrdlise enzimdtica da celulose € bastante complexa, ja que ha
multiplas enzimas envolvidas, a reacdo € heterogénea (o substrato € insoluvel) e as caracteristicas
estruturais do substrato sdo modificadas durante a hidrélise.

Muitos modelos matemdticos para a hidrélise enzimatica da celulose foram
desenvolvidos para substratos modelo como Avicel (ANDERSEN, 2007) ou Solka Floc
(HOLTZAPPLE et al., 1984). No entanto, o efeito da lignina € omitido nestes modelos. Além da

escassez de modelos mateméticos considerando o bagaco de cana como matéria-prima, nao se



encontra na literatura uma discussdo sobre o que ocorre com 0s parametros cinéticos do modelo

quando diferentes tipos de pré-tratamentos sdo utilizados.

1.1. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi o estudo da modelagem matemadtica da hidrdlise enzimadtica
de bagaco de cana de agucar e a avaliacdo da necessidade de re-estimagdo dos parametros
cinéticos quando consideramos bagacos submetidos a diferentes pré-tratamentos.

Para isso as seguintes etapas foram seguidas:

1- Desenvolvimento do modelo cinético para hidrélise enzimatica;

2- Estimacdo dos parametros do modelo matemdtico utilizando perfis experimentais de
hidrélise enzimadtica de bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino;

3- Determinagdo dos parametros mais sensiveis do modelo usando planejamento de
Plackectt-Burman;

4-Re-estimagdo dos parametros mais sensiveis para descri¢cdo de dados experimentais de
hidrdlise enzimatica utilizando bagaco pré-tratado com dcido fosférico + hidréxido de sédio e

bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio (cal).

1.2. Organizaciao do Trabalho

O relatorio esta organizado da seguinte forma:

O Capitulo 2, “Revisao Bibliografica”, apresenta os principais temas a serem abordados
neste trabalho de pesquisa, bem como ao estudo e aprofundamento dos fundamentos tedricos e
novos avangos relacionados a modelagem matemdtica da cinética de hidrdlise enzimética e
técnicas de re-estimacdo de parametros cinéticos.

No Capitulo 3, “Materiais e Métodos”, ¢ apresentada a descricdo dos dados
experimentais utilizados neste trabalho e a metodologia empregada nas etapas de ajuste de
parametros e atualizacdo do modelo frente a novas condi¢des de pré-tratamento do bagaco de
cana.

No Capitulo 4, “Resultado e Discussdes”, foram mostradas as simulac¢des utilizando o
modelo com parametros ajustados aos dados de bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio,

avaliacdo da influéncia dos parametros cinéticos no modelo através da metodologia de Plackett-



Burman, validagdo do modelo e estimagdo dos parametros mais significativos para representar
dados provenientes de bagaco pré-tratado com acido fosférico+hidréxido de sédio e bagaco pré-
tratado com hidréxido de célcio.

No Capitulo 5, “Conclusdes”, discutiu-se as vantagens da aplicacdo do modelo utilizado
para representar o processo de hidrélise enzimdtica, assim como a metodologia baseada em
planejamento de Plackett-Burman na identificacdo dos parametros mais relevantes no modelo e

posterior re-estimagao destes parametros na etapa de atualiza¢cao do modelo.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Cana-de-Aciicar

A cana-de-agicar, cujo nome cientifico é Saccharum officinarum, é uma das seis
espécies do género Saccharum. Pertencem a imensa familia das gramineas, que contém mais de
5.000 espécies de plantas (FUENTES, 2009).

A cana € composta por partes subterraneas e aéreas. Fazem parte da subterranea as raizes
e rizomas. A parte aérea da planta é composta pelos colmos, nos quais se concentra a sacarose, €
pelas pontas e folhas, que constituem a palha da cana, como mostrado na Figura 2.1. A sacarose €
o produto que determina a qualidade e variedade da cana, jid que € a matéria-prima para a
producdo de agucar e de dlcool. A cana também apresenta uma parte fibrosa (bagago) que tem
importancia econdmica, ja que € utilizado para fins energéticos (REIN, 2007). Na Figura 2.1

temos a composicao média da cana-de-agucar.

Agua 65%-75%
Fibra Bo%=14%
Actlicares

Sacarose 10%=17%

Actcares redutores  0,5%=1%

Figura 2.1: Estrutura tipica da biomassa de cana-de-agicar (BNDES, 2008).



2.2 Biomassa Lignoceluldsica

As biomassas lignoceluldsicas constituem o material mais abundante em nosso planeta,
tornando-se atrativas para produgdo de etanol, assim como para outros biocombustiveis. Os
materiais lignoceluldsicos tém em sua composi¢do basicamente celulose, hemicelulose e lignina,
na proporc¢do aproximada de 40 a 50%, 20 a 30% e 25 a 30% respectivamente, variando em

funcao do tipo de material, como se observa na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Composi¢cao Quimica dos materiais lignocelulésicos (CASTRO e PEREIRA, 2010).

Fontes Lignoceluldsicas Celulose = Hemicelulose  Lignina

(%) (%) (%)
Bagaco de cana (Saccharum officinarum) 36 28 20
Palha de cana 36 21 16
Palha de milho (Zea mays) 36 28 29
Sabugo de milho 36 28 NR
Palha de trigo (Triticum aestivum) 39 36 10
Palha de cevada (Hordeum vulgare) 44 27 7
Farelo de cevada 23 33 21
Palha de arroz (Oryza sativa) 33 26 7
Casca de arroz 36 20 19
Palha de aveia (Avena sativa) 41 16 11
Palha de algodao (Gossypium hirsutum) 42 12 15
Casca de amendoim (Arachis hypogaea) 38 36 16
Douglas fir (Pseudotsuga menziesii) 50 18 28
Pinheiro (Pinus sp.) 44 26 29
Salgueiro (Salix alba) 37 23 21
Capim elefante (Pennisetum purpureum) 32 20 9
Residuos s6lidos municipais 33 9 17
Papel 43 13 6
Papelao 47 25 12
Jornal 62 16 21

Nas plantas, as cadeias lineares de celulose contribuem para a resisténcia mecanica,

enquanto a estrutura amorfa e hidrofébica da lignina € responsavel pela resisténcia quimica, em



particular a protecao contra a 4gua. A hemicelulose € responsavel pela ligagcdo entre a celulose e a
lignina (Figura 2.2). Deste modo, os dois maiores obstdculos para impedir a hidrélise da celulose
de materiais lignoceluldsicos sdo a recalcitrancia da prépria celulose cristalina, proveniente da
estrutura linear das cadeias de celulose compactadas em microfibrilas e a alta protecdo que a

lignina proporciona a estrutura celuldsica atuando como uma barreira fisica contra o ataque

enzimatico (ANDERSEN, 2007).

Parede celular

Microfibrila

Lignina

Celulose

\Z;Iiccse

Figura 2.2: Estrutura da parede celular de materiais lignoceluldsicos (CANILHA et al., 2010).



2.2.1. Celulose

A celulose € o principal componente presente nos materiais lignoceluldsicos. Trata-se de
um homopolissacarideo constituido por unidades de anidroglicopiranose (B-D-glicopiranose)
ligadas entre si por liga¢des do tipo B-(1—4) glicosidicas formando uma cadeia linear (Figura
2.3). Duas unidades adjacentes formam uma ligacdo glicosidica através da eliminacdo de uma
molécula de 4gua, que envolve os grupos hidroxilicos dos carbonos 1 e 4. Esta estrutura
dissacaridica recebe o nome de celobiose (FENGEL e WEGENER, 1989). A celobiose é definida
como unidade conformacional minima da celulose, enquanto a glicose representa tdo somente a

unidade fundamental das cadeias do homopolimero (TIMAR-BALAZSC e EASTOP, 1998).

OH OH OH
OH
Ay o
0O OH OH
OH L0051
L il
W
celobiose

Figura 2.3: Estrutura da cadeia linear da celulose, formada por varias unidades consecutivas de
celobiose (TIMAR-BALAZSC e EASTOP, 1998).

O tamanho ou extensdo da cadeia de celulose é medido através de seu grau de
polimerizacdo (GP), que representa o nimero de unidades de glicose que formam cada cadeia
polimérica. O GP da celulose varia de acordo com a fonte, o grau de maturagdo da parede celular,
0 processamento a que as fibras foram submetidas e o seu envelhecimento. O GP da celulose
nativa na madeira € de cerca de 2500 unidades de anidroglicose, enquanto que o GP do algodao é
de aproximadamente 11000 unidades (MARTINS, 2005).

A cadeia macromolecular da celulose assume uma disposicdo linear devido a trés
fatores: a hidroxila no carbono anomérico possui orientacdo equatorial, a conformagdo em cadeia
do anel piranosidico assume a disposicdo ‘C; e as ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares

estabilizam a orientacdo da cadeia (Figura 2.4) (FENGEL e WEGENER, 1989).



Planos de organizacio

i)
estrutural da celilose Pﬁ\‘k—ﬁ—\\r— Ligagiies de hidrogenio
,1-[201'9 r// interplanares

Ligagoes de hidregénio
imermaleculares

. . HH
Ligagies de hidiogenio Q_--;Q.Q\_;__,_.D

intramoleculares t_ g d__fno{__,-‘._;r,
A el 4
bH| CEEQ

H

Figura 2.4: Representacdo das ligacdes de hidrogénio na estrutura supramolecular da celulose

(PITARELO, 2007).

Em sua estrutura supramolecular, a celulose apresenta regides altamente ordenadas
(regides cristalinas), estabilizadas por numerosas ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares
(Figura 2.4), e areas menos ordenadas ou amorfas, onde as cadeias apresentam uma orientagao
randomizada (FAN et al., 1987). As duas formas ocorrem em propor¢des caracteristicas em
celuloses de diferentes origens, e o ataque enzimatico pode ser preferencial em um dos tipos de
estrutura (GAMA, 1996). Na regido cristalina a fibra tem maior resisténcia a tragdo, ao
alongamento e a solvatagdo, ja4 na regido amorfa, a fibra apresenta maior grau de flexibilidade
(FENGEL e WEGENER, 1989).

LARSSON et al. (1997) investigaram molecularmente a celulose e relataram que a
maioria das regides amorfas correspondia as cadeias situadas na superficie, visto que os

componentes cristalinos ocupam o ntcleo do microfibrila como apresentado na Figura 2.5(A).
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Regido amorfa

T Repgifo cristalina

Regido amorfa

Figura 2.5: Diferentes visdes do modo de distribuicio da celulose cristalina e amorfa na
microfibrila. A: Celulose cristalina estd no centro da microfibrila e € envolta pelo substrato
amorfo. B: As regides cristalinas e amorfas sdo repetidas ao longo da dimensdo horizontal

(ANDERSEN, 2007).

Uma arquitetura molecular diferente da celulose cristalina e amorfa foi proposta por
MOSIER et al. (1999). Nesta abordagem a celulose € descrita como sendo semicristalina, com
regides de alta cristalinidade, com uma quantidade de aproximadamente 200 residuos de glicose,
separadas por regides amorfas, como apresentado na Figura 2.5 (B).

Segundo MOSIER et al. (1999) as duas caracteristicas mais importantes da celulose sdo
a drea superficial especifica, SSA, e o indice de cristalinidade, Crl. A édrea superficial especifica é
definida como a quantidade de 4rea superficial por massa de celulose. O indice de cristalinidade é
a quantidade relativa de celulose cristalina em oposi¢do a quantidade de celulose amorfa.

A celulose existe em sete estruturas de cristal (estruturas polimorfas) designadas como
celulose Ia, IB, I, I, I, IV1, e IV (O'SULLIVAN, 1997). Na natureza, a celulose la e Ip sdo
as formas de cristal mais abundantes. Celuloses produzidas por organismos primitivos teriam a
forma Ia dominante, enquanto a produzida por plantas superiores teria a forma If§ dominante. Ia ¢
meta-estdvel, e assim, mais reativa do que If (O'SULLIVAN, 1997). A porcentagem do
polimorfo Ia na celulose cristalina varia de 70% na celulose bacteriana (O'SULLIVAN, 1997),

64% na celulose isolada da alga Valonia ventricosa, € 20% no rami e na celulose do algodao
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(YAMAMOTO e HORII, 1994). A coexisténcia de dois polimorfos da celulose nativa, os quais
tém estabilidades diferentes, pode implicar que a parte do polimorfo Ia dentro da microfibrila é

mais propensa ao ataque enzimatico (ANDERSEN, 2007).

2.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos com cadeias menores que as da celulose e
com uma estrutura linear ramificada. As unidades de agucares que formam as hemiceluloses
podem ser subdivididas em grupos, tais como pentoses, hexoses, dcidos hexourdnicos e desoxi-
hexoses (Figura 2.6).

As hemiceluloses sdo estruturalmente mais parecidas com a celulose do que com a
lignina e sdo depositadas na parede celular em um estdgio anterior a lignificacdo. Sua estrutura
apresenta ramificacdes e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, dando a

estabilidade e flexibilidade ao agregado (RAMOS 2003).

Pentoses Hexoses Acidos Desoxi-hexoses
Hexuronicos
CoOOH
CHEN'JH
O OH oH OH HO T oH
OH 3
oH HO
H H OH
H H H
H H
f-D - Xilose f-D - Glicose acido B-D - Glucurdnico a—L -Ramnose
o CH,OH o COOH
Ko T OH aH o_  on
H OH OH OH H3 OH
HyCd H HO
H
OH H
a-L - Arabinopiranose f-D-Manose acide m—D -4 -0 - Metilglucurénico @-L -Fucose
o OH CHEDH CO0H
0
HC o HO
HOH,C” \ oK H OH y
H H H
ao—L - Arabinofuranose -0 - Galactose acido m-D - Galacturénico

Figura 2.6: Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses (FENGEL e

WEGENER, 1989).
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Devido a sua estrutura ramificada, as hemiceluloses sdo mais soliveis que a celulose,
podendo ser isoladas da madeira por extracdo. Hemiceluloses sdo facilmente hidrolisadas por
dcido forte deixando a celulose e lignina praticamente intactas (LIU e WYMAN, 2005; LLOYD e
WYMAN, 2005), ou por base forte (FAN et al., 1982). Em muitos casos pré-tratamentos com
acido diluido (0.5-1.0 % H,SO,) sob temperaturas elevadas (140-190 °C) hidrolisaram a maioria
da hemicelulose em petoses e hexoses soliveis (LLOYD e WYMAN, 2005).

Apesar de serem ambas constituidas por agucares, existem importantes diferencas de
comportamento reacional entre as hemiceluloses e a celulose, devido, principalmente, a estrutura
fisica. As hemiceluloses sdo totalmente amorfas e, portanto, menos resistentes ao ataque de
agentes quimicos. Embora ndo haja evidéncias de que a celulose e as hemiceluloses estejam
ligadas quimicamente, as liga¢des de hidrogénio e a interpenetracdo fisica existente entre elas
tornam a sua separacdo quantitativa impossivel. A presenca de hemicelulose junto a celulose
resulta em importantes propriedades para as fibras, contribuindo para o intumescimento, a
mobilidade interna e o aumento da flexibilidade das fibras (BIANCHI, 1995).

As hemiceluloses se encontram no bagago de cana-de-agicar na propor¢ao de 25 a 27%
e quando sofrem hidrélise 4dcida podem ser decompostas em xilose, arabinose, acido urdnico e
furfural (PATURAU, 1989). O principal agucar encontrado nas hemiceluloses do bagaco € a
xilose (FENGEL e WEGENER, 1989).

2.2.3. Lignina
A lignina, depois da celulose, ¢ a macromolécula organica mais abundante dentre os
materiais lignoceluldsicos. A lignina representa cerca de 20% a 30 % da massa dos materiais
lignocelulésicos, agindo como material adesivo, como agente de enrijecimento e como barreira
contra degradacdo enzimatica e/ou microbiana da parede celular (FENGEL e WEGENER, 1989).
A lignina é uma macromolécula amorfa com estrutura tridimensional muito complexa
(Figura 2.7) e baseada em trés precursores monoméricos: os dlcoois coniferilico, sinapilico e p-

cumarilico (Figura 2.8). A propor¢do dos precursores da lignina varia entre as diferentes espécies

de plantas.
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Figura 2.7: Estrutura da lignina de Fagus sp (FENGEL e WEGENER, 1989).

CH,0H CH:OH ClHEUH

OMe MeO OMe
OH OH OH
Alcool Alcool Alcool
p-cumarilico coniferilico sinapilico

Figura 2.8: Estrutura dos dlcoois precursores da lignina (SJOSTROM, 1992).
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As ligninas de madeiras duras apresentam em sua composicao, além de grupos guaiacil
(derivado do 4lcool coniferilico), propor¢des mais altas de grupos siringil (derivado do dlcool
sinapilico), enquanto as ligninas de madeiras moles sdo mais ricas em grupos guaiacil. Como
conseqiiéncia desta diferenca quimica, as ligninas de madeiras duras sdo menos condensadas e
mais susceptiveis a conversao quimica e biol6gica que as de coniferas. As ligninas de gramineas,
tais como o bagaco de cana, apresentam grupos p-cumaril, além de grupos siringil e guaiacil
(FENGEL e WEGENER, 1989; FERNANDEZ et al., 1990; FAIX et al., 1992).

A propriedade fisica mais importante dessa macromolécula organica € a sua rigidez, que
nao s6 confere estrutura ao tecido da planta, mas também, previne o colapso de elementos
condutores de dgua (MARTINS, 2005).

A lignina, tal como a hemicelulose, normalmente comecga a se dissolver na dgua em
torno de 180 °C, sob condi¢cdes neutras (BOBLETER, 1994). A solubilidade da lignina em
ambiente dcido, neutro ou alcalino depende, contudo do precursor (p-cumarilico, coniferilico,
sinapilico ou uma combinacdo deles) da lignina (GRABBER, 2005).

A interacdo entre a lignina, celulose e hemicelulose determinam a estrutura da parede

celular dos materiais lignocelulésicos.

2.2.4. Outras substancias

Os componentes de menor massa molecular, presentes na biomassa lignoceluldsica,
incluem uma variedade de compostos organicos cuja presenca € governada por uma série de
fatores, entre os quais de natureza genética e climatica. Esses componentes ndo residem na parede
celular da planta e dividem-se, basicamente, em duas classes. A primeira classe engloba materiais
conhecidos como extrativos por serem extraiveis em 4gua e solventes organicos neutros ou
volatilizados por arraste de vapor. A segunda classe engloba materiais que ndo sio comumente
extraiveis com os agentes mencionados, como, por exemplo, compostos inorganicos (cinzas),
proteinas e substancias pécticas (RAMOS, 2003).

Os compostos extraiveis correspondem de 4-10% do peso seco da madeira. Incluem uma
diversidade de compostos como os terpenos, que sdo polimeros de isopropeno; as resinas, que
incluem grande variedade de compostos ndo voléteis como Oleos, dcidos graxos, dlcoois, resinas

acidas, fitosterol, dentre outros; e os fendis, que apresentam como representante principal os
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taninos. Dentro desta fracdo de extraiveis podem-se incluir carboidratos de baixo peso molecular,
alcaléides e lignina solivel (RABELO, 2010).

Nas fracdes ndo extraiveis encontram-se parte das cinzas, os residuos inorganicos,
principalmente carbonatos alcalinos, alcalinos terrosos e oxalatos, que permanecem depois de
queimar o substrato a elevadas temperaturas, e representam aproximadamente 2% do peso seco

das madeiras (KLASS, 1998).

2.3. Pré-tratamento

Os actcares do bagaco, assim como aqueles de qualquer outro material lignocelulésico,
encontram-se na forma de polimeros (celulose e hemicelulose) associados entre si e recobertos
por uma macromolécula aromdtica complexa (lignina), formando a microfibrila celuldsica. Esta,
por sua vez, constitui a parede celular (fibra) vegetal, uma estrutura recalcitrante dificil de ser
desestruturada e convertida em monossacarideos fermentesciveis. Em vista disso, residuos
agricolas requerem um pré-tratamento para aumentar a digestibilidade da biomassa e fazer com
que a celulose torne-se mais acessivel as enzimas que convertem os carboidratos em acucares

fermentesciveis (CHANG et al., 1998).
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Figura 2.9: Pré-tratamento nos materiais lignoceluldsicos (adaptado de TAHERZADEH et. al.,
2008).

A Figura 2.9 representa o esquema das transformagdes que sofre a biomassa
lignocelulésica durante o pré-tratamento com alteracdo da estrutura e aumento da drea superficial
da celulose.

Segundo HSU (1996) os principais objetivos do pré-tratamento sdo: reduzir o grau de
cristalinidade da celulose, dissociar o complexo lignina-celulose, aumentar a drea superficial da
biomassa, preservar as pentoses maximizando os rendimentos em aguicares e evitar ou minimizar
a formacdo de compostos que sdo inibidores do processo tanto na etapa de hidrdlise quanto na
etapa de fermentacdo. Além disso, o pré-tratamento deve minimizar a perda de celulose.

A eficiéncia do pré-tratamento depende das propriedades fisico-quimicas da matéria-
prima. Residuos agricolas, como palhada de milho, que tem baixo teor de lignina sdo mais
facilmente pré-tratados do que madeiras moles que contém maiores quantidades de lignina e

apresentam uma parede celular mais rigida (GREGG et al., 1998; WINGREN et al., 2003).
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Segundo JORGENSEN et al. (2007) um pré-tratamento para ser considerado adequado e
eficiente, deve estar de acordo com os seguintes itens:

* maximizar a digestibilidade enzimatica,

* otimizar a produc¢do de subprodutos (lignina, por exemplo),

* ndo requerer a adicdo de reagentes que venham a inibir as enzimas hidroliticas e os
microrganismos fermentativos,

* minimizar o uso de energia, reagentes e equipamentos,

* permitir a transposi¢ao para escala industrial.

Virios métodos de pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas t€ém sido sugeridos ao
longo das duas ultimas décadas. Em relac@o a sua natureza, estes podem ser classificados em trés
grupos principais: fisicos, quimicos, biolégicos, além de uma possivel combinacdo entre eles
(SUN e CHENG, 2002; MOSIER et al., 2005).

Geralmente, a combinacdo de métodos € mais efetiva que um tnico método, entretanto
em alguns casos um segundo pré-tratamento nao aumenta a digestibilidade do substrato pré-
tratado pelo primeiro. Comparando com uma unica etapa de pré-tratamento, o capital investido e
os custos de processo de uma técnica de pré-tratamento combinada envolveria equipamentos
adicionais e em alguns casos mais reagentes quimicos (HSU, 1996).

A Tabela 2.2 resume as principais técnicas de pré-tratamentos avaliadas para os

materiais lignoceluldsico com o objetivo de facilitar a hidrélise enzimaética.
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Tabela 2.2: Resumo dos métodos de pré-tratamentos para biomassa lignocelulésica (TAHERZADEH et. al, 2008 ).

Métodos de
pré- Processo Tipo de mudanca Obsevacoes Referéncias
tratamento

Moagem: -Aumento da d&rea  -Maioria dos métodos MALIS et al. (2002), TASSINARI et

- Bola superficial e tamanho demandam alto consumo al. (1977), SIDIRAS et al. (1989).

- Energia vibratdria dos poros da particula de energia

- Rolo duplo -Diminui¢do no grau -Maioria deles ndo é capaz

- Martelo de polimerizacao de remover a lignina

-Diminui¢io no grau  -E preferivel nio usar

Irradiacao: de cristalinidade da  estes métodos para KUMAKURA et al. (1982),

- Raios de elétrons celulose aplicacoes industriais LAFITTE-TROUQUE et al. (2002),

- Raios y -Geralmente nestes KENNEDY et al. (2007), PARK et

L. -Micro-ondas métodos nao sdo usados al. (2004), ESKICIOGLU et al.
Fisico P
produtos quimicos (2007).

Outros:

-Hidrotérmico

-Vapor de alta

pressao

-Expansdo NEGRO et al. (2003), GARROTE et

-Pressio al. (1999).

-Pirdlise

-Extrusao

Explosao: -Aumento da area -Estes métodos estao entre EMMEL et al. (2003), TUCKER et

-Vapor acessivel superficial os mais eficazes e incluem al. (2003), ALIZADEH et al. (2005),

-Fibra de amodnia -Deslignificagcdao 0S processos mais HOLTZAPPLE et al. (1991),
Quimico e (AFEAX) parcial ou quase pro\missores para as BALLESTEROS et al. (2000),
Fisico- -CO, completa aplicacoes industriais SASSNER et al. (2005), OHGREN et
Quimico -SO;, -Diminui¢do no grau  -Geralmente possuem taxa al. (2005), TENBORG et al. (1998),

de polimerizacio

de tratamento rdpida

EKLUND et al. (1995), STENBERG
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-Diminui¢do no grau
de cristalinidade da
celulose

-Hidrdlise parcial ou
completa da
hemicelulose.

Alcali:

-Hidréxido de Sédio
-Amonia

-Sulfito de Amonio
-Hidréxido de Calcio

Acido:

-Acido Sulfdrico

-Acido Cloridrico
-Acido Fosférico

Gas

-Diéxido de
Nitrogénio

-Didxiodo de Enxofre
-Diéxido de Cloro

Agente Oxidante
-Per6xido de
Hidrogénio
-Ozo6nio
-Oxidagio Umida

-Normalmente necessitam
de condicdes adversas
-Utilizam-se produtos
quimicos

et al. (1998), JOSEFSSON et al.
(2002), CARRASCO et al. (1994),
RUIZ et al. (2008), ZHENG et al.
(1996), ZHENG et al. (1995), KIM et
al. (2001), SCHULTZ et al. (1984).

VACCARINO et al. (1987), KIM et
al. (2006).

TAHERZADEH et al. (2007a),
TAHERZADEH et al. (2007b),
TORGET et al. (1991), SCHELL et
al. (2003).

FAN et al. (1982)

PALONEN er al. (2004a),
SCHMIDT er al. (1998), BJERRE et
al. (1996), MARTIN et al. (2007),
AZZAN et al. (1989), NEELY et al.
(1984), WEEMAES et al. (2000),
GOEL et al. (2003a), GOEL et al.
(2003b), BENITEZ et al. (1997).
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Extracao de lignina
por solvente:
-Extra¢do Etanol-

Agua
- Extracdo Benzeno- PASQUINI et al. (2005).
Agua
- Extrac¢do Etileno-
Glicol
- Extracdo Butanol-
Agua
-Exigem baixo consumo
de energia
-Condi¢Oes ambientais
~Deslignificacdo amenas (temperatura e
-Reduciio do grau de  Pressao) . AHRING et al. (1996),
Bioldgico Fungos e polimerizagio da ~ -Taxa de tratamento muito KURAKAKE et al. (2007),
actinomicetos celulose lenta SRILATHA et al. (1995), DHOUIB
-Hidrélise parcial da  -Nao_sdo usados produtos et al. (2006).
hemicelulose. quimicos

-N3io sdo considerados

para aplicacdes industriais.
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2.3.1. Pré-tratamentos Fisicos

Os pré-tratamentos fisicos normalmente sdao divididos em duas categorias gerais:
mecanicos (formas de moagem) e ndo mecanicos (por exemplo, vapor de alta pressdo, radiacio
de alta energia). Durante o pré-tratamento mecanico, as forcas fisicas, (por exemplo, ruptura ou
esmagamento) subdividem o material lignocelulésico em particulas mais finas. Estas forcas
fisicas podem reduzir a cristalinidade da celulose, o tamanho das particulas e grau de
polimerizacdo e aumentar a densidade aparente (FAN et al.,1982). Estas mudancgas estruturais
resultam em um material que pode ser mais acessivel a tratamentos subseqiientes, porém o
tratamento mecanico demanda elevado consumo de energia e tempo, sendo, portanto, pouco
vidvel para aplicagdes industriais. Métodos ndo mecénicos de pré-tratamento fisico também

podem aumentar a digestibilidade, mas tém desvantagens semelhantes.

2.3.2. Pré-tratamentos Fisico-Quimicos

Nesta categoria incluem-se misturas de pré-tratamentos fisicos tais como a explosdo

o

vapor com reagentes quimicos. Na explosdo a vapor molhada biomassa lignoceluldsica €
aquecida a altas temperaturas (cerca de 250 °C) e a € pressao liberada rapidamente, levando a
reducdo do tamanho das particulas. Em razdo da alta temperatura empregada, hd degradacdo da
hemicelulose e transformacdo da lignina, beneficiando a etapa de hidrélise (SUN e CHENG,
2002). Estas alteracdes podem resultar em uma melhor acessibilidade para os tratamentos
posteriores, mas as severas condicdes também geram produtos de degradacdo que podem inibir a
hidrdlise e a fermentagdo, o que nao € interessante para o processo de conversao do material em

etanol.

2.3.3. Pré-tratamentos Bioldgicos

Pré-tratamentos biolégicos envolvem o uso de microrganismos para a degradacdo da
lignina, com o objetivo de facilitar a hidrélise enzimdtica da celulose. As vantagens deste pré-
tratamento € o baixo requerimento energético e, as condi¢des suaves do processo. Apesar de ser
um tratamento efetivo, limpo e sem producdo de metabolitos indesejdveis, o processo &

z

demasiado lento para aplica-lo industrialmente. Outra desvantagem € que estes tipos de
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microrganismos nao sao seletivos e alem de degradar hemicelulose e lignina também degradam a

celulose (SUNG e CHENG, 2002).

2.3.4. Pré-tratamento Quimico

Os pré-tratamentos quimicos podem ser definidos como técnicas que envolvam agentes
quimicos tais como &cidos, bases e solventes orgdnicos. Um tratamento quimico tem como
objetivo aumentar a superficie do substrato por inchagdo das fibras e a modificagdo ou a remog¢ao
da hemicelulose e/ou da lignina para tornar a celulose mais accessivel para hidrolise enzimatica.
(HSU, 1996; MOISER et al, 2005).

Dentre os vérios tipos de pré-tratamentos quimicos serd destacado, o alcalino (hidréxido
de célcio) e um que usa agente oxidante (peréxido de hidrogénio) para objeto de estudo, ja que
estes vém sendo estudados no Laboratério de Processos Fermentativos e Enzimaticos (LEPFE)
com bons resultados (RABELO, 2007; RABELO et al., 2008 e 2009; FUENTES, 2009;
GARCIA, 2009; RABELO, 2010, RIVERA et al., 2010) e serdao os pré-tratamentos usados no

presente trabalho.

2.3.4.1. Pré-tratamento com Hidréxido de Calcio (Cal)

O pré-tratamento alcalino € uma das principais classes de pré-tratamento quimico, sendo,
portanto foco de numerosos estudos. Ele emprega vérias bases, incluindo hidréxido de sédio
(ABDI et al., 2000; CARRILLO et al., 2005; PINTO et al., 1996; SILVERSTEIN et al., 2007),
hidréxido de cdlcio (cal) (KIM et al., 2006; CHANG et al., 2001; KAAR et al., 2000), hidréxido
de potassio (CHANG et al., 2000), amodnia aquosa (FOSTER et al., 2001; KIM et al., 2003),
hidréxido de amoénio (PRIOR et al., 2006) e hidréxido de sédio (MISHIMA et al., 2006; SAHA
et al., 2006; SAHA et al., 2007) em combinacdo com peroxido de hidrogénio ou outros. O pré-
tratamento alcalino € basicamente um processo de deslignificacdo, no qual uma quantidade
significativa de hemicelulose é solubilizada também. Acredita-se que o mecanismo de pré-
tratamento alcalino baseia-se na saponificacdo intermolecular das ligacdes cruzadas de ésteres da
xilana presentes na hemicelulose com outros componentes, por exemplo, lignina e hemicelulose.

O pré-tratamento alcalino também remove o acetil e vdrias substituicdes de 4cido urdnico da
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hemicelulose, responsdveis pela reducdo da acessibilidade da celulose e hemicelulose pelas

enzimas (ZHENG, et al, 2009a).

fablg

O pré-tratamento alcalino de materiais lignocelulésicos provoca inchago, levando
diminuicdo do grau de polimerizacdo e cristalinidade, maior drea de superficie interna, o
rompimento da estrutura da lignina e separacdo dos vinculos estruturais entre a lignina e
carboidratos (FAN et al, 1987). Outro aspecto importante do pré-tratamento alcalino € a
mudanca da estrutura da celulose para uma forma que € mais densa e termodinamicamente mais
estavel do que a celulose nativa (PETTERSEN, 1984).

A eficdcia do pré-tratamento alcalino varia, dependendo do substrato e das condi¢des de
tratamento. Em geral, pré-tratamento alcalino é mais eficaz em madeiras duras, plantas herbaceas
e residuos agricolas com baixo teor de lignina do que em coniferas com alto teor de lignina
(BJERRE et al., 1996).

Em comparacdo com outras tecnologias de pré-tratamento, o pré-tratamento alcalino
geralmente utiliza baixas temperaturas e pressoes, até mesmo condi¢des ambientais. O tempo de
pré-tratamento, no entanto, € relatado em termos de horas ou dias, sendo muito maior do que
outros processos de pré-tratamento. Uma desvantagem significativa do pré-tratamento alcalino é
a conversdo de algumas bases em sais irrecuperaveis e/ou a incorpora¢do de sais na biomassa
durante as reacoes de pré-tratamento (ZHENG, et al, 2009a).

Hidréxido de sédio, hidroxido de calcio, amodnia e uréia sao os alcalis mais comuns
usados como agentes de pré-tratamentos. Embora o hidroxido de s6dio aumente a digestibilidade
da biomassa significativamente, este € de dificil reciclagem, além de ser uma base relativamente
cara. Por causa da volatilidade, a amonia pode ser reciclada facilmente, mas é considerada um
agente de pré-tratamento caro, além da necessidade de uma maior aten¢do para manipuld-la. A
uréia € de facil manipulacdo, mas € considerada um produto de alto custo, além de causar um
aumento ndo muito significativo na digestibilidade da biomassa quando comparado com o de
outras bases. Por outro lado, o hidréxido de célcio (cal) apresenta vérias vantagens, ja que € facil
de ser manipulado e apresenta um baixo custo. Uma outra vantagem é que a cal pode ser

recuperada tratando-se a dgua de lavagem com gds carbOnico, o que minimiza ainda mais o seu

custo (CHANG et al.,1998).
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O hidréxido de calcio tem sido bastante usado como agente de pré-tratamento para
aumentar a digestibilidade enzimadtica de residuos lignoceluldsicos tais como o bagaco de cana,
palha de trigo, palha de milho, entre outros residuos agroindustriais. (CHANG et al., 1997 e
1998, KAAR e HOLTZAPPLE, 2000). Virias pesquisas tém utilizado a cal como um dos
reagentes com grande potencial para o pré-tratamento da biomassa por ser um reagente de baixo
custo e seguranca para manipulacdo, apesar de apresentar menor solubilidade e ser mais fraca

quando comparada com outras bases (CHANG et al.,1998).

2.3.4.2. Pré-tratamento com Peréxido de Hidrogénio Alcalino

Um pré-tratamento oxidativo consiste na adi¢do de um composto oxidante, como o
peroxido de hidrogénio ou dcido peracético a biomassa, que estd suspensa na agua. O objetivo €
remover a hemicelulose e lignina para aumentar a acessibilidade da celulose. Durante o pré-
tratamento oxidativo diversas reagdes podem ocorrer, como a substituicdo eletrofilica, o
deslocamento das cadeias laterais, a clivagem de ligacdes éter alquil arila ou a clivagem oxidativa
dos nucleos aromaticos (HON e SHIRAISHI, 2001).

Os pré-tratamentos oxidativos tém sido usados para dissolver os componentes da matriz
lignoceluldsica e acelerar a hidrélise enzimatica e a biodegradacdo. O peréxido de hidrogénio é
usado para reagir com a lignina sob certas condi¢des, e tem sido largamente usado por varios
anos como alvejante em polpas de madeira altamente lignificadas para a producdo de papel
(REICHERT e PETE, 1949).

Em muitos casos, o oxidante utilizado ndo € seletivo e, portanto, as perdas de
hemicelulose e celulose podem ocorrer. Os trabalhos desenvolvidos no LEPFE mostram que nao
ha perdas de celulose quando se usa perdxido de hidrogénio (RABELO, 2007; RABELO et al.,
2008; GARCIA, 2009; RABELO, 2010).Um alto risco na formacdo de inibidores existe,
conforme a lignina € oxidada e compostos aromdticos soliveis sdo formados (HENDRIKS e
ZEEMAN, 2009). O trabalho de RABELO (2010), no entanto, mostra que as hexoses obtidas a
partir da hidrélise enzimatica de bagaco de cana pré-tratado com perdxido sdo fermentadas a

etanol com rendimentos proximos ao rendimento tedrico.

O pero6xido de hidrogénio alcalino é um agente efetivo na deslignificacio e solubilizagdo

da hemicelulose. Isto é devido a formacdo do anion hidroperéxido (HOO™ ), formado em pH
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alcalino, que se apresenta como a principal espécie ativa no peréxido. Em contraste, peréxido de
hidrogénio € instdvel nas condi¢des alcalinas e se decompde em radicais hidroxil ('OH") e
superdxido (O ). Estes radicais sdo responsdveis pela oxidag¢do da estrutura da lignina, na qual

ataca os grupos hidrofilicos (carboxil), quebrando algumas ligacdes e, eventualmente, levando a
dissolugdo da lignina e hemicelulose (PAN et al., 1988; FANG et al., 1999; SUN et al., 2004).

Para o entendimento do mecanismo da reacdo de deslignificacdo utilizando perdxido de
hidrogénio alcalino € necessdrio examinar completamente as reacdes envolvidas na sua
decomposi¢dao (GOULD, 1985).

Quando H,O, reage com 4gua, tem-se a seguinte reacao:

H,0, +HOO +H,0" -0, +3H,0 (pKa=11,6) (2.1)

A deslignificacdo dos materiais lignocelulésicos com peréxido de hidrogénio €
fortemente dependente do pH do meio. Seu melhor desempenho ocorre em meio alcalino, mas
especificamente em pH na faixa de 11,5 a 11,6. Nesta faixa de pH, o mecanismo para a oxidac¢ao
da lignina gera a formacao de espécies quimicas (radicais) altamente reativas (GARCIA, 2009).

As reagOes quimicas, que ocasionam a formacio de espécies reativas, estdo dispostas a

seguir:
H,O, + HO® <> H,0+HOO" (2.2)

H,O0, + HOO < HO-+-0, + H,0 (2.3)

Sob condicdes alcalinas, observa-se a forma¢do do fon peroxidrila HOO". Quando o
perdxido sofre decomposi¢do, que pode ser acelerada em presenca de luz, alto pH, aquecimento
ou presenca de metais de transi¢c@o, hd formacado de oxigénio e dgua. Se houver aumento de pH ou
aquecimento, principalmente na faixa de 110 a 120°C, o perdxido de hidrogénio é decomposto
instantaneamente. Esta reacdo torna-se mais rdpida se o pH atingir o pKa, que € de 11,6 a 25°C
(LEGRINI e BRAUN, 1993; THOMPSON, 1995).

A reacdo de decomposi¢do pode ser observada a seguir:

H,0, +HOO +H,0" -0, +3H,0 (2.4)
Com a adicdo de uma base ao perdxido de hidrogénio, sendo que a mais comumente

utilizada € hidroxido de sédio, hd formagdo de uma solu¢do com alto poder deslignificador. Os
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radicais hidroxil (HO-) e superdxido (-0, ), decorrentes da decomposi¢do do perdxido de
hidrogénio, sdo responsaveis pela oxidacao da lignina e dissolug@o da hemicelulose (FANG et al.,
1999).

O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino em residuos lignocelulésicos,
como o bagaco de cana-de-acticar, aumenta enormemente a susceptibilidade para a hidrélise
enzimatica e conseqiientemente a producdo de etanol (AZZAM, 1989).

Estudos realizados por RABELO (2007) determinaram as condi¢des Otimas de pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio para bagaco de cana-de-acucar, que sdo 1 h de reagdo,
temperatura de 25°C e concentracdo de 7,355% de H,0O,. Os resultados de massa de agucares
redutores totais, ART, e glicose apds 48 h de hidrdlise foram 0,4899 g/g biomassa bruta seca e
0,3740 g/g biomassa bruta seca, respectivamente. O maximo rendimento de glicose obtido foi de

84,07 %.

2.4. Hidrdlise de biomassa lignoceluldsica
Os processos de hidrélise mais comuns sdo o processo com dcido concentrado, a
hidrélise com &cido diluido em duas etapas e a hidrdlise enzimatica. Estes serdo descritos em

detalhes a seguir.

2.4.1. Hidrolise acida

2.4.1.1. Hidrélise com acido diluido

Os processos que empregam dcidos diluidos, em geral utilizam como catalisador o 4cido
sulfurico diluido a 0,1-0,7% ou o acido cloridrico (CARDOSO, 2008). A hidrdlise ocorre em dois
estdgios para acomodar as diferencas entre a hemicelulose e a celulose e para maximizar o
rendimento em acucares redutores provenientes da hemicelulose e da celulose (HARRIS et al.,
1985). O primeiro estagio € operado sob condi¢des mais brandas para hidrolisar a hemicelulose,
enquanto que o segundo estigio € otimizado para hidrolisar a fracdo de celulose mais
resistente. Os hidrolisados liquidos sao recuperados em cada etapa, neutralizados e fermentados

em etanol.

O National Renewable Energy Laboratory (NREL) (Golden, Colorado, subordinado ao
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Departamento de Energia dos EUA), operado pela Midwest Reseach Institute, Bettelle, esbogou
um processo no qual a hidrdlise é realizada em duas fases para acomodar as diferencas entre a
hemicelulose e celulose. A primeira etapa pode ser operada sob condi¢des mais brandas para
maximizar o rendimento da hemicelulose, a qual € hidrolisada mais rapidamente. A segunda
etapa é otimizada para a hidrdlise da fracao cristalina da celulose. O NREL relatou os resultados
de uma hidrélise 4cida diluida de coniferas em que as condi¢des dos reatores foram as seguintes:
Fase 1, 0,7% de acido sulftirico, 190 °C, com tempo de 3 minutos; Fase 2, 0,4% de acido
sulfurico, 215° C, com tempo de 3 minutos. Os hidrolisados liquidos foram recuperados em cada
etapa e fermentados a etanol (NGUYEN, 1998).

Porém, devido as altas temperaturas aplicadas no segundo passo, uma quantidade
considerdvel de aguicares e lignina solivel sdo degradados levando a uma inibicdo durante o

processo de fermentacdo (CLARK e MACKEI, 1984, WYMAN, 1994; LARSSON et al., 1998).

2.4.1.2. Hidrélise com acido concentrado

Os processos por dcido concentrado empregam dcido sulfdrico como agente de pré-
tratamento, seguido pelo estdgio de hidrélise com dcido diluido. O 4cido concentrado desfaz a
estrutura cristalina da celulose. Assim que a estrutura da celulose passa ao estado amorfo, torna-
se possivel a sua transformagdo completa e rdpida em aciicares redutores, empregando condicoes
nao muito severas de reacdo (CARDOSO, 2008).

No processo de hidrolise 4cida concentrada sdo utilizadas concentragdes de acido
sulfurico de 30 a 70 % em massa a temperaturas inferiores a 100 °C. Apesar de 90% da hidrolise
da celulose e hemicelulose serem alcangadas neste processo, os dcidos concentrados sdo toxicos,
COrTosivos € perigosos € exigem reatores que s@o resistentes a corrosdo. Além disso, o dcido
concentrado deve ser recuperado apds a hidrdlise para tornar o processo economicamente vidvel
(VON SIVERS e ZACCHLI, 1995).

A etapa de hidrélise gera subprodutos de reacdo indesejdveis, tais como: acidos
organicos de baixo peso molecular e compostos furanicos e fendlicos, que inibem a fermentacao

alcodlica (HASSUANI et al., 2005).
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2.4.2. Hidrdlise Enzimatica

No processo enzimatico, a biomassa lignoceluldsica é primeiramente pré-tratada para
aumentar a acessibilidade ao ataque enzimdtico. Durante o pré-tratamento, a hemicelulose &
hidrolisada em um processo similar ao primeiro passo da hidrélise com &4cido diluido. No
segundo passo, a hidrdlise propriamente dita, a celulose é quebrada pela acdo das enzimas
celulases (EKLUND et al., 1990).

Os processos enzimdticos empregam celulase como biocatalisador de hidrélise, que
requer condi¢cdes brandas, temperaturas proximas a 50 °C, pH na faixa 4,5-6,0 e operacdo na
pressdo atmosférica, permitindo ainda, conversdes superiores as obtidas pela hidrélise quimica,
menor destrui¢do de actcares e menor acimulo de substincias toxicas (furfurais e derivados de
lignina) que podem afetar as células microbianas que serdo utilizadas para fermentacdo do meio
hidrolisado. Na rota enzimatica sdo detectados pontos de economia no processo, tanto do ponto
de vista energético, como de materiais, visto que os equipamentos podem ser confeccionados com
materiais menos nobres. As principais barreiras aos processos enzimaticos sdo: o custo muito
elevado da enzima celulase e o tempo mais longo para se obter rendimentos altos; um consumo
energético elevado para manter os grandes volumes agitados e aquecidos por 48 a 96 horas, hd
também o risco de contamina¢do (CASTRO e PEREIRA, 2010; HASSUANI, 2005; GLASSER e
KELLY, 1987; FENGEL e WEGENER, 1989).

A hidrélise enzimatica da celulose e conversao dos agucares liberados em moléculas de
interesse, tal como o etanol, podem ser conduzidas de forma sequencial (processo HSF, hidrélise
separada da fermentacdo) ou simultanea (SSF, sacarificacdo simultanea a fermentagdo)
(OLOFSSON et al., 2008).

O processo SSF contribui com menor custo de investimento a planta, visto que nele sao
agrupadas duas etapas em um mesmo vaso reacional. Nessa forma de condug¢do, as enzimas sao
menos passiveis de inibicdo pelos produtos de hidrolise, pois a glicose liberada ¢é
concomitantemente fermentada (OLOFSSON et al., 2008). A manutencido de uma baixa concen-
tracdo de glicose no meio também favorece o equilibrio das demais reagdes de hidrélise, no
sentido de formacao de mais produto (CASTRO e PEREIRA, 2010).

J4 o processo HSF apresenta como uma das principais vantagens frente ao SSF, a

possibilidade de ambas as etapas, de hidrélise e de fermentacdo, serem conduzidas em suas
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condi¢des 6timas. Conforme discutido, as celulases comumente apresentam melhor atividade ca-
talitica em temperaturas acima de 50 °C, bem acima da temperatura ideal para a etapa
fermentativa. Nesse caso, como nao hd matéria-prima em suspensido durante a fermentagdo, as
células podem ser recicladas ao sistema. No entanto, essa estratégia apresenta como
desvantagens: o acimulo de aguicares intermedidrios da hidrdlise, causando inibi¢do as enzimas

(CASTRO e PEREIRA, 2010).

2.5. As Enzimas Celuloliticas

A celulase € classificada como sendo uma hidrolase e segundo a nomenclatura
enzimatica (E.C. 3.2.1), hidrolases O-glicosidicas sdo baseadas em sua especificidade ao
substrato e ocasionalmente no seu mecanismo molecular. De acordo com a nomenclatura o
numero 3 refere-se as hidrolases; 3.2 glicosilases e 3.2.1 glicosidases, isto €, enzimas que
hidrolisam compostos O-glicosil ou S-glicosil. Atualmente as hidrolases glicosidicas sao

agrupadas em 87 familias (MARTINS, 2007). A Figura 2.10, apresenta a estrutura de uma

celulase de Trichoderma reesei.

Figura 2.10: Celulase de Trichoderma reesei (SANDGREN et al., 2005).

30



Tradicionalmente, as celulases foram classificadas em duas classes distintas:
celobiohidrolases (CBH), também chamados exo-1,4-B-D-glucanases (E.C 3.2.1.91) e endo-1,4-
B-D-glucanases (EG) (E.C 3.2.1.4), com base na sua especificidade de substrato, ou seja, a
afinidade para os terminais ou interior da cadeia de celobiose, respectivamente. A terceira classe
de enzimas trabalhando em conjunto e em sinergia com a CBH e EG, sdo B-glicosidases
(BG). Elas muitas vezes nao s@o reconhecidas como celulases "reais", pois hidrolisam ligacoes
glicosidicas principalmente de oligosacarideos soldveis e celobiose, logo ndo agindo na celulose
em si (ANDERSEN, 2007).

As enzimas do complexo celuldsico, responsdveis pela degradacdo de materiais
lignocelulésicos sdo produzidas principalmente por microrganismos como fungos filamentosos e
bactérias. As espécies de fungos mais estudadas que produzem celulases sdo o Trichoderma
reesei, Penicillium pinophilum, Humicola insolens, Trichoderma koningii, Penicillium
Sfuniculosum, Fusarium solani, Myrothecium verrucaria, Sporotrichum pulverulentum e Aspergilo
niger. Tais fungos excretam uma celulase de alta atividade no meio de cultura (PATHAK e
GHOSE, 1973; STERNBERG, 1976; LEE e FAN, 1980; CANEVASCINI e GATTEN, 1981;
LARIOS et al., 1984; FAN et al., 1987; DUFF e MURRAY, 1996). Entre as bactérias produtoras
de celulase tém-se a Cellulomonas fimi e Clostridium thermocellum (BISARIA, 1991).

A quantidade das enzimas produzidas no complexo enzimdtico varia entre as espécies e
depende do microrganismo que as produziu (ANDERSEN, 2007). Na Tabela 2.3, temos a
distribuicao individual das enzimas no complexo celuldsico em trés extratos produzidos por
Trichoderma longibrachiatum Rut 30, Humicola insolens DSM 1800 e Penicillium brasilianum

20.888 IBT.
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Tabela 2.3: Distribuicdo das enzimas que compdem o complexo celulolitico nas cepas de

Trichoderma, Humicola e Penicillium (ANDERSEN, 2007).

Trichoderma . R
longibrachiatum Rut . Humicola . ?’emczllmm
Componente 30 insolens DSaM brasilianum IgBT 20888

(%]* 1800 [%] [%]
CBHI (Cel7A) 50 20 18
CBH II (Cel6A) 20 <5 25
EG I (Cel7B) 10 50 4
EG II (Cel5A) 5 5 10
EG III (Cel12A) <5 5 21
EG V (Cel45A) <5 10 n.d
BG (Cel3A) ~1-2 ~1-2 n.d
Outras (nao- 10 10 nd

celulase)
CBH: Celobiohidrolase; EG: Endoglucanase; BG: B-glicosidase; n.d: ndo determinado; *: de

TOLAN e FOODY, 1999; ”: de JGRGENSEN et al., 2003.

2.5.1. Mecanismos da atividade celulolitica

Enzimas celuloliticas, como as glicosil hidrolases, hidrolisam liga¢des glicosidicas através
de uma reacdo 4cido-base onde os aminodcidos constituintes do sitio ativo atuam como 4cidos e
bases de Bronsted (MARTINS, 2005).

Hidroélise, como o préprio nome descreve, envolve a quebra de ligagdes por adi¢do de dgua.
Dois mecanismos diferentes podem ser distinguidos: o mecanismo de inversdo e o de retencdo
(Figura 2.11). No mecanismo de inversao (Figura 2.11.A) ocorre um deslocamento de um
nucleéfilo no qual o ambiente carregado do sitio catalitico € utilizado para "ativar" um molécula
de dgua para agir como um nucleéfilo, enquanto um residuo de aminodcido acido doa o préton
necessario. Nessa via catalitica, a ligacao glicosidica € hidrolisada em apenas uma etapa e ocorre
a inversao do carbono anomérico (C;), gerando um andmero o.

O mecanismo de retencdo (Figura 2.11.B) prossegue em duas etapas. Primeiro, uma ligacao
covalente intermedidria é formada através do ataque nucleofilico de um aminodcido carregado
sobre a ligacdo glicosidica. Na segunda etapa, a molécula de dgua libera o produto de hidrélise da

enzima e recarrega aminodcido desprotonado (MOSIER et al., 1999).
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Figura 2.11: Representa¢do esquemdtica dos mecanismos de inversdo (A) e retencdo (B) da

hidrélise enzimatica das ligacdes glicosidicas (DAVIES e HENRISSAT, 1995).

Enzimas que utilizam o mecanismo de retencdo geralmente sdo capazes de realizar
transglicosilagdo, enquanto que enzimas de inversdo ndo podem (WILSON e IRWIN,
1999). Outra grande diferenca entre glucosidases de inversdo e retencdo € a distancia entre os
dois residuos de dcido. Para as enzimas de inversdo a distincia é de aproximadamente 10 A,
enquanto que a diferenca média entre os residuos cataliticos para a glucosidases de retencdo € de

aproximadamente 5,5 A (MCCARTER e WITHERS, 1994; MOSIER et al., 1999).

2.5.2. Constituicao Estrutural das celulases

Muitas celulases sao compostas por dois dominios distintos: o dominio de liga¢do ao
substrato (DLS), “cellulose binding domain (CBD)”, ou “cellulose binding module (CBM)”, e o
dominio catalitico (DC), que abriga o sitio ativo. Estes dominios estdo ligados um ao outro
através de uma cadeia polipeptidica flexivel designada por “linker”, como mostra a Figura 2.12.
O sitio ativo possui como funcdo a hidrolise das ligagdes glicosidicas da celulose e cada classe de
celulase possui uma forma diferente de sitio ativo, permitindo a hidrdlise de ligagdes localizadas
em regides distintas do substrato (exemplo: ligacdes internas e ligacdes terminais, localizadas nas

extremidades das cadeias) (MARTINS, 2005).
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Os CBM aumentam a concentracdo de enzimas na superficie do substrato soélido,
facilitando a acdo das regides ativas, ainda que possam também produzir unides improdutivas no

substrato a elevadas concentracdes de enzima (PALONEN et al., 2004b).

Dominio Catalitico

Figura 2.12: Representacao esquematica de uma celulase (CAVACO-PAULO, 1995).

Acredita-se que as diferengas existentes entre as estruturas dos dominios cataliticos da
endoglicanases e celobiohidrolases sdo as responsédveis pela diferenga no modo de acdo delas.
Nas celobiohidrolases o DC apresenta uma estrutura em tinel de aproximadamente 50 A de
comprimento, enquanto que nas endoglicanases o DC se dispde de uma estrutura em fenda ou
rachadura. (DIVNE et al., 1994; HENRIKSSON et al., 1996).

As enzimas que ndo apresentam CBM, ou seja, somente apresentam o dominio
catalitico, ttm mostrado que ainda apresentam habilidade para adsorver na celulose, mas com
afinidade mais baixa que as outras enzimas que apresentam os dois dominios (SCHULEIN, 1997;
KARLSSON et al., 2002).

Na Tabela 2.4, temos um resumo das principais caracteristicas de enzimas utilizadas na

hidrdlise da biomassa lignoceluldsica provenientes de diversos microorganismos.
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Tabela 2.4: Principais caracteristicas de algumas enzimas celuloliticas utilizadas na hidrélise da

biomassa lignocelulésica (ANDERSEN, 2007).

Enzimas Mono-Componentes

PM

Classe Organismo (kD] DLS Mecanismo  pH étimo
Cel7B EGI H. insolens 50 Nao Retencdo 7,5
Cel45A EGV H. insolens 43 Sim Inversao 7.5
Cel5C EG P. brasilianum 65 Sim Retenc¢do 4,0
Cel7A CBHI H. insolens 70 Sim Retencdo 5,5-6,0
Cel6A CBH II H. insolens 51 Sim Inversao 9,0
Cel7B CBH  P. brasilianum 60 Nao Reten¢ao n.d
Cel3A BG P. brasilianum 110 Nao Retenc¢do 4,8
ﬁgN BG A. niger 91 Nao Reten¢do 4,0

CBH: Celobiohidrolase; EG: Endoglicanase; BG: B-glicosidase; n.d: nao determinado; DLS:
Doninio de Ligacdo ao Substrato; MCN 188: Mono-component Novozym 188 (B-glicosidase

purificada).

2.5.3. Endoglicanase (EGs)

A endoglicanase € a enzima do complexo celulolitico responsdvel por iniciar a hidrélise.
Tal enzima hidrolisa randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica,
liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (GP) e, consequentemente, novos
terminais, sendo um redutor (quando a glicose possui uma hidroxila heterosidica livre) e um nao
redutor (quando a hidroxila heterosidica da molécula da extremidade participa de ligacdo com a
glicose adjacente) (LYND et al., 2002). A EG € a enzima celulolitica responsdvel pela rdpida
solubilizacdio do polimero celulésico (redu¢do do GP), devido a sua fragmentacdo em
oligossacarideos (KLEMAN-LEYER et al., 1996).

O sitio ativo das endoglicanases possui a forma de uma chave, possibilitando a acdo da
enzima ao longo da cadeia de celulose e reduzindo o seu grau de polimerizacdo de maneira
consideravel (MARTINS, 2005). As regides de menor organizacao estrutural sdo mais facilmente
atacadas, pois possuem cadeias que ndo estdo envolvidas em interagdes de hidrogénio
intermoleculares tdo fortes quanto as que ocorrem em regides cristalinas, levando,
consequentemente, a uma maior exposi¢do das ligacdes glicosidicas mais internas das cadeias de

celulose (Figura 2.13).
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Figura 2.13: Sitio ativo (SA) em forma de chave das endoglicanases, que permite o acesso ao

longo de uma cadeia de celulose (MARTINS, 2005).

2.5.4. Celobiohidrolases (CBs)

As exoglicanases (ou CBHs) atuam nas extremidades das cadeias de celulose, liberando
a celobiose como produto principal (ZANDONA FILHO, 2001; ROUVINEN et al., 1990;
DAVIES e HENRISSAT, 1995; HENRISSAT, 1998). Ocasionalmente, glicose e celotriose sdo
produzidas em pequenas quantidades durante o estdgio inicial da hidrélise (DIVNE et al., 1994).
Uma caracteristica importante de todas as celobiohidrolases € que elas podem atuar na celulose
microcristalina (TERRI, 1997).

O sitio ativo das celobiohidrolases possui a forma de um tdnel por onde a cadeia de
celulose penetra e sofre hidrdlise de suas ligacdes glicosidicas terminais (Figura 2.14), liberando
majoritariamente celobiose (HUI, et al., 2002). O CBD ¢ constituido por 35 aminoécidos (aa) na
CBH I e 44 aminodcidos na CBH II (Figura 2.15), possuindo a importante fun¢cdo de promover a
adsor¢do da proteina ao substrato, conferindo estabilidade ao agregado e permitindo a melhor
aproximacio da cadeia de celulose ao sitio ativo (HUI, et al., 2002). A adsor¢do ocorre por meio
da interacdo de residuos de tirosina (Tyr), presentes no CBD, com as unidades de glicopiranose,

presentes na superficie da celulose (Figura 2.14) (MARTINS 2005).
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Figura 2.14: Representacdo do sitio ativo (SA) e do dominio de ligacdo ao substrato (CBD) da
CBH I de Trichoderma reesei (ROCHA DO MONTE, 2009).

As exoglicanases ndo atuam sobre celuloses soliveis por haver um impedimento
estereoquimico causado pelos grupos substituintes, seja carboximetilico (CMC) ou hidroxietilico
(HEC). As exoglucanases atuam sobre celulose cristalina (Avicel), produzindo uma reducdo lenta
e gradual do seu grau de polimerizacdo. Assim, ensaios de atividade sobre CMC
(carboximetilcelulose) sdo caracteristicos para as endoglucanases (EGs), enquanto que a atividade
contra Avicel caracteriza as CBHs, tornando possivel a diferenciacdo entre essas enzimas
(MARTINS, 2005).

Estudos bioquimicos sugerem que CBH I hidrolisam as extremidades redutoras das
cadeias de celulose em direc@o as extremidades ndo redutoras (BARR et al., 1996; BOISSET et
al., 2000) (Figura 2.15), enquanto que a hidrélise das extremidades ndo redutoras acontece em

direcao a extremidade redutora pela CBH II (MOSIER et al., 1999).
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Figura 2.15: Representacdo do modo de acdo da celobiohidrolase I (CBHI) e da celobiohidrolase
II (CBH II) de Trichoderma reesei (ROCHA DO MONTE, 2009).

EGs e CBHs estdo sujeitas a inibi¢cao pelo produto (celobiose e glicose). A celobiose
apresenta um efeito inibidor nas enzimas maior que a glicose (HOLTZAPPLE et al., 1990). Os
modelos padrdo de inibicdo, ou seja, inibicdo competitiva, ndo-competitiva, ou uma mistura
destas, t€m se mostrado dependentes do tipo de ligacdo com a celulase, da concentracdo de
enzimas, da drea de superficie da celulose acessivel as enzimas, da razdo enzima/substrato, da
natureza e concentragcdo do substrato e da variagdo da atividade de B-glicosidase (GUSAKOV e

SINITSYN, 1992; GRUNO et al., 2004).
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2.5.5. B-glicosidases (BGs)

As B-glicosidases, também denominadas celobiases, hidrolisam a celobiose em glicose e
removem glicose de terminais ndo redutores de pequenas celodextrinas. As B-glicosidases t€m
um papel fundamental para a degradacdo de materiais lignoceluldsicos. A celobiose, principal
substrato para a B-glicosidase, é um potente inibidor das enzimas EGs e CBHs, portanto a
auséncia dessa enzima diminui o potencial do processo de sacarificagdo da biomassa (NICOLAU
DE ALMEIDA, 2009). HAN e CHEN (2008) mostraram que a adi¢do de [-glicosidase de
sabugo de milho durante a sacarificacio e fermentacdo desta mesma biomassa diminui a
concentracdo de celulose em 28% e a produgdo de etanol aumentou em 20%.

O mercado atual oferece muitos complexos de celulase que contém niveis baixos de -
glicosidase, conduzindo a um aumento do actiimulo de celobiose nos hidrolisados enziméticos de
celulose, logo € indicado que se adicione no meio reacional uma certa quantidade desta enzima
proveniente de outras fontes de complexos enzimaticos. Desta forma hd uma diminuicdo da
concentragdo de celobiose no meio reacional, ocasionando diminui¢do da inibicdo e aumento na
eficiéncia da hidrélise enzimatica (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996; SUN e CHENG, 2002).

O mecanismo de catdlise da hidrélise das ligagdes glicosidicas ocorre de maneira
semelhante para as endoglucanases e para as celobiohidrolases, através de uma reagdo dcido-base
onde os aminodcidos constituintes do sitio ativo atuam como &cidos e bases de Bronsted

(MARTINS, 2005).

2.5.6. Sinergismo entre as Enzimas Celuloliticas

Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celulolitico apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando atuam
isoladamente umas das outras. Tal efeito € conhecido como sinergia. Sdo conhecidas pelo menos
trés formas de sinergia entre as celulases (LYND et al., 2002; BHAT e BHAT, 1997): sinergia
endo-exo - a endoglucanase, atuando nas regides amorfas da fibra, disponibiliza terminais
redutores e ndo redutores para atuacdo de CBH I e CBH II, respectivamente; sinergia exo-exo - as
CBH I e CBH 1II atuam simultaneamente na hidrdlise dos terminais redutores e nio redutores
liberados por acdo da endoglucanase; sinergias exo-BG € endo-BG - como seus produtos de

hidrdlise, a celobiohidrolase e a endoglucanase liberam celobiose e oligossacarideos,
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respectivamente, que sao substratos para a -glicosidase (CASTRO e PEREIRA, 2010).
A Figura 2.16 ilustra a acdo sinérgica entre exoglicanase, endoglicanase ¢ B-glicosidase

na hidrdélise da fibra celuldsica.
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Figura 2.16: Modo de acdo das enzimas do complexo celulolitico (CASTRO e PEREIRA, 2010).

Numerosos estudos realizados sobre sinergia entre as enzimas celuloliticas purificadas
mostraram que a sinergia é dependente da proporcdo individual das enzimas (HENRISSAT et al.,
1985), da concentragio (WOODWARD et al., 1988), e das propriedades fisico-quimicas do
substrato (HENRISSAT et al., 1985).

2.6. Fatores que afetam a hidrdlise enzimatica

z

A hidrélise enzimdtica de materiais lignocelulésicos é confrontada por uma série de
fatores que diminuem o desempenho da enzima, o que aumenta o tempo necessirio para a
hidrdlise completa.

A Figura 2.17 apresenta alguns fatores que limitam a hidrélise enzimadtica,
principalmente quando se trabalha em altas concentracdes de s6lidos:

1: Inibicdo da B-glicosidase e da celobiohidrolase pelos produtos (glicose e celobiose,

respectivamente).
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2: Adsor¢do improdutiva da celobiohidrolase a celulose. Devido a processabilidade das
celobiohidrolases e sua forte ligacdo a cadeia de celulose em seu ntcleo catalitico, obstdculos
podem paralizar as enzimas levando a uma liga¢do improdutiva.

3: Obstrugdo do acesso das celulases a celulose pela hemicelulose.

4: Obstrucao do acesso das celulases a celulose pela lignina

5: Adsorc¢do inespecifica das enzimas a lignina.

6: Desnaturacio ou perda da atividade enzimadtica devido a agitagdo mecanica, atividade

proteolitica ou baixa termoestabilidade
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Figura 2.17: Visdo simplificada dos principais fatores que limitam a eficiéncia da hidrdlise
enzimdtica da biomassa lignocelulésica (simbolizados por linhas retas) (JORGENSEN et al.,

2007).

O uso de altas concentracOes de substrato aumenta o problema da inibi¢do por produto, o
que resulta em menor desempenho das enzimas. A presenca de lignina, que protege as cadeias de
celulose e adsorve as enzimas, é também um importante obstidculo para uma hidrélise
eficiente. Além disso, a atividade de algumas enzimas pode ser perdida devido a desnaturag¢do ou
degradagio (JORGENSEN et al., 2007). Dentre os fatores que estdo intimamente ligados a

composi¢do do substrato e, portanto, ao método de pré-tratamento empregado, vale citar
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alteracdes em sua porosidade e drea superficial durante a hidrélise (SUN e CHENG, 2002;
MANSFIELD et al.,1999), o acimulo de lignina no meio reacional (para substratos ricos em
lignina) (PAN et al., 2004; ADSUL et al., 2005; SCHEVCHENKO et al., 1999; MOONEY et al.,
1999) e mudangas no grau de polimerizagdo e na cristalinidade da celulose (FAN et al., 1987,

MARTIN ez al., 2007; RAMOS et al., 1992).

2.7. Mecanismo da reacao de hidrdélise enzimatica

A hidrélise da celulose, devido a sua natureza heterogénea, envolve mais passos do que
a cinética enzimdtica cldssica. As principais etapas sdo descritas por BANSAL et al., (2009)
(Figura 2.18):
1. Adsorc¢do das celulases no substrato via dominio de ligacao (STAHLBERG etal., 1991),
2. Localizag¢do de uma ligag@o suscetivel para hidrdlise na superficie do substrato (JERVIS et al.,
1997) (final da cadeia se celobiohidrolase, quebra de ligacdo se endoglicanase),
3. Formagdo do complexo enzima-substrato (Por ligacdo no final da cadeia no tiinel catalitico da
celobiohidrolase, para iniciar a hidrélise) (DIVINE et al., 1998; MULAKALA e REILLY, 2005),
4. Hidr6lise da ligacdo B-glicosidica e simultaneo deslizamento da enzima ao longo da cadeia de
celulose (DIVINE et al., 1998; MULAKALA e REILLY, 2005),
5. Dessor¢do das celulases do substrato ou repeticdo da etapa 4 ou etapas 2 e 3 somente se 0
dominio catalitico desprender-se da cadeia,
6. Hidrdlise da celobiose a glicose pela enzima [-glicosidase (se presente no complexo
enzimatico). Além disso, a inibi¢do do produto (BEZERRA e DIAS, 2005; HOLTZAPPLE et al.,
1990; XIAO et al., 2004; YUE et al., 2004) e as mudangas nas propriedades do substrato ao

longo da hidrdlise afetam os passos acima.
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Figura 2.18: Etapa 1 a 4 para uma celobiohidrolase atuando sobre um substrato celuldsico (ndo
em escala). Para endoglicanase, etapas 2 e 3 sdo diferentes, pois ndo exigem cadeia terminal para
agir. Etapa 1 — Adsor¢do, etapa 2 — posicao no final da cadeia, etapa 3 — formacdo de um

complexo enzima-substrato, etapa 4 — hidrdlise da ligacdo B-glicosidica (BANSAL et al., 2009).

2.8. Modelagem da hidrdlise enzimatica em biomassa lignocelulésica

Uma vez que a celulose é um substrato insoliivel e as enzimas sdo catalisadores
soldveis, a hidrélise enzimdtica € um processo biocatalitico heterogéneo. A maioria dos modelos
para hidrdlise enzimdtica foram desenvolvidos baseando-se no esquema de trés reagdes (ZHENG
et al., 2009b) mostrado na Figura 2.19 no qual as reagdes ri, 1, € r3 estdo envolvidas: 1) uma
reacdo heterogénea para a producdo de celobiose a partir da celulose catalisada pelas enzimas
endoglucanase (EG) e celobiohidrolases (CBH I e CBH II); 2) uma reagdo homogénea para a
producdo de glicose a partir de celobiose catalisada pela enzima B-glicosidase (BG); e 3) uma
reacdo heterogénea para a producdo de glicose a partir da celulose catalisada pelas

celobiohidrolases (CBH I ¢ CBH 1I).
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Celulose » Celobiose

Glicose
Figura 2.19: Esquema de reacdo simplificado para a modelagem da hidrélise de biomassa

lignoceluldsica (Adaptado de ZHENG et al., 2009b).

O balango de massa para o substrato (celulose) e produtos (celobiose e glicose) € dado

pelas equagdes de (2.5) a (2.7):

dC

E = —l"1 — 1’3 (25)
dB

- =10567 -, (2.6)
‘il—le.ossr2+1.111r3 2.7)

Onde C, B e G sdo as concentragdes de celulose, celobiose e glicose, respectivamente, € 1y, 12 € 13

sdo as taxas de reagdo.

Os balangos de massa de celulose, celobiose e glicose sdo baseados em principios de
conservagcdo de massa, de forma que estas equagdes (Equagdes (2.5) a (2.7)) ndo vdo mudar se

modifica¢des forem feitas nas expressoes para a taxa de reacdo (ZHENG et al., 2009b).
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2.9. Classe de modelos

Os modelos para hidrdlise enzimatica de substratos lignoceluldsicos e para substratos
celuldsicos puros podem ser amplamente divididos em trés classes: modelos empiricos (Tabela
2.5), modelos baseados em Michaelis-Menten (Tabela 2.6) e modelos que levam em conta a

adsorc¢do (Tabela 2.6).

2.9.1. Modelos empiricos

Um modelo representativo desta categoria € aquele proposto por GHARPURAY et al.
(1983). Esses autores utilizaram a regressdao para desenvolver um modelo exponencial para
descrever a influéncia das caracteristicas da palha de trigo pré-tratada sobre a conversdo da
celulose (X = 1 — [concentragdo final de celulose]/[ concentracdo inicial de celulose]) medida

apos 8 h:

X =2.044(S54)"*(100—Cr1 ) (L) 2.8)

Onde SSA € a area superficial medida pelo método BET (Brunauer-Emmett-Teller), Crl € o
indice de cristalinidade e L € teor residual de lignina. Os resultados indicaram que o aumento na
area superficial e a diminuic@o na cristalinidade e teor de lignina melhoraram a hidrdlise, com a
area superficial sendo o fator estrutural mais influente, seguido pelo teor de lignina (ZHANG e
LYND, 2004).

A Tabela 2.5, apresenta uma lista de modelos empiricos na literatura, junto com suas
varidveis previstas e independentes

Embora os modelos empiricos ndo sejam aplicaveis fora das condi¢des para as quais eles
foram desenvolvidos e ndo fornecam nenhuma visdo sobre os detalhes mecanisticos do processo,
eles sdo uteis de diversas maneiras:

a) Eles podem ajudar na compreensao das interacdes entre as propriedades do substrato.
Pode ser mostrado que os efeitos de uma propriedade individual do substrato, tal como
cristalinidade ou teor de lignina, pode depender dos niveis de outras (CHANG e HOLTZAPPLE,
2000; KIM e HOLTZAPPLE, 2006; ODWYER et al., 2008).

b) Modelos empiricos podem ser Uteis em estimativas de taxas iniciais, 0os quais sao
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importantes em experimentos de ressuspensdo ou “resuspension experiments” (onde as enzimas

sdo separadas da superficie da celulose ndo reativa e o substrato parcialmente hidrolisado &

submetido a hidrélise enzimdtica sob condi¢des iniciais) e grificos de Lineweaver—Burk

(LINEWEAVER e BURK, 1934) usados no modelos de Michaelis—Menten.

c) Modelos estatiticos podem ser usados para otimizar condi¢des de reacdo (KIM ef al.,

2008; VASQUEZ et al., 2007). Nesses dois exemplos foi empregada a metodologia da superficie

de resposta para se encontrar o nivel 6timo (para maximizar a conversao de celulose a glicose) de

fatores operacionais (pH, temperatura, carga enzimatica e porcentagem de s6lidos por VASQUEZ

et al., (2007) e pH, temperatura e concentragdo de enzimas por KIM et al., (2008)).

Tabela 2.5: Modelos Empiricos (BG — B-glicosidase) (BANSAL et al., 2009).

Referéncia Y (variavel X (variavel Substrato Fonte de
predita) independente) Enzimas
Extensio da Cristalinidade,
GHARPURAY . .. lignina, 4rea Palha de trigo pré- .
hidrdlise . T. reesei
et al. (1983) . superficial tratada
(depois de 8 h) e
especifica
OHMINE et al. - . ..
(1983) Conversao Tempo Avicel T. viride
SATTLER et - Tem,pc'), fragge; Madeira de dlamo pré- Celluclast+BG
Conversao de facil e dificil (Novo,
al. (1989) . tratada .
hidrolise Dinamarca)
Avicel moida, palha
KOULLAS et Ccznyersao, Tempo, lignina e r,n01d'a P re-tratadg com Fusarium
maxima T alcali, palha de trigo
al. (1992) ~ cristalinidade . ; oxysporum
conversao moida, palha de trigo
pré-tratada com élcali
Conversao,
taxa de
OOSHIMA er  hidrélise, . ..
al. (1991) enzima Tempo Avicel T. viride
adsorvida
Conversao,
KURAKAKE er [ 7509¢ Temne Avicel, madeira pré- T reesei, T.
al. (1995) OTSEs P tratada Wilner viride
enzima
adsorvida
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PARAJO et al.
(1996)

TARANTILI et
al. (1996)

MOLDES et al.
(1999)

CHANG e
HOLTZAPPLE,
(2000)

PARK et al.
(2002)

LAUREANO-
PEREZ et al.
(2005)

KIM e
HOLTZAPPLE,
(2006)

VASQUEZ et
al. (2007)

BERLIN et al.
(2007)

Conversao

Conversao

Taxa maxima
de conversao
de celulose,
taxa max. de
producdo de
glicose

Conversao
apo6s 1 h e final
de glucana e
xilana

Conversao

Taxa inicial de
hidrélise e
extensao apos
72 h

Rendimentos
de hidrdlise de
glucana, xilana
e holocelulose

Concentracdo
de glicose

Conversao de
glucana a
gliucose e
xilana a xilose

Tempo, fracoes
de facil e dificil
hidrolise

Tempo,
conversao
maxima, tempo
para alcagar
metade da
conversao
maxima

Razdo de enzima
por substrato e
razao de licor por
s6lidos

Lignina, teor de
acetil, glucanas e
indice de
cristalinidade

Tempo e
concentracdo de
enzimas

Cristalinidade e
caracteristicas
espectroscopicas

Lignina residual

pH, carga
enzimadtica,
temperatura e
porcentagem de
sOlidos

Massa de
xilanase,
pectinase e [3-
glucosidase

Madeira de pinheiro
pré-tratada com NaOH

Avicel moida, papel
filtro, algoddo grego
purificado

Lascas de madeira pré-
tratadas

Hibrido de dlamo,
bagaco de cana e
switchgrass

Residuos de papel de
escritorio

Palha de milho

Palha de milho pré-
tratada

Bagaco de cana
hidrolisado com acido

Palha de milho moida e
palha de milho pré-
tratada com acido
diluido

T. reesei +BG

Fusarium
oxysporum and
Neurospora
crassa

Celluclast (Novo
Denmark)

Cytolase
(celulase da
Environmental
BioTechnologies,
Santa Rosa,
CA)+BG

T. viride,
Acremonium
cellulolyticus

Cellulase from
NREL+BG

Spezyme CP
from NREL+BG

GC 220
(Genencor
International
Inc.)

Celluclast 1.5L +
BG
(Novozymes),
xilanse e
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pectinase

(Genencor
International)
Concentracio pH tem;leratura, .
. inoculagdo de Spirizyme Plus
KIM et al. de agucares . . .
enzima, tempo Residuos agricolas FG (Novozymes,
(2008) redutores e . .
de reacdo Dinamarca)
etanol
Glicose dce"‘éceelgiagoes T. viride (Cel7A,
ZHOU et al. produzida apds Cel6A C;:l 6B Palha de milho Cel6A, Cel6B,
(2009) 72 h de Cel7B’ Cell21& explodida a vapor Cel7B, Cell2A,
hidrdlise ’ ’ Cel61A)+BG

Cel61A

2.9.2. Modelos baseados em Michaelis — Menten

A modelagem de Michaelis-Menten pressupde um sistema homogéneo onde a
transferéncia de massa (enzima-substrato e enzima-produto) ndo € a etapa limitante, portanto
somente a etapa catalitica (complexo enzima-substrato ao complexo enzima-produto) &
considerada como sendo a etapa que domina a reacao. No entanto, a hidrélise da celulose ocorre
em um sistema heterogéneo de duas fases. As enzimas sdo dissolvidas em uma fase aquosa,
enquanto a celulose existe como sélido cristalino. Para dificultar ainda mais a modelagem, a
celulose € um polimero heterogéneo que pode assumir diferentes formas de cristais e possuir
diferentes graus de cristalinidade (MOSIER et al., 1999).

A condigdo de excesso de substrato em relacdo a enzima que € geralmente empregada na
suposi¢ao de estado pseudo-estaciondrio (SCHNELL, 2003) mesmo se ja alcancada inicialmente,
ndo € capaz de manter altas conversdes visto que ocorrem alteragdes na estrutura do substrato
durante a hidrélise.

A hidrélise da celulose € uma reacao heterogénea ocorrendo na superficie do substrato,
sendo além disso uma reacao ocorrendo numa dimensdo menor que trés. Para sistemas de reacao
heterogéneos, suposicdes de cinética quimica cldssica de sistemas mistos uniformes nao vigoram,
resultando em ordens de reacdo aparentes, constantes de velocidade dependentes do tempo e
variagdo ndo uniforme das espécies reagentes no meio fractal ou dimensioanlmente restrita
(ANACKER e KOPELMAN, 1987; KOPELMAN, 1986; KOPELMAN, 1988). Este

comportamento € chamado de cinética fractal.
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A cinética de Michaelis-Menten pode ser aplicada para descrever a conversdao da

celobiose soltvel a glicose por S-glicosidase, ja que esta € uma reacdo homogénea.

Na literatura temos modelos de Michaelis—Menten que apresentaram bons ajustes aos

dados experimentais sob as condicdoes em que eles foram desenvolvidos. BEZERRA e DIAS,

(2004) testaram oito modelos diferentes de Michaelis—Menten contra dados de hidrdlise de

Avicel por T. reesei Cel7A para 24 razdes de substrato-enzima diferentes (BANSAL et al., 2009).

Tabela 2.6: Modelos baseados em Michaelis — Menten e Ador¢do. (M-M: Michaelis — Menten,

IP — Inibicdo por produto, QSS — Suposicdo de Estado Pseudo-Estacionario, Ads —
Abordagem de adsor¢do, BG — B-glicosidase) (Adaptado de BANSAL et al., 2009).

Causa do declinio

Referéncia Metodologia Substrato Fon!:e de da taxa de reacao
Enzimas .
além de IP
HUANG, (1975) Ads, QSS Solka Floc amorfa T. viride -
SUGA et al. (1975) M-M Estudo tedrico
HOWELL e M-M Solka Floc T. viride -
STUCK, (1975)
T. viride
Fibra de celulose Celobiohidrolase
MAGUIRE, (1977) Ads Alpha (entdo conhecida -
p como enzima
C)
HOWELL, (1978) QSS Solka Floc T. viride Inativagao da
enzima
OKAZAKI e MOO-
YOUNG, (1978) QSS, M-M Estudo analitico
PEITERSON e M-M, duas Celulose Duas fases:
EDWARD ROSS, fases: cristalina deslignificada T. reesei +BG . ’
. cristalina + amorfa
(1979) + amorfa moida
DWIVEDI e Bagaco de cana-de- : -
GHOSE, (1979) Ads, QSS acticar T. reesei
FAN e LEE, (1983) Ads Solka Floc T. reesei +BG ~ Diminuicdo da

reatividade do
substrato
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ASENIJO, (1983);
ASENJO, (1984)

BELTRAME et al.
(1984)

HOLTZAPPLE et al.

(1984)

SCHEIDING et al.
(1984)

WALD et al. (1984)

CAMINAL et al.
(1985)

GUSAKOV et al.
(1985)

CONVERSE et al.
(1988)

NAKASAKI et al.
(1988)

CONVERSE et al.
(1990)

PHILIPPIDIS et al.
(1993);
PHILIPPIDIS et al.
(1992);

Ads

Ads, QSS

M-M

Ads, QSS,
ordem da taxa
aparente

M-M

M-M

Ads, QSS,
constante de
velocidade
dependente do
tempo

M-M

Ads,
acessibilidade
caracterizada
por area
superficial

Ads

Solka Floc

Téxteis, residuos de
algodao, polpa pré-
tratada

Solka Floc

Avicel

Palha de arroz

Forma
microcristalina da
celulose Merk

Astes de algodao
pré-tratadas
quimicamente

Forma
microcristalina da
celulose Merk

Papel de filtro

Madeira pré-tratada

Celulose Alpha,
celobiose e
gliconolactona

T. viride

T. viride +BG

T. viride +BG

T. reesei +BG

T. reesei +BG

Cellulase from
Merk

Trichoderma

longibrachiatum

+ BG

T. viride

Meicelase
CEPB-5081

T. reesei +BG

T. reesei +BG

Somente uma
fracao € disponivel
para ataque

Accessibilidade €
incluida como um
parametro

Desativacao da
enzima, fracao
cristalina + amorfa

Desativacao da
enzima

Desativacao da
enzima, modelo de
substrato com duas

fases

Desativacao da
enzima, limitacoes
da transferéncia de

massa na fase
“bulk”
Fragdo ndo
degradavel

Mudancga na area
superficial do
substrato

Desativagao da
enzima, adsorcao
da celulase e B-
glicosidase na
lignina, coeficiente
de reatividade do
substrato incluido
na reatividade do
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CONVERSE e .
OPTEKAR, (1993) Ads Avicel
NDETZKY e o o e cehulone. forro
STEINER, (1993) substrato de algodao
NIDETZKY et al. Pseudo reagao .
(1993b) de2° ordem ~ alhadetrigo
Nidetzky et al. MM Papel de filtro
(1994) Whatman no. 1
Dados de NUTOR e
SOUTH et al. (1995) Ads CONVERSE,
(1991)
LUO et al. (1997) Ads. Sabugo de milho

pré-tratado

MOLDES et al. Lascas de madeira

M-M, Empirica

(1999) pré-tratadas
Mesmo que Douglas Fir pré-
?1(31;19E)LL etal. PHILIPPIDIS tratado com 4cido
et al. (1992) diluido
MOVAGARNEJAD . Forma
et al. (2000) Ads microcristalina da
' celulose Merk
Madeira pré-tratada
MOON et al. (2001) Ads com explosdo a
vapor
Dados de
PETTERSSON et al. Ads STEMBERG et al.
(2002) (2000) (madeira de

conifera pré-tratada

Dados de

(WOODWARD
et al. (1988b) (T.

reesei (Cel6A,
Cel7A, Cel5A)
Celluclast+BG
(de Novo,
Dinamarca)

Celluclast+BG
(de Novo,
Dinamarca)
T. reesei
(Cel7A, CelbA,
Cel 7B)+BG

T. reesei

Trichocherium
reesei/
Aspergillus
niger

Celluclast+BG
(de Novo,
Dinamarca)

Iogen super
clean celulase

Celluclast+BG
(de Novo,
Dinamarca)

Celluclast+BG
(de Novo,
Dinamarca)

Celluclast
2L+BG (da
Novo,
Dinamarca)

substrato

Desativacao da

enzima, duas fases

no substrato

Dimuicdo da
reatividade do
substrato

Desativacao da
enzima

Mesmo que

(Philippidis et al.,

1992)

Complexos

inativos formados

no substrato

Reatividade do
substrato,
desativacdo da
enzima

Diminuigdo da
area superficial
especifica da

celulose, adsorcdo
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com vapor) da celulase e B-
glicosidase na
lignina

Fracdo inerte de

Alpha-celulose : celulose,
GAN et al. (2003) Ads (Sigma C802) T. reesei desativacio da
enzima
MOVAGARNEJAD,
(2005); Residuos de Celluclast + BG  Inacessibilidade
MOVAGARNEJAD Ads materiais (de Novo, dos sitios ativos a
e SOHRABI, (2003) celulésicos Dinamarca) enzima
BEZERRA e DIAS, Avaliacdo dos Avicel T. reesei B
(2004) modelos M-M (Cel7A)
Algodao seco, .
SHEN et al. (2004) Ads viscose e fios de TNChOder.ma.. -
. pseudokoningii
linho
T. reesei (Cel7A
and Cel7B) e H.
DING e XU, (2004) Ads, QSS PASC, Avicel, PCS insolens (Cel6A -
e Cel7A)
KADAM et al. Palha de milho pré- CPN 9e1ulase Reatividade do
(2004) Ads tratada comercial (logen substrato
Corp) + BG
Enzima adsorvida
Celulose em po F- convertida
LIN et al. (2005) Ads . P T. reesei + BG  irreversivelmente
101 (Sigma, E.U.A.)
em complexo
inativo
Dados de
Alpha cellulosee ~ (MOON et al. ( Inibi¢do por
madeira pré-tratada 2001)) lignina,
SHIN et al. (2006) M-M com explosdo a Celluclast + BG  desativagdo da
vapor (da Novo, enzima
Dinamarca)
Desativagao da
LJUNGGREN, Spruce e be}gago df: Celluclast + BG enzima, adsorcao
Ads cana-de-agucar pré- (de Novo, o
(2005) . da B-glicosidase na
tratados Dinamarca) e
lignina
ZHANG e LYND., PASC, AVIC?], Resultados
Ads celulose bacteriana, comparados com -
(2006) - .
algoddo, papel de 0 sistema
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DRISSEN et al.
(2007)

PERI et al. (2007)

filtro

Avicel, papel de

M-M, Ads filtro Whatman,
palha de trigo
Celulose nao
cristalina (preparada
Ads

de algodao e o-
celulose), a-celulose

Mesmo modelo
que

celulasico de T.

reesei (Cel7A,

Cel6B, Cel7B)
na literatura

Cellubrix
(Novozymes
Corp.
Dinamarca)
+BG

Spezyme CP
(Genencor)

Desativacao da
enzima,
diminui¢do da
reatividade do
substrato

8(1))0\)7\’)YER etal HOLTZAPPLE Patliia‘;‘:z‘éﬁocgfe' T. reesei + BG -
et al. (1984)
Aparas de madeira
AL-ZUHAIR, altamep te qustallna, Aspergillus Substrato com
(2008) Ads carboximetilcelulose niver duas fases
(CMC) &
Material Dimuicdo da
LIAO et al. (2008) Ads lignocelulsico de C("’dliugaff;zc} reatividade do
adubo de laticinios & substrato
Novozymes NS
50052 (de
Explosdo a vapor Novozymes) e
SHEN e dos residuos do Spezyme Desativacao da
AGBLEVOR, Ads, QSS Y pezy vag
descarocamento do AO3117 (de enzima
(2008a) .
algodao Genencor
International)
Residuos do Spezyme
SHEN e descaro¢amento do AO3117 Desativacao da
AGBLEVOR, Ads, QSS o déo e (Genencor enziria
(2008b) & - Pap International)
sludge
SHAO et al. Residuos de paper (S(E:EZ:;Z:): 1:- Diminuigao da
(2009a); SHAO et Ads pap . reatividade do
al. (2009b) sludge BG (Sigma- substrato
) Aldrich)
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Diminui¢ao da

ZHENG et al. Ads azevém selvagem C(T\III(I)J\(:(I)E;Str;EsG reatividade do
(2009b) & Inc))/ substrato, adsorcao

a lignina

2.9.3. Adsorcao nos modelos de hidrélise de celulose.

A incorporagdo de concentragdes de celulase adsorvida em modelos de hidrélise tem
sido alcancada de duas formas: com a ajuda de equagdes cinéticas ou com isotermas de adsor¢cdo
de Langmuir.

Um exemplo de modelo usando equagdes cinéticas para a quantificacdo de enzima
adsorvida foi proposto por GAN et al. (2003) onde as equacdes 2.9 e 2.10 foram usadas para as

espécies adsorvidas:

kSCl
E+Sck<;>zE*Sc (2.9)
— ¢ = kg CpCy. = ksyCrus. —kpClug, (2.10)

dt

E € a enzima, Sc € o sitio ativo da celulose E*Sc € o complexo enzima— celulose , Cg € a
concentracdo de enzima, Cg:sc € a concentragdo do complexo enzima—celulose, Cs. € a
concentracdo do sitio ativo da celulose, ks¢; € a constante de adsorc@o no sitio ativo da celulose,
ksc2 € a constante de dessor¢do no sitio ativo da celulose e kp € constante de formagdo de produto.
Alguns dos modelos (AL-ZUHAIR, 2008; BROWN e HOLTZAPPLE,1990;
CONVERSE et al., 1988; DRISSEN et al., 2007; FAN e LEE,1983; GAN et al., 2003; HUANG,
1975; KADAM et al., 2004; LIN, 2005; MOON et al., 2001; NIDETZKY e STEINER, 1993;
PERI et al., 2007; SHEN e AGBLEVOR, 2008a; SOUTH et al., 1995; WALD et al., 1984)
assumem formacdo instintanea do complexo substrato—enzima (adsor¢do completamente
produtiva), de forma que a quantidade de celulase adsorvida é a mesma do complexo enzima-
substrato. Alguns outros (ASENJO, 1984; CONVERSE e OPTEKAR, 1993; DING e XU, 2004;
HOLTZAPPLE et al., 1984; LIAO et al., 2008; LUO et al., 1997; RYU et al., 1982) assumem
um passo cinético adicional na superficie do substrato depois da adsorc¢ao da celulase, como fez

LUO et al. (1997), onde a enzima celulase adsorvida se combina com o substrato para formar um
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complexo celulase-substrato (BANSAL et al., 2009).
Um exemplo de modelo empregando a isoterma de adsor¢do de Langmuir foi

desenvolvido por KADAM et al. (2004). A quantidade adsorvida é dada por:

E K. ES
E,=—m—— (2.11)
1+K, E,

onde En.x € a capacidade mdxima de adsor¢do no montante de celulase por quantidade de
celulose, E;, € a concentragdo de enzima adsorvida, Ef é concentracdo de enzima livre, K4 € a
constante de dissociacio para a adsorcdo, S é a concentragcdo de substrato.

A isoterma de Langmuir tem sido amplamente usada pois ela fornece um bom ajuste aos
dados experimentais na maioria dos casos, e representa um modelo mecanistico simples que pode
ser usado para comparar propriedades cinéticas de vérios sistemas celulose-celulase. Deve ser
notado que os pressupostos para o uso da isoterma de Langmuir, incluindo sitios de ligacdo
uniformes e ndo interacdo entre as espécies adsorvidas, podem ndo ser necessariamente validos
para a adsor¢cdo da celulase em substratos lignoceluldsicos (KADAM et al., 2004; ZHANG e
LYND, 2004). Na tentativa de superar essas e outras limitagdes, varios modelos de equilibrio
representando alternativas a equacdo de Langmuir foram propostos, como a isoterma de
Langmuir-Freundlich (MEDVE et al., 1997) e modelos de dois-sitios (MEDVE et al.,1998;
MEDVE et al.,1997; STAHLBERG et al.,1991).

O uso da isoterma de Langmuir ou qualquer outra expressdo matemadtica para o cédlculo
da quantidade de enzima adsorvida durante a hidrélise € uma suposi¢do implicita que o equilibrio
da adsorc¢do € estabelecido muito rdpido em comparagido com a etapa de hidrélise. A maioria dos
estudos constataram que a celulase adsorvida alcanca um valor constante em um tempo < 90
min, ainda ha estudos que sugerem que 30 min poderia ser suficiente (BOUSSAID e SADDLER,
1999; CHERNOGLAZOV et al., 1988; KIM et al., 1994; KIM et al., 1998; KIM et al., 1992;
LEE e WOODWARD, 1989; OOSHIMA et al., 1983; RABINOVICH et al., 1983; SINGH et al.,
1991; STROBEL et al., 1995; STUTZENBERGER, 1987), enquanto que a hidrdlise completa da
celulose requer um dia ou mais (LYND et al. (2002)).

O uso das mesmas isotermas em todos os momentos da reagdo assume que as

caracteristicas da adsor¢do do sistema substrato—enzima nao mudam. HONG et al. (2007),
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trabalhando com Avicel, mostraram que a maxima quantidade de enzima adsorvida (En.x na
isoterma de Langmuir) diminui com a conversao.

Lignina e hemicelulose agem como barreiras as celulases para alcangar o nicleo de
celulose, e, portanto, as alteragdes nas caracteristicas de adsorcao serdo mais pronunciadas em
substratos lignoceluldsicos em relagdo a substratos celuldsicos puros. As caracteristicas da
adsor¢do podem depender do tipo de substrato utilizado e desde que os parametros da isoterma
podem mudar com a conversdo, € importante validar o modelo com uma quantidade de celulase

adsorvida medida durante a hidrélise (BANSAL et al., 2009).

2.10. Otimizacao global e local

O conceito de otimizagdo pode ser definido como um processo de busca da melhor
solucdo dentro de um conjunto de possiveis solugdes. A solu¢do de um problema de otimizacao é
caracterizada localmente e globalmente da seguinte maneira:

Seja f: ’" — R e considerando um problema para minimizar f(x), x €S. Se x x* €Se
se existe uma vizinhanga de x* contida em S, denotada por V(x*), tal que V x € V(x*), f (x) >
f(x*), x* é chamado de minimo local de f. Da mesma maneira, um ponto x* € S € a solucdo 6tima
global de f, ou solugao do problema se V x € S, f (x) > f(x*) (BEZ, 2005).

Os métodos de otimizagdo tém um papel fundamental na modelagem matemadtica, pois
uma vez que o modelo matematico é formulado deve-se determinar os valores dos parametros
que produzam uma medida 6tima como por exemplo: 0 maximo rendimento de um processo ou a
descricao de dados observados.

Algoritmos com caracteristica de conseguir obter uma solucdo 6tima a partir de um
ponto qualquer do espago de busca sdo considerados algoritmos globais. Por sua vez, algoritmos
locais sdo mais dependentes de configuracdes iniciais ou pontos de partida, pois tendem a seguir
superficies de funcdes e, portanto, atingirem pontos estaciondrios a partir dos quais ndo
conseguem mais melhorar a solucdo. Logo, algoritmos locais sdo menos robustos que o0s
algoritmos globais (RENO, 2007). A Figura 2.20, mostra o comportamento de algoritmos locais

em relacdo aos pontos iniciais Xo.
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¥

Xp Xp Xp X

Figura 2.20: Algoritmo de busca local (RENO, 2007).
Os algoritmos globais sdo técnicas de otimizagdo mais robustas. Esses algoritmos

realizam uma busca exaustiva, examinando cada ponto do espacgo de busca procurando pelo ponto

otimo. A figura 2.21, mostra o comportamento dos algoritmos globais em relagdo ao ponto Xo.

fix)

L
X

Figura 2.21: Algoritmo de busca global (adaptado de RENO, 2007).

2.10.1. Algoritmo genético

Desenvolvidos inicialmente por John Holland (1975), os Algoritmos Genéticos (AG) sao
métodos que baseiam-se no processo genético e evolutivo dos seres vivos com o intuito de
resolver determinados problemas de busca e otimizagdo (FERNANDES e JR, 2003). Esse método
idealmente € aplicado a problemas que ndo possuem uma técnica especifica de resolu¢cdo, uma

vez que algoritmos genéticos sao técnicas robustas e eficientes em espacos de procura irregulares,
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multidimensionais e complexos.

Um AG difere dos algoritmos de busca tradicionais principalmente nos seguintes
aspectos (GOLDBERG, 1989):

* AGs realizam uma busca usando uma populagdo de pontos (solu¢des candidatas), e ndo
um Unico ponto;

* AGs usam operadores probabilisticos e ndo operadores deterministicos;

* AGs usam diretamente a informacao de uma fungdo objetivo (cujo valor 6timo deseja-
se encontrar), € nao derivadas ou conhecimento auxiliar sobre o problema.

A primeira e a segunda caracteristica citadas anteriormente contribuem para a robustez
dos AGs, ajudando-os a escapar de pontos de extremos locais, a fim de alcancar o ponto de
extremo global. A terceira caracteristica contribui para a generalidade dos AGs que podem ser
aplicados em muitos tipos de problemas.

Basicamente os AGs tratam da simulacdo da evolucdo de estruturas individuais
(cromossomos), via processo de selecio e por operadores de busca, chamados operadores
genéticos (mutagdo e cruzamento (crossover)). Este processo depende da aptidao atingida pelas
estruturas individuais, frente a um ambiente. A selecdo € focalizada nos individuos com um alto
grau de aptiddo, explorando a informacdo da aptiddo disponivel. O cruzamento e a mutacdo sdao
resposnsdveis pelas modificacdes nos individuos (heuristica geral para a exploragao).

A seguir sdo listadas algumas etapas comuns em um AG (RODRIGUES, 2007; ZINI,
2009):

1. Geracdo da populacdo inicial de cromossomos que consiste de um conjunto de
possiveis solucdes para o problema a ser resolvido. Essa populacdo € geralmente gerada de forma
aleatoria;

2. A populacdo € avaliada (de acordo com uma func¢do, chamada fun¢do de aptidao ou
“fitness”) e cada cromossomo recebe um valor que reflete sua qualidade para a resolucdo do
problema. Desta forma, os melhores individuos sdo aqueles que apresentam fungdo de aptidao de
melhor qualidade;

3. Depois de avaliados, os indivividuos passam por um processo de sele¢cdo onde os
individuos mais aptos s@o selecionados e 0os menos aptos sdo descartados;

4. Sao aplicados os operadores genéticos nos cromossomos selecionados. Os operadores
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genéticos mais conhecidos sdo de cruzamento e o de mutagao;

5. Uma nova geracdo de solucdes € obtida contendo os descendentes gerados pelas
modificagdes realizadas na etapa 4;

6. As etapas de 2 a 5 sdo repetidas até que um individuo de qualidade aceitdvel seja
encontrado, um nimero preestabelecido de passos seja atingido ou o algoritmo ndo consiga mais
mostrar evolucdo, ou seja, ndo se consegue melhorar a incumbente ja encontrada;

As etapas mencionadas podem ser melhor entendidas através do fluxograma mostrado na

Figura 2.22.

Inicio

Y
Cria populacio
inicial

v

Avalia aptiddo dos
mdividuos

v

Atingiu
cntério de
Parada?

Fim

Selecdo

A J

Cruzamento

Mutacio

Figura 2.22: Esquema de um algoritmo genético tipico (KONDAGESKI, 2008).
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Cada ciclo completo do algoritmo da Figura 2.24, desde a avaliacdo da aptiddo, ou
“fitness”, dos individuos, até a aplicacdo do operador de mutagdo, representa 1 gera¢do na

linguagem dos algoritmos genéticos.

2.10.1.1. Terminologia

Os algoritmos genéticos se utilizam dos conceitos da genética para simular a evolugao
das populacdes. Para melhor entender o conceito dos algoritmos genéticos, faz-se uma analogia
entre os termos usados na biologia e o médulo computacional referente ao estudo dos algoritmos
genéticos.

A seguir apresenta-se uma seqii€ncia de nomes para descricdo dos termos principais
encontrados na literatura (VICTORINO, 2005; KONDAGESKI, 2008; ZINI, 2009), tais como:

Cromossomo - Nos AGs, um cromossomo representa a estrutura de dados que codifica
uma solucdo para um problema, ou seja, um simples ponto no espaco de busca. Pode ser uma
cadeia de bits, ou um vetor contendo as varidveis de decisdo do problema de otimizagao;

Individuo - Um simples membro da populacdo. Nos AGs, um individuo é formado pelo
cromossomo e sua aptidao;

Populacao — representa um conjunto de individuos da mesma espécie. Na linguagem
dos AGs, representa um conjunto de pontos candidatos a solu¢do do problema otimizagao;

Gene - Na biologia ¢ a unidade de hereditariedade que € transmitida pelo cromossomo e
que controla as caracteristicas do organismo. Nos AGs, € um parametro codificado no
cromossomo, ou seja, um elemento do cromossomo que descreve certa varidvel do problema;

Geracao - O nimero de iteragdes que o algoritmo genético executa;

Operacoes Genéticas - Operacdes que o algoritmo genético realiza sobre cada um dos
individuos (cromossomos). As mais conhecidas sdo a recombinac¢do (crossover) e a mutacao;

Reproducao - Em biologia significa multiplicacdo de novos individuos a partir de
outros de mesma espécie. Em AGs, cruzamento (crossover) vem a ser uma troca de segmentos
dos cromossomos (strings - séries) selecionados;

Mutacao - Em biologia € a variacdo devido a alteracdo da constitui¢do hereditiria com
aparecimento de uma nova variedade em qualquer espécie viva. Na linguagem em AGs € a

modificacdo aleatéria do cromossomo visando gerar novas possiveis solugdes a explorar;
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Genotipo - Na biologia representa a composicao genética contida no genoma, ou seja, o
conjunto de genes de um individuo. Nos AGs, representa a informagdo contida no cromossomo;

Fendtipo - Nos Algoritmos Genéticos representa o objeto, estrutura ou organismo
construido a partir das informagdes do genétipo; € o cromossomo decodificado;

Alelo - Na biologia representa uma das formas alternativas de um gene. Nos AGs,
representa os valores que o gene pode assumir. Por exemplo, um gene que representa o pardmetro
cor de um objeto poderia ter os alelos azul, preto, verde, etc;

Regidio Factivel - E o conjunto, espaco ou regido que compreende as solugdes factiveis
do problema a ser otimizado. Deve ser caracterizado pelas fungdes de restrigdes, que definem as
solucdes factiveis do problema a ser resolvido.

Selecao Natural - Na linguagem bioldgica como ja citado anteriormente € 0 mecanismo
que garante aos individuos mais aptos, maiores chances de reproducgdo; fertilidade diferencial na
natureza que favorece individuos que se adaptam melhor ao meio ambiente e tende a eliminar os
piores (menos adaptados). Em AGs o processo seletivo é determinado pela aptidao (fitness) do
individuo. Quanto maior sua aptiddo maiores as chances de gerar descendentes. Individuos com
aptiddes baixas representam solugdes indesejdveis no momento da avaliagdo;

Funciio Objetivo - E a funcdo que se deseja otimizar. Esta funcdo contém a informagio
do desempenho de cada individuo na populacdo. Nesta funcdo estdo representadas as
caracteristicas do problema que o algoritmo genético necessita para realizar seu objetivo, sendo
usualmente expressa como: F=f (x;, xa,..., X,), sendo x;, Xz,..., X, as varidveis que o algoritmo

procura determinar para otimizar F.

2.10.1.2. Codificacao

Uma das etapas mais complexas e que despende maior tempo e trabalho na aplicacio
dos algoritmos genéticos, € a fase de codificacdo do problema. A codificacdo consta basicamente
da definicdo de como 0s cromossomos irdo representar as possiveis solucdes, funcdes de fitness
para avaliar a adaptacdo de cada individuo, operadores genéticos de mutacdo e reproducdo e
mecanismos de selecdo. O termo codificacdo se aplica normalmente de forma mais restrita,
tratando apenas da representagdo dos cromossomos (BERCI, 2008).

Atualmente existem 3 abordagens distintas que sdo utilizadas para realizar o processo de
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codificacdo dos AGs. A codificacdo cldssica (ou bindria) que trabalha com strings de bits, a
codificacdo real que trabalha diretamente com valores reais e a codificacdo inteira, que trabalha
apenas com valores inteiros (BRUN, 2004).

A principal justificativa em se utilizar a codificacdo bindria se deve, principalmente, ao
fato da teoria bdsica de implementacio dos operadores genéticos e as caracteristicas de
convergéncia terem sido baseadas na codificacdo bindria. Outra justificativa € que a codificacio
bindria imita os dois tipos de alelos existentes num gene de um cromossomo (ZINI, 2009).
Porém, com a necessidade de maior precisdo numérica, as cadeias de bits se tornam
excessivamente longas, o que acarreta na necessidade de um esfor¢co computacional maior,
causando também um consumo maior de tempo até a convergéncia dos algoritmos (BRUN,
2004).

A codificacido real representa 0os cromossomos por numeros ou vetores reais. Essa
representacao permite cobrir um dominio bastante abrangente, o que seria dificil trabalhando com
cadeias bindrias, pois, para aumentar o dominio sem perder precisdo, faz se necessario aumentar o
comprimento das cadeias bindrias, o que causa um conseqiiente aumento exponencial em
complexidade ao problema. Além deste fator, essa codificacdo permite que a funcdo de fitness

seja atribuida diretamente ao cromossomo, sem necessidade de conversdao (BERCI, 2008).

2.10.1.3. Geracao da populaciao inicial

A populagdo inicial de individuos € na maioria das vezes, gerada de forma aleatoria. No
entanto, existem ocasides onde € mais apropriada uma geracdo da popula¢do inicial utilizando
uma sele¢do heuristica. Assim, logo no inicio, podem-se introduzir na populacdo inicial
individuos com caracteristicas interessantes, como por exemplo, acrescentar solucdes
aproximadas conhecidas contendo algum tipo de informacdo prévia. Diversos trabalhos
realizados comprovam que a inicializacdo nao € critica, desde que a populacao inicial contenha
cromossomos suficientemente variados (populacio diversificada) (CANTU-PAZ, 1995;

GOLDBERG, 1989).
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2.10.1.4. Mecanismos de selecao

Segundo SCHNEIDER (1998) a idéia principal do operador de selecio, em um
algoritmo genético, é oferecer aos melhores individuos da populagdo corrente preferéncia para o
processo de reprodugdo, permitindo que estes individuos possam passar as suas caracteristicas as
proximas geracdes. Isto funciona como na natureza, onde os individuos altamente adaptados ao
seu ambiente possuem naturalmente mais oportunidades para reproduzir do que aqueles
individuos considerados mais fracos.

Existem vérios métodos para selecionar os individuos sobre os quais serdo aplicados os
operadores genéticos. A seguir, apresentam-se resumidamente alguns destes métodos:

Roulette wheel: neste método o fitness dos individuos € convertido em uma fracdo de
uma roleta com drea proporcional a esse fitness. Assim, um individuo com maior fitness
representa uma maior por¢ao da roleta. A roleta € rodada N vezes, sendo que esse N é o nimero
de individuos que serdo necessarios para se realizar os operadores genéticos. Quanto maior a
aptiddo do individuo, mais chances de ele ser escolhido.

A Figura 2.23 ilustra o RW para uma populacdo composta por quatro individuos. Girar a
roleta € equivalente a gerar aleatoriamente um nimero com distribui¢do uniforme no intervalo [0,
1]. O valor obtido vai definir o cromossomo escolhido de acordo com as marcagdes na Figura

2.23 (a):

10
4 N Cromossomo | Filmess | Graus % do Total
075 ) 035 1 0001110101 6.0 180 50.0
. 2 0101110011 3.0 90 25.0
2 3 1101010001 1.5 45 12.5
4 1101010011 1.5 45 12.5
05
(a) (b)

Figura 2.23: Exemplo do método de roleta para uma populacdo de 4 individuos (RIVERA,
2006).
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Torneio: Neste método, cada individuo da préxima geracdo € selecionado através de um
torneio entre um grupo de n (n =2 ) individuos aleatoriamente tomados na populacdo. Assim, o
individuo mais adaptado entre eles (individuo de maior fitness) serd escolhido para a proxima
geracdo enquanto os demais individuos do grupo siao descartados. O processo de selecdo termina
quando se realiza uma quantidade de torneios igual ao tamanho da populagao.

Elitismo: Este ¢ um método bastante simples de selecdo, baseado em um critério
deterministico. Essa técnica tem por objetivo realizar a copia dos n (n =2 1 ) melhores individuos
para a proxima geragdo, no sentido de preservar a melhor solu¢do encontrada até o momento, ja
que quando os individuos sofrem a acdo dos operadores genéticos, algumas informacdes
importantes podem vir a ser perdidas.

Sendo assim, além dos melhores individuos serem passados de uma geragdo para outra,
também participardo da criacdo de novos individuos. A principal vantagem deste método estd na
garantia de convergéncia, ou seja, caso o 6timo global seja descoberto durante o processo de
busca, o algoritmo genético deve convergir para esta solu¢ao (CASTRO, 2001).

O elitismo deve ser utilizado em adi¢do a outro método de selegdo, pois o elistismo € o
responsavel por determinar os individuos mantidos para a proxima geracdo enquanto que o outro
método de selecdo serd o responsdvel por determinar os individuos selecionados para a geracao

de novos individuos através dos operadores genéticos (LIMA, 2009).

2.10.1.5. Operadores genéticos

Operadores genéticos sdo fungdes que se aplicam as populagdes, permitindo obter novas
populacdes. Apods a selecdo dos individuos em uma populacdo, realiza-se a recombinag¢io e/ou
mutagdo desses, obtendo assim uma nova populacdo com melhores individuos ou ndo. Os
operadores genéticos sdo extremamente necessdrios para diversificagdo da populacdo mantendo
as caracteristicas das adaptacdes que sdo adquiridas pelas geragcdes antecessoras.

Os algoritmos genéticos bdsicos sdo normalmente constituidos de dois operadores:

recombinacao (crossover) € mutagao.
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2.10.1.5.1. Recombinacao (crossover)

A recombinacgdo é o operador responsdvel por trocar e combinar caracteristicas dos pais
durante o processo de reproducdo, permitindo que as proximas geracdes herdem essas
caracteristicas. A idéia é que os novos individuos descendentes possam ser melhores que seus

pais se eles herdarem as melhores caracteristicas de cada pai progenitor.

Codificacao Binaria

Quando utilizando a codificagdo bindria, esse processo € computacionalmente
reproduzido, principalmente de duas formas, através do cruzamento de um ou dois pontos.

Um ponto de cruzamento (single-point crossover): Um ponto de cruzamento ¢é
escolhido aleatoriamente dentro da string que representa o cromossomo. Baseado neste ponto, as
cadeias bindrias sdo quebradas e recombinadas em um novo cromossomo, formado pelas partes
das cadeias que representam os cromossomos pais. Um exemplo deste tipo de recombinacio pode
ser visto na Figura 2.24.

Pontos de Corte ou de Cruzamento

v v

Progenitores |1|U'|1|1|'ﬂ|1|1|l] |1|{l|ﬂ|{) 1|1|{]|1|

- - ", -

tjof1]1[afaJof1] [1]ofofofof1]1]0]

Descendentes

Figura 2.24: Representa¢do da forma de cruzamento em um ponto (VICTORINO, 2005).
Dois pontos de cruzamento (two-point crossover): ¢é realizado similarmente ao

cruzamento de um ponto, porém a troca de segmentos € realizada com um ndmero maior de

intercalacdes, como visto na Figura 2.25.
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Pontos de Corte ou de Cruzamento

\ \ \ \

Progenitores |1|'::| 1|1|ﬂ|1|1|0| |'|||:|'|"-‘-'|':-"|1|1|'|:I 1|
[ ————— e e e

B

P v

e —h—, ——, —— o ———
1/1]/o0f1]0f1] [1]o]ofofo]1][1]0]

|‘_1—\r
Descendentes | 1 | 0

Figura 2.25: Representag¢ao da forma de cruzamento em dois pontos (VICTORINO, 2005).
Cruzamento uniforme: Seu procedimento € o seguinte: inicialmente, sorteia-se 0s
valores 0 ou 1 para cada gene do individuo. Quando o valor sorteado for o nimero 1, o gene em
questdo do primeiro pai é copiado para o primeiro filho e o do segundo pai é copiado para o
segundo filho, caso contrdrio, o gene do segundo pai € copiado para o primeiro filho e o do
primeiro é copiado para o segundo filho. Na Figura 2.26 est4 apresentado um modelo desse tipo

de cruzamento.

Descendente 1 Descendente 2

|1]{0ojof1]of1]0o]1] [1]ofo[1]0[1][0]1]

Mascara de
Cruzamento

Progenitor1 [1][0]1J0Jo[1]0o]0o] [o[1]1]o]1]0]1]1]
J J 41 1 |

. . ) S S 4
Descendente [1[1[1][0]1[1][1]0] |[o[o[1/o]o]o[0]1]
- r —

£ ../‘|_ _|“; FAN w _|'\[ Fat

Progenitor2 [0]1]1]0]1]0[1]1] [A[0[1]0]0[1]0]0]

Figura 2.26: Representacdo da forma de cruzamento uniforme (VICTORINO, 2005).
Codificacao Real

Na literatura sdo observados vérios métodos de recombinagdo utilizados em codificacdo

real e para exemplificar, temos métodos como: o de cruzamento simples, o da média simples e da

66



média geométrica:

Cruzamento simples: ¢ o cruzamento mais simples na codificacdo real, onde sdo
escolhidos aleatoriamente dois individuos de uma geracdo e estes geram os dois novos
cromossomos. Funciona como o cruzamento de um ponto, porém com valores reais, onde o ponto
de cruzamento € escolhido aleatoriamente (desde que ndo sejam os pontos extremos do
cromossomo). Cada novo cromossomo possuird metade dos genes de cada pai (BRUN, 2004).

Os cruzamentos da média simples e média geométrica sao bastante simples, pois
consistem em gerar um novo cromossomo usando a média simples e a média geométrica de dois

cromossomos pais, respectivamente. As formulas para a média simples e média geométrica sdao

apresentadas nas equacdes 2.12 e 2.13, respectivamente:

A+P
Média Simples C = — (2.12)
Média Geométrica C, = P12 X P22 (2.13)

Onde C, é o cromossomo filho, P; e P, sdo os cromossomos pais.

SANTA CATARINA E BACH (2003) constataram em seus trabalhos envolvendo
algoritmos com codificagdo bindria e com codificacdo real que em ambos os algoritmos, a
solu¢do 6tima encontrada era muito similar para a fun¢do em questdo. Porém, os algoritmos que
utilizaram a codificag@o real encontraram esta solu¢do 6tima com um consumo menor de tempo.
Fato este justificado pelo consumo de tempo em se calcular o valor numérico a partir da cadeia de

bits que representa o valor.

2.10.1.5.2. Mutacao

Ap6s a aplicacdo do operador de crossover, a nova geracdo de individuos passa pelo
processo de mutacdo. O operador de mutacdo implica na modificagdo do valor de um ou mais
genes de um individuo e visa restaurar o material genético perdido ou ndo explorado em uma
populagdo, visando prevenir a convergéncia prematura do AG para solugdes sub-6timas (MOLE,
2002).

A mutacdo € um mecanismo importante nos AGs, pois previne a estagnacdo da
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populagd@o em 6timo local, provocando o aumento da diversidade. A mutacdo ocorre durante o
processo evolutivo segundo uma determinada probabilidade (a taxa de aplicac@o deste operador é
usualmente muito baixa, sendo em geral empregada com menos de 1% de probabilidade). Caso a
probabilidade de mutacdo seja muito alta, a busca torna-se essencialmente aleatdria

(VICTORINGO, 2005).

Codificacao Binaria

Na codificacio bindria a ocorréncia de mutacdo em determinado gene € dada pela taxa
de mutacdo, a qual normalmente possui um valor pequeno (entre 0,001e 0,01). Caso a taxa de
mutacao seja maior que o valor sorteado pelo gene entdo este sofrerd mutacao.

A Figura 2.27 exibe um exemplo de mutagdo, onde o quarto gene apresentou um valor

inferior a taxa de mutagdo e, portanto, sofrerd a mutacao.

Ponto de Mutaciao

Descendente 1|]o0jo0of({O(1]|1(1]1

Descendente .
Com Mutacdo 1|{o0(0 |1 (11|01

Figura 2.27: Exemplo de mutacdo bindria onde apenas o 4° bit sofreu mutacdo (adaptado de

VICTORINO, 2005).

Pode acontecer de um cromossomo possuir vdrios genes alterados pela mutacdo ou
mesmo nao apresentar nenhuma alteragdo, caso o valor sorteado seja sempre maior que a taxa de
mutagao.

Codificacao Real

Na literatura existem diversas formas de se realizar a mutacdo quando a codificagdo real

estd sendo utilizada, tais como (BRUN, 2004; VICTORINO, 2005): mutacdo uniforme, mutagao

gaussiana, mutagdo creep e mutagdo nao uniforme.
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Mutacao uniforme: operador de mutacido que substitui o valor de um gene escolhido
com um valor aleatério uniforme selecionado dentro de um intervalo de valores pré-
determinados. O operador de mutagdo uniforme € compativel com codifica¢des inteira e ponto
flutuante.

Mutaciao nao-uniforme: operador que realiza mutacdo segundo uma probabilidade
dinamica, isto €, uma probabilidade que diminui de acordo com o aumento do nimero de
geragdes. Neste caso o operador evita a estagnagdo da populacdo nos estdgios iniciais do AG e
permite um refinamento das solugdes nos estdgios finais da evolucdo. Este operador pode ser
usado com quaisquer codificacdes.

Mutaciao Gaussiana: operador de mutacdo que adiciona um valor aleatério de acordo
com uma distribuicao gaussiana (N (pi, (52)), ao valor de um determinado gene.

Onde pi € igual ao valor de gene a ser substituido e a variancia € definida pelo proprio
pesquisador. Caso o novo valor fique fora dos limites pré-estabelecidos ele é arredondado ou
aproximado. Este operador funciona com codificacdes inteira e ponto flutuante.

Mutacio creep: acrescenta-se ou subtrai-se um pequeno nimero aleatério obtido de
uma distribuicdo N(0, 6%) onde a varidncia assume um valor pequeno. Esta mutacdo é utilizada

para explorar o espaco de busca localmente.

2.10.1.6. Critérios de parada

Entende-se por critério de parada o momento em que se deseja interromper a execugao
do algoritmo.

Existem vérios critérios para serem seguidos, € os mais comuns sdo apresentados por
(GOLDBERG, 1989; LACERDA e CARVALHO, 1999):

* Numero de geragdes: quando o algoritmo atingir um nimero méaximo de geracdes, a
execucdo do algoritmo € interrompida;

* Convergéncia: quando ndo ocorre melhora de solu¢des por um longo nimero de
iteragdes;

* Valor da Funcdo Objetivo (para problemas de otimizac¢do): quando o valor da funcdo

objetivo € conhecido, o algoritmo € finalizado quando esse valor é alcangado.
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2.10.1.7. Parametros genéticos

O comportamento dos Algoritmos Genéticos € influenciado pelos parametros utilizados,
para tanto, tornou-se necessdrio estudar de que maneira estes parametros afetam o
comportamento dos AGs. Estes parametros definirdo, por exemplo, com qual freqii€ncia serdo
empregados os operadores cruzamento ou mutagdo, € por este motivo, é importante analisar de
que maneira eles influenciam no comportamento do Algoritmo Genético, para que se possa
estabelecé-los conforme as necessidades do problema e dos recursos computacionais disponiveis.
Esses parametros podem ser qualitativos ou quantitativos.

Alguns destes parametros sao listados a seguir (RODRIGUES, 2007):

* Tamanho da populacao: do tipo quantitativo, diz respeito a quantos individuos fardo
parte da populacdo a cada geracdo. Populacdes muito pequenas t€ém grandes chances de perder a
diversidade necessdria para convergir a uma boa solugdo, pois fornecem uma pequena cobertura
do espaco de busca do problema. Entretanto, se a populagdo tiver muitos individuos, o algoritmo
poderé perder grande parte de sua eficiéncia pela demora em avaliar a funcio de aptidao de todo
conjunto a cada iteragcdo, além de ser necessdrio trabalhar com maiores recursos computacionais
(ZINI, 2009).

* Taxa de Cruzamento: também do tipo quantitativo, é a probabilidade com o qual ird
ocorrer a recombinagdo entre os individuos selecionados na populacdo. Quanto maior for esta
taxa, mais rapidamente novas estruturas serdo introduzidas na populacdo e neste caso podem-se
perder estruturas de alta aptiddo. Com um valor baixo, o algoritmo pode tornar-se muito lento
(ZINI, 2009). Em inumeras aplicagdes com AGs a grande maioria da faixa utilizada destes
valores (faixa de taxa de cruzamento) encontra-se em torno de 0,5 e 0,9 (VICTORINO, 2005).

* Taxa de Mutacido: também do tipo quantitaitvo, este parametro indica com qual taxa
ou probabilidade ocorrerd a mutacdo nos individuos da populagdo ao longo do processo de
evolugdo. A mutacdo € utilizada para dar nova informagdo para a populagdo e também para
prevenir que a populacdo se sature com cromossomos semelhantes (convergéncia prematura)
(VICTORINO, 2005). Uma baixa taxa de mutagao previne que uma dada posicao fique estagnada
em um valor, além de possibilitar que se chegue em qualquer ponto do espaco de busca. Com
uma taxa muito alta a busca se torna essencialmente aleatéria (KONDAGESKI, 2008). A melhor

taxa de mutacdo depende do tipo de aplicagdao, mas para a maioria dos casos estd entre 0,001 e 0,1
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(VICTORINO, 2005).

* Tipo de Cruzamento: ¢ um parametro qualitativo. Nele se define qual tipo de
Reproducao foi utilizada (1-ponto, N-pontos, média);

* Tipo de Selecao: também ¢é um parametro qualitativo onde se tem o tipo de selecio
utilizada no desenvolvimento do AG. (Selecdo Proporcional, Amostragem Estocdstica, ranking,

torneio).
2.11. Planejamento de Experimentos

2.11.1. Planejamento de Plackett e Burman

Quando se comega a trabalhar com um novo sistema, um problema comum a ser
resolvido é a determinacdo da influéncia de uma ou mais varidveis sobre algumas varidveis de
interesse. Ou seja, deseja-se conhecer como as respostas sdo influenciadas por diferentes fatores.
Para fazer uma triagem inicial dos fatores € vantajoso comecar pela execucdo de um
planejamento fatorial incompleto, o chamado fatorial fracionario (BARROS NETO et al., 2001),
j& que o niimero de ensaios necessdrios para a execucdo de um planejamento fatorial 2% completo
aumenta rapidamente com k, o nimero total de fatores investigados.

O planejamento Plackett e Burman é um tipo de planejamento fatorial fraciondrio que
permite o teste de multiplas varidveis independentes do processo com apenas um ndmero
pequeno de ensaios, em vez de usar planejamentos fatoriais completos.

Estes sdo planejamentos ortogonais saturados para casos em que k+1 ¢ um multiplo de
quatro. As primeiras linhas das matrizes de planejamento para k+1= 4, 8, 12, 16, 20...100 estao
listadas em PLACKETT e BURMAN (1946), o restante das linhas pode ser gerado a partir
destas.

A técnica de andlise de sensibilidade Plackett—-Burman permite testar até N - 1 fatores
em N (multiplo de 4) ensaios (PLACKETT e BURMAN, 1946). Quando o nimero de fatores
examinados é menor que N-1, o planejamento € completado com varidveis inertes, o que permite
o célculo do erro padrdo para os fatores. BRUNS er al. (2003) recomendam que o nimero de
fatores reais num planejamento de Plackett e Burman ndo ultrapasse o nimero de ensaios menos

quatro (N-4). Desta forma as colunas nao usadas podem fazer o papel de varidveis inertes, sendo
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aplicadas no calculo dos erros.

Para analisar os resultados do planejamento Plackett-Burman, primeiro os fatores dos
efeitos devem ser estimados. Depois geralmente uma abordagem € selecionada para identificar os
efeitos mais importantes ou significativos. Uma abordagem gréfica, como o grafico normal ou
meio-normal, e métodos estatiticos podem ser usados. A maioria dos métodos estatisticos usam o
teste-, onde o ¢ estatistico requer uma estimativa do erro. A estimativa do erro pode ser feita de
varias formas como: usando a variancia dos experimentos em replicata (ex. no nivel do ponto
central ou por duplicata do planejamento de experimentos), dos efeitos negligencidveis

declarados a priori (interacao ou varidveis inertes) (DEJAEGHER et al., 2009).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. Parte 1: Dados Experimentais

Os dados experimentais usados neste trabalho sdo dados cinéticos da hidrélise
enzimdtica de bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino, obtidos no trabalho de
GARCIA (2009), bagaco pré-tratado com cal, obtidos no trabalho de FUENTES (2009), e de
bagaco pré-tratado com &cido fosférico+hidréxido de sédio, obtidos no trabalho de RUEDA
(2010). Todos os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Processo Fermentativos e

Enzimaticos (LEPFE).

3.1.1. Substrato

A biomassa utilizada em todos os experimentos foi o bagaco de cana-de-actcar
(Saccharum officinarum), obtido da Usina da Pedra, localizada em Serrana, Sao Paulo, Brasil.
Antes que se utilizasse o bagago para qualquer andlise, este material foi seco ao tempo por 3 dias,
moido em moinhos de facas Wiley Mill modelo n° 3 e de martelo General Eletronic durante 10
minutos em cada moinho, para que apresentasse maior uniformidade. Posteriormente, foi
peneirado usando peneira Tyler 35 e armazenado em freezer em sacos pldsticos hermeticamente

fechados.

3.1.2. Pré-tratamento do bagaco de cana

Os trés pré-tratamentos utilizados neste trabalho foram conduzidos em condigdes 6timas
determinadas em trabalhos prévios (GARCIA, 2009; FUENTES, 2009; RUEDA, 2010) e usando
0 bagaco da mesma safra. A Tabela 3.1 mostra a composi¢do do bagaco sem pré-tratar e com os 3

pré-tratamentos considerados.
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3.1.2.1. Pré-tratamento com peroéxido de hidrogénio

O pré-tratamento foi realizado com concentracdao de bagaco de 8% (w/v), 11% (v/v) de
peréxido de hidrogénio e pH ajustado a 11,5 com hidréxido de sédio. A solucdo pre-tratada foi
incubada em agitador orbital (Marconi, Piracicaba, SP, Brazil, MA-832), agitatada em 150 rpm,
25 °C por 1 h (GARCIA, 2009; RIVERA et al., 2010).

3.1.2.2. Pré-tratamento com hidréxido de calcio

O pré-tratamento foi realizado com concentracao de bagaco de 4% (w/v) e carga de cal
de 0,4 g cal/g bagaco. A solugdo pre-tratada foi incubada em agitador orbital (Marconi,
Piracicaba, SP, Brazil, MA-832), agitatada em 150 rpm, 90 °C por 90 h (FUENTES, 2009;
FUENTES et al., 2011).

3.1.2.3. Pré-tratamento com acido fosforico + hidroxido de sédio

O pré-tratamento foi realizado com concentragdao de bagaco de 10% (w/v) e 0,5% (w/v)
de 4cido fosférico em autoclave por 2 h a 140 °C. A deslignificacdo foi feita depois do pré-
tratamento 4cido, em autoclave com 1% (w/v) de hidréxido de sédio por 1 h a 100 °C. A
deslignificacdo € uma etapa indispensdvel para aumentar o rendimento de glicose na etapa de
hidrdlise, pois na auséncia dela o maior rendimento de glicose foi de aproximadamente 20%

(RUEDA, 2010).

Tabela 3.1: Composicdo quimica do bagaco sem pré-tratamento e submetido a diferentes pré-

tratamentos.
Bagaco sem Bagaco pré-  Bagaco pré- Bagaco pre-
> tratado com
Componentes pré-tratar tratado com tratado com H-PO.+NaOH
(%) H:0:(%)  Ca(OH): (%) ")
Lignina total 25.1 9,87 15,6 14,11
Glucana 37,35 60,09 60,45 50,86
Xilana 23,66 16,58 21,33 20,71
Cinzas 1,79 - - -
Extrativos 3,25 - - -
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3.1.3. Atividade Enzimatica

Foram empregadas duas preparacdes enzimdticas nos experimentos, celulase de
Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany, ATCC 26 921) e B-glicosidase de
Aspergillus niger (Novozym 188).

A atividade da enzima celulase foi determinada como unidades de papel de filtro por
mililitro (FPU/mL), como recomendado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(GHOSE et al., 1987; ADNEY e BAKER, 1996).

A atividade da enzima f-glicosidase foi determinada através de uma solug¢do de
celobiose 15 mmol/L, e expressa em unidades por mililitro (CBU/mL) (WOOD et al., 1988). As
atividades enzimdticas foram de 64,11 FPU/mL para a celulase e 308,37 CBU/mL para a -

glicosidase.

3.1.4. Hidrdlise Enzimatica

A hidrdlise enzimética do bagaco pré-tratado foi realizada em erlenmeyers de 250 mL,
contendo uma mistura de 100 mL de tampao citrato com pH ajustado para 4,8 € 3% (m/v) de
bagaco pré-tratado nas condicdes Otimas para os 3 pré-tratamentos. A cada ensaio foram
adicionadas diferentes concentragdes de celulase e B-glicosidase de acordo com um planejamento
2% + configuracio estrela (BARROS NETO et al., 2003) com triplicata no ponto central. A tabela
3.2 mostra a matriz de planejamento. Na primeira e na terceira colunas encontram-se expressas as
concentragdes enzimdticas da celulase e B-glicosidase por grama de bagaco pré-tratado para cada
ensaio, na segunda e quarta colunas estdo mostradas as concentragdes enzimaticas equivalentes
em termos de concentracdo de enzima por litro de solu¢do. Os frascos foram incubados em
agitador orbital (Marconi MA-832), agitado a 100 rpm a 50 ° C. Aliquotas foram retiradas em
intervalos de 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h,
72 h e fervidas para desativar as enzimas e avaliadas para teor de acticar. As amostras foram
filtradas por um filtro de 0,45 pm e o teor de monossacarideos (D-glicose, D-xilose e L-
arabinose) foi quantificado em um sistema de HPLC (Waters Corporation, Massachusetts, E.U.A)

equipado com um detector de indice de refragao.
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Tabela 3.2: Matriz de planejamento para os ensaios destinados a variagdo das concentracdes das

enzimas celulase e -glicosidase.

Ensaios Celulase Celulase B-glicosidase B-glicosidase
(FPU/g.b.s) (FPU/L) (CBU/g.b.s) (CBU/L)

1 5,83 175 7,33 220,0
2 5,83 175 42,67 1280,0
3 25,83 775,0 7,33 220,0
4 25,83 775,0 42,67 1280,0
5 1,67 50,0 25 750,0
6 30 900,0 25 750,0
7 15,83 475,0 0 0,0
8 15,83 475,0 50 1500,0

9(0) 15,83 475,0 25 750,0

10 (C) 15,83 475,0 25 750,0

11 (C) 15,83 475,0 25 750,0

g.b.s = grama de bagacgo seco

No Apéndice A temos os dados cinéticos de GARCIA (2009), RUEDA (2010), e de
FUENTES (2009) referentes a matriz de planejamento apresentada na Tabela 3.2.

3.2. Parte 2: Métodos matematicos

Nesta secdo serdo apresentados os métodos adotados desde o tratamento dos dados
experimentais utilizados nas etapas de modelagem até o procedimento de estimativa de
parametros e de re-estimacao dos parametros mais significativos quando consideramos diferentes
pré-tratamentos. O trabalho de modelagem e estimativa de parametros foi realizado com o
software COMPAQ VISUAL FORTRAN versao 6.6.

O trabalho computacional foi realizado em um computador Mobile AMD Semprom

processador 3000, 1,8 Ghz com 1Gb de meméria RAM e HD de 80 Gigabytes.

3.2.1. Tratamento dos dados experimentais
O software OriginPro 8.0 foi utilizado para o ajuste dos dados experimentais a uma
expressdo sigmoidal, de forma que os valores da funcdo obtida e seus pardmetros fossem

utilizados na etapa de otimizagdo para representacao dos dados experimentais. Assim, os valores
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obtidos pelo modelo cinético foram comparados com os da curva sigmoidal e minimizados
através do programa de otimizagao.
A equacdo 3.1 foi adotada para representar os valores experimentais de glicose (G) em

fun¢do do tempo de hidrélise enzimdtica.

B

t
G=A——
C8 + 1P (3.1)

Nesta equagdo A, B e C sdo constantes e € o tempo de hidrolise

3.2.2. Critério de otimizacao

6 é o vetor que contém todos os parimetros cinéticos a serem otimizados. O objetivo da
otimizacdo € encontrar € pela minimizacdo da funcdo objetivo, Equacdo 3.2, pelo algoritmo
genético Pikaia usando dados experimentais de glicose na faixa de concentragdo de enzimas

definida na Tabela 3.2.

np m np m
E(H) = Z Z (Gi.j - Gei.j } = Z 2 gn (9)
i=l j=1 i=l j=1 3.2)

Na Equacgdo 3.2, np e m sdo o numero de pontos referentes as amostras de hidrdlise
enzimdtica em batelada e o numero de perfis experimentais, respectivamente. Ge;; € a
concentracdo de glicose medida no tempo de amostragem i para o perfil j. G;; é a concentracio de
glicose dada pelo modelo no tempo de amostragem i para o perfil j. &£,(0) € o erro ao final da n-

ésima amostra.

3.2.3. Otimizacao dos parametros cinéticos por algoritmo genético
Nessa etapa hd uma adaptacdo do modelo cinético adaptado de PHILIPPIDIS et al.
(1992, 1993) e PHILIPPIDIS e HATZIS (1997) junto ao modelo de otimizacdo por Algoritmo
Genético (CHARBONNEAU e KNAPP, 1996).
Na Figura 3.1 temos uma apresentacao sucinta do cédigo do algoritmo genético utilizado

neste trabalho.
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Figura 3.1: Fluxograma para estimacao de parametros cinéticos utilizando o algoritmo genético

Pikaia.
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Esse cddigo se inicia através de uma populacdo de individuos obtida a partir de uma
distribuicao aleatéria uniforme entre O e 1, representando os diferentes parametros cinéticos que
sdo considerados na otimizacdo. O nimero de cromossomos sao analisados a cada geracdo, sendo
submetidos ao processo de selecdo e aos operadores genéticos (recombinagdo e mutagdo) até sua
finalizacdo.

Os valores das varidveis sdo passados para o modelo, onde este € resolvido e utilizado
para o cdlculo da aptiddo dos individuos. A aptiddo dos individuos € definida pelo valor da
funcdo objetivo (Equagdo 3.2) considerando o conjunto de varidveis que € analisado. Os valores
de adequacao sdo obtidos e comparados.

O mecanismo de selecdo € do tipo Roullete Wheel, que € usado para selecionar ambos 0s
pais durante o ciclo reprodutivo. Um cromossomo € criado para cada um dos pais a partir dos n
parametros. O AG Pikaia codifica os valores dos parametros com uma base de 10 digitos inteiros
(0 —9). Cada digito representa um gene no cromossomo. Por exemplo se n =2 x;=0.2384945, x,=
0.2345895 e 5 digitos para a codificacio o cromossomo codificado teria um valor de
2384923458. Apos a etapa de codificacdo os cromossomos sdao submetidos aos operadores
genéticos. O AG conta com operador de recombinacdo de um ponto que atua sobre um par de
cromossomos pais para gerar dois cromossomos filhos.

O AG possui um operador de mutacdo uniforme, mas que permite que a taxa de mutagcao
varie dinamicamente ao longo da corrida evolucionaria.

Ap6s passarem pelos operadores genéticos, os cromossomos filhos sdo decodificados
para os valores reais dos parametros entre 0,0 e 1,0, e 0 modelo € executado novamente com o0s
novos parametros cinéticos decodificados e dimensionados. O valor da aptiddao destes novos
descendentes é determinada, e esse processo € repetido até que o nimero de filhos seja igual ao
numero de cromossomos da populacdo. Quando o nimero de cromossomos filhos se iguala ao
numero da populacao, toda a populagdo antiga € substituida pela nova.

O AG incorpora uma estratégia de elitismo opcional onde o individuo mais apto em uma
populacdo € passados a geracdo seguinte.

O critério de término € definido como o nimero maximo de geracgoes.

No Apéndice B sdo apresentadas algumas defini¢des das varidveis do codigo genético de

CHARBONNEAU e KNAPP, onde se verificam as sub-rotinas do cédigo, as varidveis de entrada
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de dados, as varidveis do codigo genético e um exemplo de utiliza¢do do c6digo genético.

3.2.4. Re-estimacao dos parametros mais sensiveis

Uma vez feita a estimacdo dos parametros do modelo matemdtico para a biomassa pré-
tratada com peroxido de hidrogénio alcalino, foi avaliada a necessidade de re-estimacdo de
pardmetros quando consideramos diferentes pré-tratamentos. Para isso, foi usada uma
metodologia baseada em planejamentos de Plackett-Burman para identificacio dos parametros
cinéticos que mais influenciam o comportamento dindmico das varidveis de processo e de estimar
somente estes parametros na presenga de novas condi¢cdes de operacao. Esta metodologia ja foi
aplicada com 6timos resultados a um processo de fermentacdo alcodlica com flutuacdes na
qualidade da matéria-prima (ANDRADE, 2007; ANDRADE et al., 2009).

A metodologia de re-estimacao de parametros envolve as etapas descritas na Figura 3.2 e
explicados a seguir:

1) Obtenc¢do dos 9 pardmetros cinéticos a partir do modelo adaptado de PHILIPPIDIS et
al. (1992, 1993) e PHILIPPIDIS e HATZIS (1997);

2) Escolha dos i parametros ndo significativos obtidos pelo planejamento Plackett-
Burman para serem mantidos fixos no processo de estimacao;

3) Defini¢do da ordem de grandeza dos parametros relevantes. Como na literatura ha
escassez de dados para bagago de cana-de-agucar, foram tomados como referéncia os parametros
cinéticos estimados inicialmente para bagaco de cana pré-tratado com peroxido de hidrogénio
alcalino;

4) Sao utilizados novos dados experimentais de hidrdlise (perfil de glicose) com
mudanca no pré-tratamento do bagaco;

5) Otimizacdo dos valores dos parametros significativos por Algoritmo Genético,
minimizando a fun¢do objetivo;

6) O procedimento € repetido até que um nimero de geracdes pré estabelecidas seja

atingida.
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Figura 3.2: Fluxograma geral das etapas de selecdo e re-estimacao dos parametros mais sensiveis
na modelagem da cinética de hidrdlise de bagaco de cana sob diferentes pré-tratamentos

(adaptado de ANDRADE et al. 2009).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Desenvolvimento do modelo de hidrolise enzimatica

Neste trabalho, o modelo cinético para sacarificagdo e fermentacdo simultaneas (SFS),
proposto nos trabalhos de PHILIPPIDIS ef al. (1992, 1993) e PHILIPPIDIS e HATZIS (1997),
foi modificado para descrever a cinética do processo de hidrélise enzimdtica de bagaco de cana-
de-acucar.

Para o desenvolvimento do modelo foram feitas as seguintes consideragdes:

1: Celulose € convertida em glicose através da celobiose. Conversdo direta de celulose a

glicose foi negligenciada. Esta suposi¢do resulta nas reacdes em série apresentadas na Figura 4.1.

Iy P! G
C (EG/CBH) B (BG)

Figura 4.1: Mecanismo de hidrdlise enzimdtica de biomassa lignoceluldsica contendo duas

reacoes.

2: O complexo celulolitico (enzc) consiste apenas de endoglicanase e celobiohidrolase,
mas nao ha distin¢do entre elas.

3: E considerado que as taxas de adsorcdo-dessor¢io da celulase na superficie do
substrato permanecem em equilibrio em todos os momentos.

De acordo com a Figura 4.1, celulose (C) € hidrolisada a celobiose (B) em uma reagdo
heterogénea catalisada pelas enzimas endoglucanase (EG) e celobiohidrolase (CBH). Celobiose é
convertida em duas unidades de glicose monoméricas (G) em uma rea¢do homogénea catalisada
pela enzima B-glicosidadase (BG).

Os balanc¢os de massa do modelo de hidrélise enzimatica sdo dados pelas Eqgs. 4.1 —4.3.
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dt (4.1)
9B _ 1 056, 1,

dt 4.2)
4G _ | 053,

dt 4.3)

onde as concentragdes de (C), (B) e (G) sdo dadas em (g/L), t € o tempo (h) e rj, 2 € 13
sdo as taxas de reacdo (g/(L-h)).

As taxas cinéticas sdo dadas pelas Eqgs. 4.4 —4.5.

_ KCce”
n= B G (4.4)
+—+—
1B 1G
K,B
rn= G 4.5)
K,{H}LB
2G

onde K; e K> sdo constantes concentradas de taxa reagdo especifica para celulose (h™) e
celobiose (g/(L-h)). K;5 K, e K> sdo constantes de inibi¢do (g/L) ndo competitiva da celulase
por celobiose e glicose e inibi¢ao competitiva de B-glicosidase por glicose, respectivamente. K,
é a constante de saturagdo de celobiose para B-glicosidase (g/L), and A é uma constante (h™') que
leva em conta a taxa de diminui¢do da area superficial de celulose.

A constante concentrada de taxa reacdo K; exibe dependéncia de Michaelis-Menten na

concentracdo de celulase de acordo com a Eq. 4.6.

k, -enzc
K, = !

= 4.
K, +enzc (46)

onde enzc € a atividade da enzima celulase (FPU/g celulose), k; € a taxa médxima
especifica de hidrélise de celulose a celobiose (h™) e K., € a constante de satura¢do para adsor¢do
da enzima celulase (g/L).

A constante concentrada de taxa de reagdo K, da hidrdlise homogénea da celobiose é
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N

proporcional a concentragdo de P-glicosidase com reducdo devido a adsorcdo irreversivel de

lignina (PHILIPPIDIS et al., 1997), sendo descrita pela Eq. 4.7.

K, =k, -enzg(l—KLL) 4.7

onde enzg ¢ a atividade da enzima B-glicosidase (CBU/g celulose), k; é a taxa especifica
de hidrdlise da celobiose a glicose (g/(IU'h)), K; ¢ a constante de adsorcao irreversivel da -
glicosidase a lignina (L/g) e (L) € a concentracdo de lignina (g/L).

Na Figura 4.2 € apresentado um fluxograma para resolucdo das Equacoes 4.1-4.3 usando
um programa em Fortran com um algoritmo de integracdao baseado no método de Runge-Kutta

quarta ordem.

Leitura de dados de entrada e parametros cinéticos
C B, G
kl’ k29 7\49 Keq9 Km9 KL9 KlG9 K]B’ KZG

v
Determinagdo do tempo de cada medida
e
tempo final de processo

v

Determinagdo dos passos de integracdo
das equacdes de Runge-Kutta 4a ordem

A

Chamada da subrotina de Runge-Kutta
para resolucdo das equacdes diferenciais ordindrias do modelo

A
Impressao das concentragdes
(C,B,G)

A

Fim do programa

Figura 4.2: Fluxograma para resolucdo do modelo para cinética de hidrdlise enzimética.
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4.2. Estimacao dos parametros cinéticos para bagaco de cana pré-tratado com perdéxido de
hidrogénio

Nesta etapa foram utilizados os dados experimentais obtidos do trabalho de GARCIA
(2009) para hidrélise de bagaco com variacdo nas concentragdes das enzimas celulase e f-
glicosidase e com concentragdo inicial de biomassa em 30 g/L conforme descrito na secdo 3.1.4.

Para o procedimento de ajuste simultineo dos parametros cinéticos foram utilizados
perfis experimentais de glicose nos ensaios 1, 3, 4, 5, 6 e 9 apresentados na Tabela A.1 do
apéndice A, sendo que os demais ensaios foram usados na validacdo do modelo.

O modelo matemético desenvolvido consiste de 9 pardmetros cinéticos a serem ajustados
e um sistema de 3 equacdes diferenciais ordindrias de problema de valor inicial (Equagdes 4.1 —
4.3) que descrevem perfis de concentracdo de celulose, celobiose e glicose.

As condig¢des iniciais de celulose, celobiose e glicose usadas no procedimento de
estimacdo de parametros e simulacdo do modelo foram fixadas em 18.027 g/L (bagaco com
60,09% de celulose), 0.0 e 0.0 g/L, respectivamente.

O ajuste dos parametros foi obtido por meio do algoritmo genético Pikaia e a posterior
simulagcdo do modelo foi feita usando um programa em linguagem Fortran com um algoritmo de
integracdo baseado no método de Runge-Kutta quarta ordem (rotina IVPRK do IMSL MATH
LIBRARY FORTRAN-90).

Tabela 4.1: Principais caracteristicas técnicas usadas pelo algoritmo genético Pikaia.

Opcao escolhida - PIKATA Parametros PZ?;(::;;:&S)S
Nuimero de segmentos do 9
N Cromossomo
E1.1,t1smo, modo de mutagao: Tamanho da populagéo 100
varidvel, plano de reproducdo:  pyopapilidade do crossover 0,85d
substituicdo geracional completa Taxa inicial de mutagio 0.005
Minima taxa de mutagao 0,0005
Miéxima taxa de mutagao 0,25

A Tabela 4.1 apresenta os principais parametros genéticos selecionados no algoritmo

genético Pikaia. Os valores dos pardmetros e opcdes de mutacdo e plano de reproducio adotados
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na Tabela 4.1 foram valores padrdes recomendados no User’s Guide to PIKAIA (ver apéndice B).
Os 9 parametros cinéticos do modelo, obtidos na etapa de otimizacdo descrita na se¢ao

3.2.3, estdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Parametros estimados pelo AG Pikaia para dados de bagaco pré-tratado com

perdxido de hidrogénio alcalino.

Parametro Valor
K; 12,5h"
K; 17,944 ¢/(CBU -h)
A 0,046 h'!
Keq 365,6 g/L
K 0,033 g/L
Ky 96,34 g/L
Kic 2,109 g/L
Kig 23,25 g/L.
K> 0,43 g/L

O conjunto de valores dos parametros otimizados na Tabela 4.2 foi utilizado no modelo
para simular a hidrélise enzimatica do bagaco de cana pré-tratado com peroxido de hidrogénio e
os resultados estdo mostrados nas Figuras 4.3 — 4.10. As Figuras 4.3 — 4.8 mostram os perfis
simulados de celulose, celobiose e glicose para os ensaios 1, 3, 4, 5, 6 e 9, respectivamente, 0s
quais foram usados para estimar os parametros do modelo. As Figuras 4.9 — 4.10 mostram a
validacdo do modelo usando os ensaios 2 e 8 que ndo foram utilizados no procedimento de
estimacdo de parametros.

Nao foi considerada a simulagdo para o ensaio 7, pois 0 modelo desenvolvido nio considera
a reacdo direta da celulose a glicose e portanto quando se faz a simulagdo com 0 CBU/L de -
glicosidase nao se observa formacao de glicose pelo modelo. Mesmos modelos que consideram a
reacdo direta de celulose a glicose apresentariam dificuldades de representar o ensaio 7, pois é
sabido que o complexo celulolitico de Trichoderma reesei apresenta pequenas quantidades de B-

glicosidase que precisariam ser quantificadas para uma simulacdo mais precisa.
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Figura 4.3: Dados experimentais e simulados para ensaio 1 (9,652 FPU/g celulose e 12,204
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—).
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Figura 4.4: Dados experimentais e simulados para ensaio 3 (42,991 FPU/g celulose e 12,204
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—).
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Figura 4.5: Dados experimentais e simulados para ensaio 4 (42,991 FPU/g celulose e 71,005

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (==-) e glicose (—).
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Figura 4.6: Dados experimentais e simulados para ensaio 5 (2,774 FPU/g celulose e 41,604

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (==-) e glicose (—).
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Figura 4.7: Dados experimentais e simulados para ensaio 6 (49,925 FPU/g celulose e 41,604
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (==-) e glicose (—).
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Figura 4.8: Dados experimentais e simulados para ensaio 9 (26,349 FPU/g celulose e 41,604
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—).
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Figura 4.9: Validacdo do modelo. Dados experimentais e simulados para ensaio 2 (9,652 FPU/g
celulose e 71,005 CBU/g celulose). Dados experimentais sdao para concentracdo de glicose (m).

Curvas simuladas nas concentragdes de celobiose (), celulose (==-) e glicose (—).
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Figura 4.10: Validacio do modelo. Dados experimentais e simulados para ensaio 8 (26,349
FPU/g celulose e 83,209 CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracao de glicose

(m). Curvas simuladas nas concentra¢des de celobiose (), celulose (===) e glicose (—).
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Na Figura 4.3 podemos observar que o modelo cinético ndo foi capaz de representar
precisamente o perfil experimental de glicose para a carga de enzimas utilizada neste ensaio. O
modelo gerou um perfil de glicose com valores mais baixos que os experimentais durante a maior
parte do tempo de hidrodlise.

Na Figura 4.4 o modelo foi capaz de descrever os dados experimentais até as primeiras
20 horas de hidrélise, apds esse momento o perfil de glicose gerado apresentou um crescimento
continuo enquanto que os dados experimentais mantiveram a concentragdo de glicose
praticamante constante.

Na Figura 4.5 pode-se observar que o modelo foi capaz de representar de forma bastante
satisfatéria os dados experimentais até as primeiras 6 horas de hidrdlise aproximadamente.
Embora o modelo tenha apresentado o mesmo comportamento dos dados experimentais, a curva
simulada esta com seus valores deslocados acima do perfil experimental de glicose.

Em relacdo as Figuras 4.6 — 4.10 pode-se observar que o modelo cinético foi capaz de
representar bem os dados experimentais durante todo o tempo de hidrdlise.

Uma descricdo mais precisa da qualidade da previsdo do modelo serd feita na secdo

4.2.1.

4.2.1. Desvios do modelo em relacio aos dados experimentais
Neste trabalho, a qualidade da previsdao do modelo utilizando os parametros otimizados
foi caracterizada utilizando o desvio-padrdao residual (RSD), Equacdo 4.8, que fornece uma
indicagdo da precisdo da previsdo, como sugerido nos trabalhos de ANDRADE et al. (2009) e
RIVERA et al. (2007, 2010).

RSD =

(4.8)

onde y; é o valor experimental, y,; € o valor predito pelo modelo matemético e n € o

nimero de pontos experimentais.
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Como a magnitude do RSD ird variar dependendo da magnitude da varidvel a ser
prevista, é mais facil analisar o RSD escrito como uma média percentual dos valores
experimentais y, :

NRSD

—— %100
Vi 4.9)

RSD (%)=

Segundo RIVERA et al. (2007), valores de RSD(%) menores que 10 % sdo aceitdveis
para processos biotecnoldgicos.

Além disso, a qualidade da predicdo do modelo pode ser caracterizada usando o

coeficiente de correlagdo (COR (%)) (MANTOVANELI et al., 2007), Equacao 4.10.

SEE

COR(%):(I— }XLOO

T

(4.10)

n

Onde SEE = Z(Jﬂ; = Vi )2 e Sy = Z(J"i - Y )2

i=1 i=1

A Tabela 4.3 mostra a qualidade de predicdo do modelo cinético para concentracdo de
glicose nos ensaios 1, 2, 3,4, 5, 6, 8 € 9. Esta tabela inclui o desvio padrao residual, RSD(%), e o
coeficiente de correlacdo, COR. Quando o modelo foi usado para descrever os dados
provenientes dos ensaios 1, 3 e 4, a predi¢do apresentou um erro um pouco alto na faixa de 19 —
24 e o coeficiente correlacdo apresentou valores abaixo de 93%, o que mostra que o modelo nao
conseguiu representar os dados experimentais com grande precisdo, como pode ser visto pelas
Figuras 4.3 —4.5.

Para os dados representados pelos ensaios 6 € 9 e os de validagdo do modelo (ensaios 2 e
8) temos que estes ensaios apresentaram um desvio residual de aproximadamente 10% o que é
um bom valor para processos biotecnoldgicos como ja citado anteriormente e o coeficiente de
correlacdo mostrou-se acima de 98% para estes ensaios.

Embora o ensaio 5 tenha apresentado o valor de 16,59% para o RSD(%), sendo um
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pouco alto, podemos observar pela Figura 4.6 que o modelo simulado acompanha a tendéncia dos

dados experimentais mesmo nao se sobrepondo perfeitamente sobre eles.

Tabela 4.3: Comparacio entre o desvio padrao residual, RSD(%), e o coeficiente de correlacao,
COR(%), para caracterizar a qualidade da predicao do modelo cinético para bagaco de cana pré-

tratado com peré6xido de hidrogénio alcalino.

Ensaios RSD (%) COR (%)
1 23,84 92,71
2 (validagdo) 11,10 98,25
3 23,00 88,62
4 19,70 92,16
5 16,59 96,76
6 8,05 99,34
8 (validacao) 9,99 98,99
9 8,21 99,35

93



4.3. Metodologia de Plackett-Burman (PB) para a selecio dos parametros significativos
para o problema de reestimacao.

Neste trabalho o planejamento Plackett-Burman (PB) foi utilizado para fazer um estudo
do comportamento dindmico dos 9 parametros presentes no modelo cinético de hidrolise
enzimdtica adotado e verificar aqueles com maior influéncia nos perfis gerados pelo modelo
matématico, de forma que os ndo significativos sao mantidos constantes durante a etapa de
reestimagao para um outro tipo de pré-tratamento.

As respostas escolhidas para representar o experimento em batelada foram: a
concentracdo de celulose (C), a concentracdo de celobiose (B) e a concentracdo de glicose (G).
Os parametros cinéticos presentes no modelo estudado sdo: taxa maxima especifica de hidrélise
de celulose a celobiose (K;), taxa especifica de hidrdlise de celobiose a glicose (K,), taxa de
diminui¢do na drea superficial especifica de celulose (A), constante de saturag¢do para adsor¢do da
enzima celulase (Kcq), constante de saturacdo da celobiose a B-glicosidadase (K.,), constante de
adsorcdo da enzima [-glicosidadase a lignina (Kp), constante de inibicdo da celulase por
celobiose (K;p), constante de inibi¢do da enzima celulase por glicose (K;g), constante de inibi¢ao
da enzima B-glicosidadase por glicose (Kag).

As condi¢gdes iniciais de C, B e G foram fixadas em 18.027, 0.0 e 0.0 g/L,
respectivamente. As atividades das enzimas celulase e B-glicosidase foram 26,3 FPU/g celulose e
41.6 CBU/g celulose.

Para aplicacao da metodologia, foram escolhidos os valores de pardmetros obtidos para
ensaios de hidrdlise enzimética com bagago de cana pré-tratado com perdxido de hidrogénio
alcalino. Estes valores foram variados e testados em dois niveis distintos, baixo (-) e alto (+), de
acordo com a tabela 4.4. A diferenca entre esses niveis e os valores nominais dos parametros foi

de 10 %.
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Tabela 4.4: Nivel inferior (-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett —

Burman.
Parametros Nivel
) Nominal (0) +)
K, 11,25 12,5 13,75
K, 16,15 17,944 19,738
A 0,041 0,046 0,050
K., 329,04 365,6 402,16
K; 0,029 0,033 0,036
K, 86,706 96,34 105,974
Ki; 1,898 2,109 2,32
Kz 20,925 23,25 25,575
Kz 0,387 0,43 0,473

A matriz de planejamento de Plackett- Burman foi construida com 20 linhas e colunas,
como apresentado na tabela 4.5. Foram feitas 20 simulacdes utilizando os valores de parametros
correspondentes aos apresentados na tabela 4.4. Como o efeito de somente 9 parametros é
avaliado, as colunas restantes sdo formadas por varidveis inertes, que sao utilizadas na estimagao

do erro. Este valor de erro, no entanto, ndo tem significado fisico, j4 que em simula¢do ndo ha

erro experimental.
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Tabela 4.5: Matriz de planejamento Plackett — Burman contendo 9 pardmetros cinéticos.

Ensaios K] KZ A Keq KL Km K]G K]B KZG
1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1
2 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 1 1 -1 -1 -1
4 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1
5 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1
6 1 1 -1 -1 1 -1 1
7 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1
8 1 1 1 1 -1 -1 | 1 -1
9 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1
10 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1
12 1 -1 1 -1 1 | | 1 -1
13 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1
14 -1 -1 1 -1 1 -1 | 1 1
15 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1
16 -1 -1 -1 -1 1 -1 | -1 1
17 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1
18 1 1 -1 -1 -1 -1 | -1 1
19 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1
20 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Para cada uma das 20 simulacdes usando o modelo matematico, valores de C, B e G
foram obtidos ao decorrer da hidrdlise em intervalos de 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min,
1 h,3h,6h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h e usados como respostas no Planejamento de
Plackett-Burman. Os resultados sdo apresentados nas Tabelas C.1 a C.14 presentes no Apéndice
C.

Depois de obtidas as respostas de interesse, através das simulagdes realizadas de acordo
com a matriz de planejamento apresentada na Tabela 4.5, foram determinados os efeitos
estimados dos parametros cinéticos sobre as respostas, através do uso da ferramenta de
Planejamento Fatorial de Plackett-Burman contida no Software Statistica 7.0 (Statsoft).

Com os efeitos dos parametros cinéticos obtidos pelo software Statistica foram plotadas

as Figuras 4.11-4.13.
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Figura 4.11: Efeito dos parametros cinéticos na concentracao de celulose.
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Figura 4.12: Efeito dos parametros cinéticos na concentracio de celobiose.
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Figura 4.13: Efeito dos parametros cinéticos na concentracao de glicose.

Ao analisar os dados apresentados nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13 constatamos que varios
parametros cinéticos tém seu grau de influéncia nas respostas alterado ao longo do tempo de
hidrdlise. Na Figura 4.13 o pardmetro A ao inicio da hidrélise apresenta um efeito baixo para
concentracdo de glicose, porém no decorrer do tempo a influéncia deste parametro torna-se
bastante significativa para esta resposta. Na Figura 4.12 obsevamos que os efeitos de todos os
parametros cinéticos para a concentracio de celobiose diminuem com o tempo de hidrélise, dessa
forma eles apresentam maior influéncia para esta resposta nas primeiras horas de reacdo. Estes
resultados indicam que se fizermos a andlise apenas no final da hidrélise podemos deixar de fora
da re-estimacao parametros importantes para descrever o inicio da hidrélise.

Para facilitar a identificacio dos parametros mais importantes do modelo foram
montadas as Tabelas 4.6 e 4.7 relacionando os efeitos dos parimetros cinéticos sobre as

concentracdoes de celulose, celobiose e glicose. Nestas tabelas, a drea preta significa que o
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parametro apresenta grande influéncia na resposta, a drea cinza indica que o parametro apresenta
pequena influéncia e a drea branca significa que a influéncia dos pardmetros sobre a resposta é

desprezivel.

Tabela 4.6: Efeito dos pardmetros cinéticos nas varidveis no inicio da hidrolise (até 10 h).

Celulose
Celobiose
Glicose

Tabela 4.7: Efeito dos pardmetros cinéticos nas varidveis ao final da hidrdlise.
Kisp Kz

Celulose
Celobiose
Glicose

A Tabela 4.6 avalia a influéncia dos parametros cinéticos nas 10 primeiras horas do
processo de hidrélise enzimética. Pode ser visto nesta tabela que, para a concentracdo de celulose,
os parametros de maior influéncia (drea preta) sdo: Ki, K¢q € Kig. Os pardmetros de menor
influéncia (4rea cinza) sdo: Ky, A, Kn e Kyg. J4 os parametros Ki e K;g (drea branca) ndo
apresentaram influéncia no inicio da hidrélise para a concentracdo de celulose.

Para a concentragdo de celobiose os pardmetros significativos foram: Kj, Kj, Keq, Ki,
K,c (4rea preta) e K¢ (drea cinza), enquanto que os parametros A, Kp e K;g ndo apresentaram
influéncia durante o inicio da hidrélise.

A Tabela 4.6 mostra que, com exce¢do do pardmetro A, que ndo apresentou influéncia
sobre a concentragdo de glicose nas primeiras 10 h de hidrdlise, os demais parametros mostraram
0 mesmo comportamento observado na concentracdo de celulose.

A Tabela 4.7 foi montada da mesma forma que a Tabela 4.6, porém nesta a influéncia
dos parametros foi avaliada das 10 horas iniciais até o final da hidrélise (72 h). Pode-se observar
pela Tabela 4.7 que os pardmetros K, A, K¢q € K (drea preta) foram significativos tanto para a

concentracdo de celulose como para a concentracdo de glicose apds 10 horas de hidrélise. Para a
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concentracdao de celobiose os efeitos de todos os parametros diminuiram gradativamente até
chegarem proximo do valor zero (ndo significativos) ao final do tempo de hidrélise. Os
parametros K, K, e Ky foram considerados significativos (drea cinza) pois estes mantiveram
influéncia, embora pequena, durante um intervalo de tempo maior que os demais parametros.
Uma possivel explicagdo no comportamento apresentado na andlise de efeitos para a
concentracdo de celobiose pode-se dar ao fato de que a celobiose por ser um intermedidrio na
reacao de hidrdlise, apresenta uma concentragdo mais elevada no inicio da reag¢do e no final é
praticamente toda consumida para a formacao de glicose, o que se justifica a nao influéncia dos
parametros nas ultimas horas de reacgdo.

No procedimento de re-estimacdo de parametros deve-se levar em consideracdo a
influéncia dos parametros durante todo o tempo de hidrélise, dessa forma os resultados obtidos
por meio das Tabelas 4.6 e 4.7 foram comparados. Verificou-se que os efeitos significativos para
a concentracdo de celulose sdo dos parametros: Ki, Kj, A, Keq, K, Kic € Kyg. Os pardmetros
significativos para a concentra¢do de celobiose sdo: K, K, Keg, Kig € Kog. Finalmente os efeitos
que sdo significativos para a concentragcdo de glicose sao os mesmos que sao significativos para a
concentracao de celulose.

Entdo, de acordo com as Tabelas 4.6 e 4.7, existem 2 parametros ndo significativos (Ki, e

Kig) e 7 pardmetros significativos (K, K», A, Keq, Kin, Kig e Kag).
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4.4. Estimacao dos parametros cinéticos para bagaco de cana pré-tratado com acido
fosforico + hidroxido de sédio

Para se avaliar o desempenho do modelo cinético quando se tem mudancas no pré-
tratamento do bagaco de cana foram utilizados os dados experimentais obtidos do trabalho de
RUEDA (2010). Os dados sao para hidrélise de bagaco com variacdo nas concentragdes das
enzimas celulase e B-glicosidase e com concentracdo inicial de biomassa em 30 g/L. conforme
descrito na secao 3.1.4.

Desta forma, os experimentos realizados com esta nova condi¢do de pré-tratamento
foram utilizados na fase de reajuste de parametros com o objetivo de representar uma condi¢do
distinta. Para este teste, foi realizada uma comparacdo entre o ajuste do modelo aos dados
experimentais com parametros cinéticos utilizados no desenvolvimento do modelo (Tabela 4.2) e
com a re-estimagdo dos parametros mais sensiveis, como segue.

Com a finalidade de testar a capacidade de predi¢cdo do modelo frente a mudancas no
pré-tratamento utilizaram-se os perfis experimentais de glicose nos ensaios 1, 3, 4, 5, 6 ¢ 9
apresentados na Tabela A.2 do apéndice A, sendo que os demais ensaios foram usados na
validacao do modelo sob nova condic¢ao de pré-tratamento.

As condig¢des iniciais de celulose, celobiose e glicose usadas no procedimento de
estimacdo de parametros e simulacdo do modelo foram fixadas em 15.258 g/L. (bagaco com
50,86% de celulose), 0.0 e 0.0 g/L, respectivamente.

Os resultados foram comparados, sem e com re-estimacdo de parametros mais sensiveis.

Na Tabela 4.8 sdo apresentados os pardmetros mais sensiveis que foram re-estimados
por algoritmo genético e os parametros de menor influéncia que permaceram fixos para a

simulacao do modelo para o bagago pré-tratado com dcido fosférico + hidréxido de sédio.
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Tabela 4.8: Parametros estimados pelo AG Pikaia para dados de bagaco pré-tratado com dcido

fosférico + hidroxido de sédio.

Parametro Valor
*K, 14,315 h!
*K, 16,25 g/(CBU -h)
*A 0,0875 h'!
>X<I(etI 754,35 g/L
K 0,033 ¢g/L
*K,, 96,28 g/L
*K]G 0,87 g/L
Kis 23,25 g/l
*KZG 3,572 g/L

* parametros re-estimados

Nas Figuras 4.14 — 4.21 foram feitas simulacdes para se avaliar a capacidade de predicdo do
modelo quando se tem mudangas no pré-tratamento do bagaco de cana. Foram considerados 2
casos: 1) Predicdo do modelo sem atualizacdo dos parametros cinéticos sendo utilizados os
parametros da Tabela 4.2 (Figuras 4.14a —4.21a). 2) Predicdo do modelo utilizados os parametros
re-estimados apresentados na Tabela 4.8 (Figuras 4.14b — 4.21b).  As Figuras 4.14b — 4.21b
mostram os perfis simulados de celulose, celobiose e glicose para os ensaios 1, 3,4, 5,6 ¢ 9,
respectivamente, os quais foram usados para estimar os parametros do modelo, sob novas
condig¢des de pré-tratamento. As Figuras 4.20b —4.21b mostram a validacdo do modelo usando os

ensaios 2 e 8 que ndo foram utilizados no procedimento de estimacdo de pardmetros.
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Figura 4.14: Predicao das condi¢des experimentais do ensaio 1 (11,404 FPU/g celulose e 14,419
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas
nas concentracdes de celobiose (), celulose (===) e glicose (—). a) Simulacdo sem re-estimacao.

b) Simulacdo com re-estimacao.
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Figura 4.15: Predicdo das condicdes experimentais do ensaio 3 (50,793 FPU/g celulose e 14,419
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (===) e glicose (—). a) Simulag¢do sem re-estimacao.

b) Simulacdo com re-estimacao.
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Figura 4.16: Predi¢do das condi¢gdes experimentais do ensaio 4 (50,793 FPU/g celulose e 83,890
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (===) e glicose (—). a) Simulacdo sem re-estimacao.

b) Simula¢do com re-estimacao.
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Figura 4.17: Predi¢ao das condi¢des experimentais do ensaio 5 (3,277 FPU/g celulose e 49,155

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (

b) Simula¢@o com re-estimacao.

), celulose (=--) e glicose (—). a) Simulacdo sem re-estimacao.
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Figura 4.18: Predicdo das condi¢des experimentais do ensaio 6 (58,985 FPU/g celulose e 49,155
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—). a) Simulacdo sem re-estimacao.

b) Simula¢do com re-estimacao.
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Figura 4.19: Predicdo das condic¢des experimentais do ensaio 9 (31,131 FPU/g celulose e 49,155
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—). a) Simulacdo sem re-estimacao.

b) Simula¢@o com re-estimacao.
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Figura 4.20: Predicao das condi¢des experimentais do ensaio 2 (11,404 FPU/g celulose e 83,890
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (==-) e glicose (—). a) Simulacdo sem re-estimacao.

b) Simulacdo com re-estimacao.
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Figura 4.21: Predicao das condicdes experimentais do ensaio 8 (31,131 FPU/g celulose e 98,309

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (===) e glicose (—). a) Simulacdo sem re-estimacao.

b) Simula¢do com re-estimacao.

110



O desvio padrdo residual, RSD(%), descrito pelas Equacoes 4.8 e 4.9 foi utilizado para
caracterizar a qualidade da predicdo do modelo com e sem re-estimag¢do dos parametros mais
sensiveis. Pela Tabela 4.9 pode-se observar que em todos os ensaios onde nao houve re-estimagao
de parametros os valores do RSD(%) estavam inaceitavelmente altos, na faixa de 52.90 — 195.70
%. Para os ensaios com re-estimagdo de parametros houve significativa melhora nos valores de
RSD(%) em todos eles.

O valor um pouco alto apresentado pelo RSD(%), aproximadamente 25%, nos ensaios 1,
2 e 5 pode ser explicado pelas oscilagdes nos dados experimentais de glicose, como pode ser

verificado nas Figuras 4.14, 4.20 e 4.17 respectivamente.

Tabela 4.9: Desvio padrao residual, RSD(%), usado para caracterizar a qualidade da predi¢ao do
modelo cinético com parametros re-estimados para bagaco de cana pré-tratado com 4&cido

fosforico + hidroxido de sédio.

RSD (%)
Ensaios Sem Com
re-estimaco re-estimacio

1 80.60 25,66

2 (validag@o) 89,73 25,24
3 43,58 11,16

4 52,94 13,93

5 195,70 25,95

6 44,33 10,20

8 (validacao) 63,60 16,30
9 88,22 14,44

Uma vez que o modelo proposto descreveu bem a hidrélise de bagaco pré-tratado com
peréxido de hidrogénio alcalino e com &cido fosférico+deslignificacdo com soda, mas com
parametros diferentes, vamos comparar os redimentos (%) em glicose na hidrélise e os
parametros dos dois modelos, mostrados na Tabela 4.10 e 4.11 respectivamente.

Os rendimentos em glicose na hidrolise, para todas os ensaios considerados, foram

calculados pela Equacdo 4.11 e sdo mostrados na Tabela 4.10.

111



g glicose- 5
= 2 -100% 4.11)

g celuloseno bagaco pré — tratado - g celuloseno bagaco pré —tratado
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Tabela 4.10: Rendimento em glicose para os ensaios simulados de bagago pré-tratado com

perdxido de hidrogénio e bagaco pré-tratado com écido fosférico + hidréxido de sédio.

Ensaios Rendimento (%) bagaco Rendimento (%) bagaco
pré-tratado com H,O, pré-tratado com H3;PO4+NaOH
1 77.06 40.00
2 74.19 38.58
3 96.99 71.83
4 97.75 69.04
5 45.79 20.69
6 98.79 72.66
8 92.97 58.41
9 93.70 58.86

Tabela 4.11: Parametros cinéticos estimados por AG Pikaia para dados de bagaco pré-tratado

com peroxido de hidrogénio e bagaco pré-tratado com dcido fosférico + hidréxido de sédio.

Parimetros et Hope Ol
K; 12,5h" 14,315h™
K; 17,944 g/(CBU -h) 16,25 g/(CBU -h)
A 0,046 h™! 0,0875 h'!
K., 365,6 g/L 754,35 g/L
Ko, 96,34 g/L 96,28 g/L
Kic 2,109 g/L 0,87 g/L
Kz 0,43 g/L 3,572 g/L

Pode-se observar da Tabela 4.11 que os parametros que sofreram grande alteracio

considerando os dois pré-tratamentos foram:
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e )\ praticamente dobrou para o pré-tratamento com acido fosférico.
Analisando as Figuras 4.11 e 4.13 nota-se que o parimetros A tem efeito positivo na

concentragdo de celulose e negativo na concentragdo de glicose. O termo de decaimento

A

exponencial da Equacdo 4.4, ¢ ™', leva em conta a diminui¢do na taxa de produ¢io de glicose

como resultado da diminui¢do da mobilidade da enzima causada pela dimuicao da area superficial
da celulose.

A € um parametro que descreve a taxa de diminui¢cdo da drea superficial da celulose, de
forma que quanto maior, mais rdpida a diminuicdo da taxa superficial e mais dificil converter a
celulose em glicose com o passar do tempo. O valor de A é determinado pela natureza da
biomassa usada como substrato e pelas condi¢des de pré-tratamento empregada: condig¢des
promissoras sdo aquelas que produzem uma material altamente digestivel pelo aumento de sua
area superficial especifica (pequeno A).

No trabalho de PHILIPPIDIS e HATZIS (1997), o impacto do fator A foi avalidado no
rendimento em etanol no processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas. Neste trabalho,
para papel reciclado sem pré-tratamento, com A de 0,02 h™' e taxa de diluicdo de 0,01875 h', o
rendimento em etanol foi de 45,7%. Quando se considerou um processo de pré-tratamento que
reduzisse o valor de A pela metade mantendo o mesmo substrato com a mesma taxa de diluicao,
obteve-se um rendimento em etanol de 59,5%.

Quando comparamos os rendimentos em glicose apresentados na Tabela 4.10 de bagaco
pré-tratado com peréxido de hidrogénio com os de bagaco pré-tratado com dacido fosforico,
podemos constatar que os rendimentos alcangados com peréxido de hidrogénio foram bem
superiores aos obtidos com dcido fosforico. Para os ensaios 1, 5 e 9 obtivemos rendimentos de
77,06%, 45,79% e 93,70% para bagago pré-tratado com peréxido e 40%, 20,69% e 58,86% para
bagaco pré-tratado com 4dcido. Com base nos dados de rendimento em glicose e pelo valor do
parimetro A ser praticamente o dobro para o bagago pré-tratado com com &cido fosférico,
podemos concluir que a taxa de diminuicdo da drea superficial seria menor no pré-tratamento
com perdxido, logo a reacdo acontece de forma mais completa e o pré-tratamento com peréxido

de hidrogénio é mais eficiente.
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e K,;: dobrou no caso do pré-tratamento acido.

Da mesma forma que o parametro A, o pardmetro K., tem efeito positivo na celulose e
negativo na concentragdo de glicose, como pode ser observado nas Figuras 4.11 e 4.13.

K., € a constante de equilibrio de adsor¢do da celulase, este pardmetro esta relacionado
com a afinidade da enzima celulase com o sitio de ligacdo do substrato. PHILIPPIDIS e HATZIS
(1997) estimaram o impacto da eficiéncia de ligacdo da enzima no processo de sacarificacdo e
fermentata¢do simultineas pela simulagdo de K., no rendimento em etanol na faixa de 0 — 5000
g/L. Quanto menor o valor da constante de equilibrio, mais forte € a afinidade da enzima ao
substrato e, além disso, maior é a eficiéncia de ligagdao. PHILIPPIDIS e HATZIS (1997)
consideraram ainda uma celulase com K., de 1000 g/L, que conduziu a um rendimento em etanol
de 27,5% e uma celulase com a metade desse valor (500 g/L) conduziu a um rendimento de
34,7%.

O bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio apresentou o valor de K., (365,6 g/L)
como sendo praticamente a metade do valor de K., (754,35 g/L) estimado para o bagaco pré-
tratado com &cido fosfoérico, o que indica uma maior afinidade do complexo celulolitico para com
o bagaco pré-tratado com perdxido. Essa maior afinidade pode ser observada quando
comparamos as diferencas nos valores de rendimento em glicose alcancados para os dois pré-

tratamentos, como mostra a Tabela 4.10.

e Kjq: caiu pra menos da metade.
De acordo com as Figuras 4.11 e 4.13, K, tem efeito positivo na glicose e negativo na
celulose. K; € a constante de inibi¢do da celulase por glicose. Quanto menor o valor de K;¢
maior a inibicdo da celulase pela glicose, nesse caso significaria que a inibi¢do é maior na

hidrdlise de bagaco pré-tratado com dcido fosforico.

e K>: subiu mais de 8 vezes.
Pelas Figuras 4.11 e 4.13, K, tem efeito positivo na glicose apenas na etapa inicial da
hidrdlise, porém nao apresentou efeito significativo na celulose. K> € a constante de inibi¢do da

B-glicosidase pela glicose. Quanto menor o valor de K, maior a inibi¢do, nesse caso a inibi¢cdo
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da B-glicosidase pela glicose foi bem menor no caso do pré-tratamento com 4cido fosférico.

Nao se conseguiu atribuir um significado fisico que justificasse a mudanga dos valores
de K;c e Ky apresentada nos dois pré-tratamentos, pois K;G € Ky sdo parametros que
aparentemente estdo mais relacionados ao complexo enzimdtico utilizado do que com as

caracteristicas do substrato.
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4.5. Estimacao dos parametros cinéticos para bagaco de cana pré-tratado com hidréxido
de calcio (cal)

Nesta secdo os dados experimentais de FUENTES (2009) para hidrélise de bagaco com
variacdo nas concentragdes das enzimas celulase e B-glicosidase, apresentados na Tabela A.3 do
apéndice A foram utilizados na atualizacdo dos parametros do modelo cinético frente a
mudancas no pré-tratamento do bagaco.

O procedimento de atualizagdo dos pardmetros cinéticos por algoritmo genético foi o
mesmo apresentado na secdo 4.4 para bagaco pré-tratado com &cido fosforico + hidréxido de
sodio.

As condi¢des iniciais de celulose, celobiose e glicose usadas no procedimento de
estimacdo de pardmetros e simulacdo do modelo foram fixadas em 18.135 g/L (bagaco com
60,45% de celulose), 0.0 e 0.0 g/L, respectivamente.

Na Tabela 4.12 temos os parametros mais sensiveis que foram re-estimados por
algoritmo genético e os parametros de menor influéncia que permaceram fixos na etapa de

simulagdo do modelo.

Tabela 4.12: Parimetros estimados pelo AG Pikaia para dados de bagaco pré-tratado com

hidréxido de calcio (cal).

Parametro Valor
*K, 38,97 h!
*K, 17,944 g/(CBU -h)
*A 0,0857 h'!
#Keg 352,65 g/LL
K; 0,033 g/L
*Kon 75,34 g/L
*Ki 0,323 g/L
Kig 23,25 g/
*KZG 3,952 g/L

* parametros re-estimados
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Nas Figuras 4.22 — 4.29 foram apresentados os perfis simulados de celulose, celobiose e

glicose para os ensaios 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 9, utilizando os pardmetros cinéticos descritos na

Tabela 4.12 juntamente com os dados experimentais de glicose.
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Figura 4.22: Dados experimentais e simulados para ensaio 1 (9,595 FPU/g celulose e 12,131

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (

), celulose (-=-) e glicose (—).
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Figura 4.23: Dados experimentais e simulados para ensaio 2 (9,595 FPU/g celulose e 70,582

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—).
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Figura 4.24: Dados experimentais e simulados para ensaio 3 (42,735 FPU/g celulose e 12,131

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (==-) e glicose (—).
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Figura 4.25: Dados experimentais e simulados para ensaio 4 (42,735 FPU/g celulose e 70,582

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (

------ ), celulose (===) e glicose (—).
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Figura 4.26: Dados experimentais e simulados para ensaio 5 (2,757 FPU/g celulose e 41,356

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—).
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Figura 4.27: Dados experimentais e simulados para ensaio 6 (49,628 FPU/g celulose e 41,356

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentragdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—).
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Figura 4.28: Dados experimentais e simulados para ensaio 8 (26,192 FPU/g celulose e 82,713

CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (==-) e glicose (—).
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Figura 4.29: Dados experimentais e simulados para ensaio 9 (26,192 FPU/g celulose e 41,356
CBU/g celulose). Dados experimentais sdo para concentracdo de glicose (m). Curvas simuladas

nas concentracdes de celobiose (), celulose (-=-) e glicose (—).

Nas Figuras 4.22 e 4.23, onde a concentragdo de enzima celulase (9,595 FPU/g celulose)
usada nos experimentos e na simulacido do modelo foi menor que a concentragdo usada no ponto
central (26,192 FPU/g celulose), pode-se observar que os dados simulados apresentaram perfis de
glicose mais baixos se comparados com os ensaios experimentais. Esse comportamento se
intensifica quando comparamos o perfil de glicose simulado com o experimental na Figura 4.26,
que possui uma concentra¢io de enzima (2,757 FPU/g celulose) em torno de 9 vezes menor que a
concentracdo utilizada nos ensaios 1 e 2 (Figuras 4.22 e 4.23).

Nas Figuras 4.24, 4.25 e 4.27, onde a concentracdo de enzima celulase (42,735 FPU/g
celulose para as Figuras 4.24 e 4.25 e 49,628 FPU/g celulose para a Figura 4.27) usada nos
experimentos e na simulagdo do modelo foi maior que a concentracdo usada no ponto central
(26,192 FPU/g celulose), observou-se que os dados simulados apresentaram perfis de glicose um
pouco mais altos que os valores experimentais.

Para os ensaios 8 € 9, nos quais a concentragdo de enzima celulase (26,192 FPU/g
celulose) era a mesma utilizada no ponto central observou-se que o modelo foi capaz de descrever

os dados experimentais em ambos os ensaios, como apresentado nas Figuras 4.28 e 4.29.
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Na Figura 4.30 temos os valores experimentais de glicose produzida apds 72 horas de
hidrélise de bagaco de cana pré-tratado com hidréxido de célcio. Os valores experimentais de
glicose foram obtidos a partir de um planejamento 2% + configuracdo estrela com repeticdo no
ponto central.

Ao se analisar os 11 valores experimentais de glicose no planejamento 22+ configuragdo
estrela mostrado na Figura 4.30, pode-se notar que hd pouca variagdo na concentragdo de glicose
produzida entre os ensaios 1 — 11. Essa andlise preliminar mostra-nos que ha indicios de que as
concentragdes das enzimas celulase e [-glicosidade apresentaram pouca infliencia na
concentracdo de glicose para os dados de hidrélise de bagaco de cana pré-tratado com hidréxido

de cdlcio com variagdo na carga enzimdtica.

Glicose Final (g/L)

1 2 3 Bl 5 6 7 8 9(C) 10(C) 11(C)

Ensaios

Figura 4.30: Dados experimentais para concentracdo de glicose ao final da hidrdlise enzimatica

(72 horas de reagdo) para bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Para verificar a relagdo entre a concentracdo de glicose produzida ao final da hidrdlise

(72 horas) e as demais varidveis do processo (concentracdo de celulase e B-glicosidase), foram
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realizadas andlises estatisticas utilizando o software STATISTICA 7.0. A Figura 4.31 apresenta o
Grafico Pareto dos efeitos padronizados das concentragdes de celulase e [B-glicosidase para a
concentragdo de glicose final.

A anélise dos efeitos principais e de interacdo das varidveis foi realizada considerando o
erro puro. Para dizer se a varidvel € significativa ou ndo, foi utilizado o parametro estatistico p. O
nivel de confianca para essas andlises foi de 95,0%, o que corresponde a um valor de p < 0,05.

No Gréfico Pareto (Figura 4.31) é possivel visualizar os efeitos dos parametros
operacionais € de suas interagdes sobre a concentracao final de glicose. Através da Figura 4.31
pode-se observar que tanto a concentracdo de celulase como a de B-glicosidase ndo exercem
influéncias significativas sobre a concentragao final de glicose.

A nao influéncia das enzimas na concentracdo de glicose para a hidrdlise de bagaco de
cana pré-tratado com hidroxido de célcio justifica a dificuldade que o modelo teve de representar
de maneira satisfatéria os dados experimentais, principalmente nos ensaios em que se utilizou
pequenas cargas enzimatica (ensaio 5). No modelo desenvolvido as dnicas variaveis que eram
alteradas durante o procedimento de estimac¢do de pardmetros e simulacdo foram as atividades
enzimadticas, pois a concentracdo inicial de lignina e celulose foram mantidas constantes quando

se trabalhou com dados provenientes de um mesmo pré-tratamento.
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Figura 4.31: Grifico Pareto dos efeitos padronizados das concentragdes de celulase e -

glicosidase para a concentragdo de glicose final.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Neste trabalho, o processo de hidrdlise enzimatica em batelada agitada do bagago de
cana-de-acucar foi modelado adaptando um modelo cinético desenvolvido inicialmente para o
processo de fermentacdo e sacarificaficagao simultaneos proposto nos trabalhos de PHILIPPIDIS
et al. (1992, 1993) e PHILIPPIDIS e HATZIS (1997). O modelo adaptado considera a hidrdlise
do bagaco de cana a glicose como sendo um sistema de duas reacdes, onde ndo € considerada a
conversdo direta da biomassa a glicose. O modelo inclui ainda vérios fatores, como inibi¢do por
produto final (celobiose e glicose), equilibrio de adsor¢do-dessor¢do da enzima celulase sobre o
substrato e adsor¢do irreversivel da enzima B-glicosidase a lignina. A simulacdo do modelo foi
desenvolvida em linguagem FORTRAN. Foram realizadas as simulacdes do processo, e também
a analise do comportamento dindmico dos efeitos dos parametros no modelo, através da técnica
de planejamento Plackett-Burman para identificacdo da influéncia dos pardmetros sobre o
processo desenvolvido, podendo assim, facilitar o procedimento de re-estimacdo de parametros e,
conseqiientemente, diminuir a complexidade do sistema.

A metodologia de estimacdo de parametros usando algoritmo genético (método
estocdtico) foi capaz de predizer de forma satisfatéria o conjunto de dados experimentais de
glicose com variagdo nas concentragdes de enzimas celulase e B-glicosidase no bagago pré-
tratado com peréxido de hidrogénio alcalino.

A andlise de sensibilidade Plackett-Burman permitiu reduzir o nimero de parametros a
serem re-estimados de 9 para 7 na etapa de atualizacdo do modelo frente a novas condi¢des de
pré-tratamento. A tarefa de identificagdo dos parimetros mais significativos mostrou-se dificil
pois no caso de estudo o efeito dos parametros nas respostas do processo variavam durante o
tempo de hidrélise. Houve situacdes em que alguns parametros manifestaram influéncia apenas

no inicio da hidrélise enquanto que outros no final.
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Na etapa de re-estimagdo de pardmetros foram considerados dados experimentais de
glicose para bagaco pré-tratado com &cido fosférico + hidroxido de sédio e bagaco pré-tratado
com hidréxido de célcio (cal). Para o bagaco pré-tratado com &cido fosférico + hidréxido de
s6dio o modelo atualizado conseguiu reproduzir de forma acurada tanto o conjunto de dados
utilizados no procedimento de estimagdo de parametros como os usados na validagdo do modelo.
Ja para os dados de bagaco pré-tratado com cal o modelo ndo conseguiu reproduzir de forma
satisfatoria alguns dados experimentais. A falta de ajuste para esses dados se justificou pois as
concentragdes de celulase e [-glicosidase ndo exerceram influéncia significativa sobre a
concentragdo de glicose experimental como foi constado pelo grifico de Pareto apresentado na

secdo 4.5.
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Se:

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para trabalhos futuros, com base nos resultados aqui apresentados, tem-

Realizagdo de experimentos para determinar os pardmetros cinéticos do modelo
desenvolvido neste trabalho comparando estes resultados com os obtidos pela otimizag¢ao

por algoritmos genéticos;

Determinacdo da adsor¢do enzimadtica ao longo do processo de hidrdlise, podendo ser

utilizadas isotermas de Langmuir;
Estudos relacionados a desativacao do complexo enzimatico;

Determinac¢ao do indice de cristalinidade da biomassa ao longo do processo de hidrdlise
enzimdtica visando encontrar uma relacdo entre o indice de cristalinidade e a

digestibilidade da biomassa durante a etapa de hidrélise,
Utilizacao de redes neuronais para descri¢ao da cinética de hidrélise enzimadtica,

Determinacdo de um modelo fenomenoldgico que leve em conta as sugestdes descritas

anteriormente;

Uso de redes neuronais e/ou modelo fenomenoldgico para determinacdo de um perfil
6timo de alimentacdo de substrato durante operacdo de um reator em batelada alimentada

através da soluciao de um problema de controle 6timo.
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APENDICE A

Nesta secdo serdo apresentados os dados cinéticos de hidrélise enzimdtica com variacao
na carga enzimdtica de celulase e [-glicosidase de bagago pré-tratado com peréxido de
hidrogénio alcalino, obtidos no trabalho de GARCIA (2009), de bagaco pré-tratado com acido
fosforico+hidréxido de sddio, obtidos no trabalho de RUEDA (2010), e de bagago pré-tratado
com cal, obtidos no trabalho de FUENTES (2009).

Tabela A.1: Dados de glicose (g/L) obtidos para hidrélise enzimatica com variagdo da carga

enzimdtica (GARCIA (2009)).

Ensaio 1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio 8 Cl:::::f:is
Tempo (min) Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose  Glicose Glicose
gL (L) (gL  (gL) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,299 0,358 1,134 0,879 0,040 0,808 0,151 0,680 0,296 +0,02
20 0,635 0,705 1,846 1,531 0,088 1,577 0,210 1,309 0,763 0,02
30 1,061 1,654 2,851 2,583 0,108 2,552 0,608 2,087 2,100 £0,20
40 1,447 1,738 4,165 3,974 0,406 3,758 0,852 3,145 3,254 +0,10
50 1,559 2,079 5,404 5,073 0,536 4,494 0,995 3,880 3,570 £0,02
60 1,969 2,504 6,366 5,782 0,763 5,758 1,301 4,776 4,446 +0,02
180 7,802 7,530 7,608 8,994 3,800 6,538 3,722 5,868 7,143 +£0,28
360 8,296 7,897 10,442 10,984 5,102 13,553 5,799 14,010 9,813 +0,12
720 10,913 8,821 13,402 13,982 6,071 16,324 6,617 15,839 14,258 + 0,48
1440 14,606 12,625 16,171 16,340 6,927 18,786 8,642 17,789 18,031 £ 0,46
2160 15,859 14,516 16,190 16,531 7,718 19,132 10,181 18,148 19,380 +0,12
2880 16,396 14,974 16,243 16,822 7,836 19,150 11,682 18,385 19,584 + 0,07
3600 16,484 14,939 16,296 16,959 8,445 19,620 12,242 18,518 19,699 +0,19
4320 16,587 15,728 16,260 17,104 8,570 19,659 12,722 18,647 19,747 £0,14
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Tabela A.2: Dados de glicose (g/L) obtidos para hidrdlise enzimdtica com variagdo da carga

enzimatica (RUEDA (2010)).

Ensaio 1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio8 CI::::'(;Sis
Tempo (min) Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose  Glicose Glicose (g/L)
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

10 0,1505 0,0112 0,8277  0,7273 0,000 0,3588 0,4167 0,000  0,2267 +0,0075
20 0,8588  0,4584  2,4210 1,3245 0,000 1,3081 0,7640 0,9970  0,9048 £ 0,0081
30 0,5842 04776  2,0158  1,7915 0,000 2,2551 0,9169 1,5766  1,1457 £ 0,0006
40 0,8997  0,7504  2,3293  3,1683  0,1642 3,0747 1,1471 1,8892  1,5450 +0,0024
50 1,0441  1,0018  3,2649 3,7153  0,0322 3,8350 1,1129 2,6780  2,0483 £ 0,0061
60 1,1008  1,2517  2,8920 4,2847  0,1125 4,1671 1,2579 3,0996  2,4746 £ 0,0079
180 2,6007  3,0474 6,5176  7,4339  0,6538 7,8947 2,4039 6,3322  4,9454 £ 00,0025
360 6,0938  6,0657  7,6355 11,2871 1,9772 11,1286  6,4372 9,4960  8,0929 + 0,0007
720 6,0202  6,3805 9,3505 10,8653 2,0963 10,6213  5,8315 9,6850  7,5436 +0,0032
1440 6,6333  6,5217 10,4841 11,1722  3,0557 11,7882  6,0511 9,1477  8,1384 £ 10,0028
2160 7,3566 74597 11,5379 11,1135 3,2337 12,2473 79113 10,5230 19,1173 £ 0,0005
2880 82785  8,1091 11,9539 11,3122 3,5767 12,2139  8,8013 10,4779 10,2583 +£0,0018
3600 7,8565 17,7366 11,8407 10,7983  3,8194 11,5075  8,8151 10,5008  9,1863 + 0,0046
4320 89121 83385 11,8066 10,9631 4,0687 11,7245  9,4334 10,3319 9,1918 +0,0092
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Tabela A.3: Dados de glicose (g/L) obtidos para hidrdlise enzimdtica com variagdo da carga

enzimdtica (FUENTES (2009)).

Ensaio 1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio 8 CI::::'(z)lsis
Tempo (min) Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 2,042 2,744 2,704 2,608 3,520 2,697 2,383 3,015 2,087 £0,522
20 2,071 3,048 2,766 4,085 3,817 3,814 2,236 3,855 3,008 £0,456
30 2,574 2,684 3,897 4,995 2,869 4,376 3,132 4,446 3,114 +£0,756
40 3,134 4,584 4,493 6,056 2,087 5,507 4,327 5,506  4,325+0,514
50 3,405 5,132 5,183 6,201 4,299 6,257 4,706 4,920 5,025 +0,604
60 3,620 5,154 5,337 6,307 3,325 6,347 5,592 6,453 5,468 £0,310
180 8,747 9,880 9,278 9,865 4,998 9,882 9,807 9,784 9,291 £0,161
360 10,879 12,338 12,285 12,212 6,621 12,385 12,483 13,044 12,269 £ 0,147
720 12,129 12,686 12,749 12,260 8,706 12,521 12,622 13,391 12,731 £ 0,157
1440 13,146 13,635 12,868 12,362 10,383 12,892 13,382 14,131 13,650 £ 0,336
2160 14,652 14,009 14,355 14,729 12,128 14,443 13,831 14,339 15,580 + 0,401
2880 14,019 14,020 15,501 14,294 12,385 14,170 14,070 14,778 15,848 +£ 0,508
3600 14,028 14,022 15,821 14,235 12,265 14,878 13,072 14,799 16,685 £ 0,226
4320 14,064 13,189 15356 13,663 12,190 14,706 13,032 14,395 15,375 +£0,804
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APENDICE B

Neste topico serdo apresentadas as subrotinas, defini¢des, estrutura geral e um exemplo
da aplicacdo do algoritmo genético PIKAIA. As informag¢des descritas nesta se¢do bem com o

exemplo foram extraidas do User’s Guide to PIKAIA 1.0 (CHARBONNEAU e KNAPP, 1996).

Subrotinas do Cédigo Genético

encode — codifica parametros fenotipos em genoétipos ph(k)
decode — decodifica gen6tipo em parametros fenétipos ph(k)
cross — gera dois cromossomos filhos de dois cromossomos pais
mutate — introduz mutagdo aleatéria num genétipo

adjmut — implementa uma taxa de mutag@o varidvel, o critério € a diferenca relativa na

aptiddo entre o melhor individuo e os na média

select — selecdo dos pais na populacido usando o método da roleta com a aptidao relativa

dos individuos determinando a probabilidade de escolha

genrep — o modo de reproducdo por substitui¢do total acumula os filhos num estoque
tempordrio. Uma vez que np filhos tenham sido produzidos e estocados a populacdo dos pais €

completamente substituida (por uma tinica chamada da subrotina newpop)

stdrep — reproducdo estado-estaciondrio: insere o par de filhos na populacdo somente se
eles se ajustam adequadamente (substituicao aleatdria se irep=2 ou substitui 0 individuo memos

apto se irep=3).
newpop — substitui a geracao antiga pela nova, recalcula aptidao e rank

rninit — é o iniciador (semente) da funcdo urand, geradora de nimeros aleatérios para

execucdo do AG

urand — retorna o proximo desvio pseudo-aleatério de uma sequéncia que ¢é
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uniformemente distribuida no intervalo [0, 1]

Vetores internos

oldph — populagao principal de tamanho nxnp
newph — nova populagdo de tamanho nxnp
fitns — valores de aptiddo de tamanho np

jfit — rank baseado na aptidao de tamanho np

ifit — indice de rank de tmanho np

Constantes

n — comprimento do individuo (nimero de parametros ajustaveis)
nmax — € o nimero maximo de parametros ajustaveis (n < nmax)
pmax — € o nimero maximo da populagdo (np < pmax)

dmax — € o nimero mdximo de genes (digitos) por segmento de cromossomo

(parametro) (nd < dmax)

Definicoes das variaveis de entrada de dados
np — ndmero de individuos numa populacao (padrao é 100)
ngen — numero de geracdes no qual a solucao é evoluida (padrao é 500)

nd — nimero de algarismos significativos (i.e., nimero de genes) retidos na codificacio

do cromossomo (padrdo € 5)
pcross — probabilidade de cruzamento, 0.0 < pcross < 1.0 (padrao é 0,85)
imut — modo de mutagdo; 1/2=uniforme/varidvel (padrdo € 2)

pmut — taxa inicial de mutacdo; deve ser pequena, 0.0 < pmut < 1.0 (padrdo é 0,005)
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(Nota: a taxa de mutagdo é a probabilidade que um dado gene tem de sofrer mutacdo durante a

reproducdo)
pmutmn — minima taxa de mutacao, 0.0 < pmutmn < 1.0 (padrao é 0,0005)
pmutmx — maxima taxa de mutagdo, 0.0 < pmutmx< 1.0 (padrao € 0,25)

fdif — diferencial de aptiddo relativa; variando de 0 (nenhum) a 1 (médximo) (padrio é
1)

irep — plano de reproducdo; 1/2/3 = Selecdo da geracdo total para
substituigdo/Substitui¢do aleatdria no estado estaciondrio/Substitui¢cdo do individuo menos apto

no estado estaciondrio (padrdo é 1)

ielite — elitismo; 0/1. 0, para ndo utilizacdo do elitismo (melhor individuo ndo é
necessariamente replicado de uma geragdo para a préxima); 1, para utilizacao do elitismo (melhor

individuo € replicado para proxima geragdo) (padrdo € 1)

irvb — seleciona a o tipo de demonstracdo dos resultados gerados pelo PIKAIA. 0
(exibe apenas a aptiddo da solugdo e os valores do parametros na ultima geracdo/l (exibe os
resultados apresentados na op¢do 0 e os detalhes dos parametros genéticos do AG/2 (mostra a

evolugdo da populacdo a cada geracdo) (padrao € 0)

Definicoes das variaveis de saida de dados

fn_val — corresponde aos valores que da funcdo aptidao ao longo no processo

evolucionario

x(1:n) — ¢ o vetor com a solucdo “O6tima” encontrada (a solu¢do que maximiza a fungado

de aptidao ff)
f — € o valor da funcdo aptiddo em x

status — é um indicador de sucesso ou falha na chamada do pikaia (O=sucesso; diferente

de zero=falha)
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B.1. Descricao geral

PIKAIA ¢é uma subrotina de otimizagdo de dominio publico escrita em linguagem
FORTRAN baseada em algoritmo genético. A codificagdo interna do AG PIKAIA ¢ baseada num
alfabeto decimal composto de 10 inteiros simples (0 a 9). O AG PIKAIA esta disponivel no site

do High Altitude Observatory (http://www.hao.ucar.edu/modeling/pikaia/pikaia.php).

Internamente, a subrotina PIKAIA procura maximizar uma fungdo f(x) num espacgo de

dimensdo n, onde:
x=(X1,X2,..-,Xn), Xp € [0.0,1.0] Vn

A restricdo dos parametros no intervalo de [0.0,1.0] permite maior flexibilidade,
porém implica que o usuario deva normalizar os parametros que serdo utilizados para

maximizar a funcgao f(x).
A chamada da subrotina pikaia é feita pelo comando:
call pikaia (twod,n,ctrl,x,f,status)

onde twod € o nome da FORTRAN function para ser maximizada, n é a dimensao do
espaco de busca, ctrl € um vetor que contém as varidveis de entrada que determinam o
comportamento do AG. O vetor de saida x contém os parametros 6timos determinados pelo
algoritmo, o escalar f € a aptiddo da solucdo e a varidvel de saida status ¢ um indicador de

sucesso ou falha na chamada do pikaia.
A function twod deve ser declarada como:
Function twod(n,x)

O AG PIKAIA conduz a tarefa de maximizagdo a uma populacdo composta de np
individuos (solucdes candidatas). O tamanho da populacdo permanece fixo durante o processo

evolucionario. A populacio evolui até que um nimero pré determinado de geragdes seja atingido.
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B.2. Estrutura do AG PIKAIA

A estrutura geral do algoritmo genético PIKAIA consiste de 2 lacos que controlam os

ciclos reprodutivos e de geracdo. Na estrutura apresentada abaixo foram omitidos os principais

argumentos pertencentes as subrotinas citadas.

do 10 ig=1,ngen [ciclo geracional]
do 20 ip=1,np/2 [ciclo reprodutivo]
call select (ipl) [selecdo do pai]
21 call select (ip2) [selecdo da méae]
If (ipl.eg.ip2) go to 21 [sem reproducdo assexuadal
call encode (phl,gnl) [codificacdo do cromossomo pai]
call encode (ph2,gn2) [codificagdo do cromossomo méael]
call cross (gnl,gn2) [reproduz dois filhos a partir
de 2 pais]
call mutate (gnl) [mutacdo aleatdria no primeiro
filho]
call mutate (gn2) [mutacédo aleatdria no segundo
filho]
call decode (phl,gnl) [decodificacdo do primeiro filho]
call decode (ph2,gn2) [decodificacdo do segundo filho]

if (irep.eg.l) then
call genrep (ip,phl,ph2,newph) [insercdo/estoque de ambos
os filhos]
else
call stdrep (irep,phl,ph2,0ldph,fitns,ifit,jfit)
[insercdo/estoque completo]
endif
20 continue
If (irep.eq.l) call newpop [substitui a geracdo antiga pela
nova|
10 continue

Inicialmente solicita-se ao usudrio uma “semente” inicial, um nimero natural S cuja

representacao em base bindria ndo exceda 4 bytes; com auxilio dessa semente, e de um gerador de

nimeros pseudo aleatdrios, uma geracao de individuos € construida.

O tamanho da populagdo (np) e o numero de geracdes (ngen) através do qual a

populacdo evolui sdo ambos parametros de entrada. A cada iteracdo do lago interno (do 20) gera

dois filhos de dois pais, de maneira que esse laco necessita ser executado somente np/2 vezes a

fim de produzir uma nova geracdo de np individuos. Uma itera¢do do ciclo reprodutivo implica

na escolha de dois pais (call select), e a codificacdo de seus respectivos cromossomos (gnl, gn2)

de seus fendtipos correspondentes (phl,ph2). O operador de cruzamento (crossover) é entdo
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aplicado (call cross) para os cromossomos pais, € 0o operador de mutacao aplicado (call mutate)
para cada um dos cromossomos filhos resultantes. Os cromossomos filhos sdo entdo
decodificados em seus fendtipos correspondentes (call decode), e acumuldados em um
reservatdrio temporario (call genrep) ou inseridas na populagcdo (call stdrep) dependendo do
modo de reprodugdo adotado (controlado pelo pardmetro irep). Sob um dos modos de reproducao,
a nova populagdo € transferida do reservatorio tempordrio para a populacdo principal ao final do

ciclo de geracdo (call newpop) com a populacdo antiga sendo eliminada.

PIKAIA estoca a populagdo num vetor bidimensional (oldph), de tamanho nxnp, onde n
¢ o nimero de parametros ajustiveis da func¢do a ser maximizada. A coluna oldph (1:n,i)

corresponde ao i-ésimo individuo da populacao.

B.3. Um exemplo do uso de PIKAIA

Considerando um problema de otimiza¢do que consiste em maximizar uma fungdo de

duas varidveis f (x, y) (Equacdo A.1 e A.2) com x, y delimitada entre O e 1.
f(x,») = cos’ (f?m')exp(— o’ ) (A.1)
2 =(x=05] +(y=05],  xye[0010] (A2)

Onde n e o sdo constantes conhecidas. A Figura A.1 é a superficie plotada desta fungao
paran=9 e 6°=0.15. O mdximo global estd em (x*,y*) = (0.5,0.5), com f(x*,y*) = 1.0. O maximo
global esté circundado por anéis concéntricos de maximos secundarios, localizados em distancias

radiais.
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Figura A.1: Superficie plotada da funcdo f(x,y). O maximo global (indicado por uma seta
branca) estd localizado em (x;y) = (0.5,0.5), onde f = 1 (Extraido de

http://www.hao.ucar.edu/modeling/pikaia/pikaia.php).

O espaco de busca problema tem dimensdo 2 (n=2), e tudo que o usudrio necessita €
prover uma FORTRAN function que aceite como varidvel de entrada um vetor de dimensao 2
contendo um par (x,y) e que retorne o valor da fun¢do f(x,y) para ser usado diretamente como a
medida da aptiddo absoluta necessaria para estabelecer o rank na populacdo. A populacio
consiste de np pares (x,y). O espaco de busca [x(1),x(2)]=[X,y] ja estd no intervalo [0,1] de
maneira que ndo ha necessidade de um redimensionamento dos parametros de entrada. Abaixo

temos um modelo de uma FORTRAN function para o caso apresentado:

C*********************************************************************

function twod (n, x)

Q

Compute sample fitness function (2-d landscape)

implicit none
C Input:
integer n

real x(n)

C Output
real twod

c Constant
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real pi,sigma?2
integer nn
parameter (pi=3.1415926536,sigma2=0.15,nn=9)

Local
real rr

if (x(l).gt.l.or.x(2).gt.1l.) stop
rr=sqgrt ((0.5-x (1)) **2+(0.5-x(2)) **2)
twod=cos (rr*nn*pi) **2 *exp(-rr**2/sigma?2)
return

end function twod

Abaixo temos o code driver para a chamada da subrotina pikaia, fazendo uso dos valores

padrdes para os parametros de entrada.

program xpkaia

C
C
C

Q00000

Sample driver program for pikaia.f
implicit none
integer n, seed, i, status
parameter (n=2)
real ctrl(12), x(n), £, twod
external twod

(twod is an example fitness function, a smooth 2-d landscape)
First, initialize the random-number generator
WRITE (*, '(A)', ADVANCE='NO') ' Random number seed (I*4)?
read(*, *) seed
call rninit (seed)
Set control variables (use defaults)
do 10 i=1,12

ctrl(i) = -1

10 continue
ctrl (2)=50
Now call pikaia
call pikaia(twod,n,ctrl,x,f,status)
Print the results
write(*,*) ' status: ',status
write (*,*) ' x: ', x
write (*,*) ' f: ', f
write(*,20) ctrl
20 format ( ! ctrl: ',6£f9.5/10x,6£9.5)
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goto 1
end program xpcaia

Neste exemplo uma populacdo de np=100 individuos foi evoluida através de ngen= 200
geracdes, sendo que a solugdo obtida apresentou f(x,y) = 0,999997, muito préximo do maximo

global de f(x*,y*)=1,0.
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APENDICE C

Resultado do palnejamento Plackett-Burman para as concentracdes de celulose,
celobiose e glicose obtidos ao decorrer da hidrdlise. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas

C.l1acC.14.

Tabela C.1: Resultado das simulacdes de hidrdlise enzimdtica no tempo 10 min para nivel

inferior (-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

tempo 10 min
Simulacao substrato (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 15.6952 1.6934 0.8098
2 15.7095 1.6496 0.8400
3 15.7077 1.7333 0.7538
4 15.9874 1.5710 0.6138
5 15.6174 1.8131 0.7702
6 15.2923 2.0292 0.9041
7 15.2537 2.0547 0.9203
8 15.6487 1.6941 0.8608
9 16.0640 1.3311 0.7812
10 15.6626 1.8123 0.7207
11 16.0028 1.4955 0.6760
12 15.1873 2.2601 0.7778
13 16.0011 1.4541 0.7216
14 15.6555 1.7396 0.8052
15 16.0161 1.5136 0.6422
16 15.6678 1.7292 0.8026
17 15.2452 2.1973 0.7795
18 15.2846 1.9304 1.0167
19 15.7276 1.6265 0.8441
20 15.7089 1.7244 0.7619
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Tabela C.2: Resultado das simulag¢des de hidrélise enzimdtica no tempo 20 min para nivel

inferior (-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 20 min
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 14,9128 2,0982 1,2535
2 14,9308 2,0528 1,2813
3 14,9183 2,1772 1,1641
4 15,2400 2,0194 0,9726
5 14,7716 2,3036 1,1942
6 14,4065 2,5057 1,3874
7 14,3306 2,5590 1,4157
8 14,8246 2,1306 1,3174
9 15,3847 1,6426 1,2085
10 14,8586 2,2705 1,1323
11 15,2670 1,9087 1,0593
12 14,2185 2,8753 1,2073
13 15,2697 1,8336 1,1353
14 14,8296 2,1846 1,2551
15 15,3031 1,9074 1,0204
16 14,8472 2,1701 1,2506
17 14,3237 2,7672 1,2041
18 14,3803 2,3828 1,5460
19 14,9533 2,0235 1,2871
20 14,9199 2,1649 1,1754
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Tabela C.3: Resultado das simulag¢des de hidrélise enzimdtica no tempo 30 min para nivel

inferior (-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 30 min
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 13,7139 2,6169 2,0405
2 13,7326 2,5773 2,0613
3 13,7015 2,7672 1,8960
4 14,0517 2,6512 1,6286
5 13,4538 2,9717 1,9561
6 13,0711 3,1076 2,2385
7 12,9246 3,2102 2,2933
8 13,5447 2,7106 2,1299
9 14,3279 2,0393 1,9660
10 13,6243 2,8727 1,8707
11 14,0986 2,4827 1,7540
12 12,7348 3,7097 1,9785
13 14,1145 2,3442 1,8822
14 13,5483 2,7726 2,0607
15 14,1888 2,4336 1,7054
16 13,5723 2,7544 2,0532
17 12,9263 3,5241 1,9609
18 13,0031 2,9543 2,4756
19 13,7627 2,5377 2,0695
20 13,7027 2,7502 1,9125
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Tabela C.4: Resultado das simulag¢des de hidrélise enzimdtica no tempo 40 min para nivel

inferior (-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 40 min
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 12,8025 2,9298 2,7245
2 12,8180 2,8994 2,7392
3 12,7730 3,1393 2,5366
4 13,1232 3,0759 2,2140
5 12,4424 3,4024 2,6273
6 12,0712 3,4646 2,9745
7 11,8656 3,6042 3,0561
8 12,5638 3,0724 2,8397
9 13,5126 2,2758 2,6234
10 12,6864 3,2485 2,5180
11 13,1852 2,8620 2,3703
12 11,6168 4,2457 2,6572
13 13,2150 2,6688 2,5406
14 12,5676 3,1380 2,7663
15 13,3283 2,7682 2,3099
16 12,5940 3,1195 2,7565
17 11,8783 4,0018 2,6232
18 11,9638 3,2898 3,2780
19 12,8551 2,8510 2,7488
20 12,7728 3,1195 2,5577
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Tabela C.5: Resultado das simulag¢des de hidrélise enzimdtica no tempo 50 min para nivel

inferior (-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 50 min
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 12,4165 3,0407 3,0369
2 12,4298 3,0151 3,0490
3 12,3795 3,2758 2,8305
4 12,7251 3,2386 2,4852
5 12,0131 3,5624 2,9361
6 11,6514 3,5894 3,3098
7 11,4205 3,7435 3,4044
8 12,1475 3,2032 3,1648
9 13,1644 2,3587 2,9234
10 12,2896 3,3854 2,8150
11 12,7933 3,0054 2,6550
12 11,1478 4,4445 2,9694
13 12,8296 2,7881 2,8434
14 12,1518 3,2699 3,0899
15 12,9610 2,8918 2,5882
16 12,1783 3,2520 3,0792
17 11,4387 4,1774 2,9271
18 11,5259 3,4054 3,6431
19 12,4703 2,9627 3,0591
20 12,3782 3,2551 2,8537
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Tabela C.6: Resultado das simulagdes de hidrdlise enzimatica no tempo 1h para nivel inferior (-)

e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 1h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 11,7435 3,2028 3,6146
2 11,7517 3,1865 3,6226
3 11,6931 3,4824 3,3761
4 12,0261 3,4951 2,9925
5 11,2645 3,8072 3,5108
6 10,9244 3,7694 3,9287
7 10,6498 3,9458 4,0483
8 11,4215 3,3977 3,7674
9 12,5528 2,4782 3,4776
10 11,5988 3,5914 3,3662
11 12,1040 3,2289 3,1862
12 10,3379 4,7483 3,5500
13 12,1525 2,9686 3,4064
14 11,4268 3,4658 3,6897
15 12,3169 3,0804 3,1058
16 11,4524 3,4501 3,6778
17 10,6788 4,4441 3,4913
18 10,7662 3,5686 4,3161
19 11,7989 3,1268 3,6329
20 11,6894 3,4607 3,4032
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Tabela C.7: Resultado das simulagdes de hidrdlise enzimatica no tempo 3h para nivel inferior (-)

e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 3h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 8,0908 3,32944 7,54283
2 8,04515 3,37615 7,54442
3 7,983 3,814 7,15247
4 8,18579 4,12315 6,60144
5 7,25694 4,24127 7,50991
6 7,0838 3,85498 8,10919
7 6,63056 4,05465 8,40293
8 7,5203 3,6056 7,88641
9 9,12736 2,5365 7,22518
10 7,88352 3,89791 7,17472
11 8,27739 3,71436 6,93003
12 6,19873 5,28482 7,58774
13 8,38949 3,24149 7,30331
14 7,53666 3,67501 7,79513
15 8,74256 3,42637 6,71603
16 7,52295 3,6939 7,79049
17 6,72445 4,90345 7,40474
18 6,75004 3,54191 8,80998
19 8,14884 3,27259 7,53816
20 7,94358 3,80024 7,21078
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Tabela C.8: Resultado das simulagdes de hidrdlise enzimatica no tempo 6h para nivel inferior (-)

e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 6h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 5,7797 2,6597 10,8180
2 5,6718 2,7441 10,8490
3 5,6651 3,1839 10,3934
4 5,7747 3,6228 9,8093
5 4,8245 3,5458 10,9471
6 4,7506 3,0392 11,5627
7 4,2892 3,1431 11,9663
8 5,1331 2,8712 11,3143
9 60,8421 2,0062 10,3247
10 5,5752 3,2389 10,4354
11 5,8164 3,1970 10,2113
12 3,8912 4,4244 11,0597
13 5,9462 2,6709 10,6211
14 5,1568 2,9351 11,2206
15 6,3964 2,9205 9,8575
16 5,0814 2,9865 11,2503
17 4,4040 4,1415 10,7873
18 4,3446 2,6623 12,4110
19 5,8361 2,6207 10,7964
20 5,5722 3,1903 10,4900
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Tabela C.9: Resultado das simulac¢des de hidrélise enzimdtica no tempo 12 h para nivel inferior

(-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 12h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L.)
1 3,8106 1,5646 14,1607
2 3,6205 1,6584 14,2732
3 3,7188 1,9871 13,8179
4 3,7662 2,4076 13,3223
5 2,8558 2,1933 14,5604
6 2,8370 1,7505 15,0475
7 2,4790 1,7284 15,4689
8 3,1869 1,6497 14,7646
9 4,7872 1,1803 13,4795
10 3,6446 2,0126 13,8736
11 3,7045 2,0682 13,7484
12 2,1876 2,7483 14,7189
13 3,8192 1,6326 14,0795
14 3,2141 1,6979 14,6837
15 4,3078 1,8998 13,2547
16 3,0567 1,7628 14,7903
17 2,5716 2,6392 14,4068
18 2,4311 1,4046 15,8630
19 3,8621 1,5452 14,1238
20 3,5462 2,0160 13,9793
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Tabela C.10: Resultado das simulacdes de hidrélise enzimdtica no tempo 24 h para nivel inferior

(-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 24 h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 2,4295 0,5726 16,7410
2 2,1489 0,6347 16,9876
3 2,3714 0,7779 16,5894
4 2,3925 1,0201 16,3110
5 1,5538 0,8356 17,4379
6 1,5511 0,6144 17,6737
7 1,3568 0,5493 17,9583
8 1,8963 0,5696 17,3370
9 3,2555 0,4484 15,9533
10 2,3136 0,7835 16,6479
11 2,2028 0,8532 16,6976
12 1,1777 1,0426 17,6380
13 2,2833 0,6330 16,8400
14 1,9225 0,5922 17,2841
15 2,7433 0,8110 16,1411
16 1,6847 0,6357 17,5027
17 1,3860 1,0590 17,3892
18 1,2139 0,4311 18,2417
19 2,4735 0,5678 16,6971
20 2,1073 0,8121 16,8470
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Tabela C.11: Resultado das simulacdes de hidrélise enzimdtica no tempo 36 h para nivel inferior

(-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 36 h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 1,9373 0,2379 17,6407
2 1,6055 0,2752 17,9704
3 1,8949 0,3302 17,5907
4 1,9113 0,4512 17,4451
5 1,1055 0,3462 18,4517
6 1,1036 0,2473 18,5579
7 0,9971 0,2014 18,7246
8 1,4579 0,2247 18,1878
9 2,6832 0,1961 16,8554
10 1,8443 0,3310 17,6461
11 1,6513 0,3802 17,8089
12 0,8633 0,4154 18,6481
13 1,7132 0,2772 17,8486
14 1,4824 0,2346 18,1500
15 2,1399 0,3766 17,2693
16 1,2045 0,2602 18,4322
17 0,9835 0,4498 18,4782
18 0,8154 0,1609 18,9693
19 1,9773 0,2369 17,5973
20 1,5786 0,3576 17,9135
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Tabela C.12: Resultado das simulacdes de hidrélise enzimdtica no tempo 48 h para nivel inferior

(-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 48 h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 1,7176 0,1100 18,0197
2 1,3512 0,1337 18,4022
3 1,6826 0,1521 18,0144
4 1,6977 0,2107 17,9358
5 0,9036 0,1585 18,8738
6 0,9014 0,1137 18,9234
7 0,8453 0,0852 19,0158
8 1,2670 0,1001 18,5312
9 2,4217 0,0944 17,2532
10 1,6355 0,1519 18,0669
11 1,3933 0,1849 18,3015
12 0,7318 0,1761 19,0462
13 1,4455 0,1357 18,2952
14 1,2904 0,1047 18,5003
15 1,8495 0,1900 17,7888
16 0,9868 0,1209 18,8209
17 0,8032 0,2054 18,9360
18 0,6426 0,0715 19,2556
19 1,7555 0,1098 17,9778
20 1,3313 0,1729 18,3830
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Tabela C.13: Resultado das simulacdes de hidrélise enzimdtica no tempo 60 h para nivel inferior

(-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 60 h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 1,6093 0,0546 18,1984
2 1,2179 0,0706 18,6169
3 1,5779 0,0747 18,2122
4 1,5925 0,1034 18,1657
5 0,8000 0,0795 19,0722
6 0,7976 0,0580 19,0975
7 0,7728 0,0401 19,1439
8 1,1741 0,0487 18,6886
9 2,2912 0,0482 17,4470
10 1,5326 0,0745 18,2628
11 1,2580 0,0969 18,5447
12 0,6692 0,0797 19,2174
13 1,3050 0,0720 18,5185
14 1,1970 0,0509 18,6609
15 1,6945 0,1024 18,0535
16 0,8749 0,0620 19,0074
17 0,7109 0,1011 19,1485
18 0,5562 0,0359 19,3891
19 1,6460 0,0547 18,1576
20 1,2016 0,0904 18,6142
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Tabela C.14: Resultado das simulacdes de hidrélise enzimdtica no tempo 72 h para nivel inferior

(-) e superior (+) dos parametros utilizados no planejamento Plackett — Burman.

Tempo 72 h
corridas celulose (g/L) celobiose (g/L) glicose (g/L)
1 1,5533 0,0284 18,2884
2 1,1434 0,0395 18,7324
3 1,5237 0,0384 18,3107
4 1,5381 0,0528 18,2796
5 0,7430 0,0428 19,1742
6 0,7405 0,0317 19,1887
7 0,7358 0,0202 19,2060
8 1,1264 0,0249 18,7667
9 2,2232 0,0254 17,5467
10 1,4794 0,0382 18,3602
11 1,1824 0,0536 18,6742
12 0,6373 0,0383 19,2965
13 1,2264 0,0404 18,6392
14 1,1489 0,0261 18,7405
15 1,6070 0,0578 18,1977
16 0,8131 0,0340 19,1055
17 0,6601 0,0532 19,2555
18 0,5094 0,0195 19,4585
19 1,5893 0,0284 18,2483
20 1,1291 0,0500 18,7373
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