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omunicadao

O avanco das pesquisas relacionadas a producao
de biocombustiveis é estratégico para o Brasil e
sera decisivo para promover o desenvolvimento
sustentdvel do planeta e garantir a seguranca
energética do Pais. Neste contexto, o etanol

tem sido uma das areas prioritarias. Possui
participacao de destaque nao sé no cendrio interno,
representando 12,5% do consumo de energia em
transportes em 2012 (EMPRESA DE PESQUISA
ENERGETICA, 2013), mas também no cenério
externo, pois o Pais é o principal exportador de
etanol do mundo.

Atualmente, a producao mundial de etanol
baseia-se no uso de matérias-primas acucaradas
(como a cana-de-acucar no Brasil) ou amildceas
(como o milho nos Estados Unidos). No entanto,
as matérias-primas lignocelulésicas também
apresentam grande potencial de utilizagao, sendo
um dos grandes desafios o desenvolvimento de
tecnologias eficientes para disponibilizacdao e uso
dos aclcares presentes nas estruturas da celulose
e da hemicelulose (JARDINE et al., 2009). A
obtencao de etanol lignoceluldsico envolve trés
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etapas principais: (i) pré-tratamento; (ii) hidrélise;

e (iii) fermentacao (HAMELINCK et al., 2005;
LIMAYEM; RICKE, 2012). A primeira etapa tem
como objetivo principal aumentar a eficiéncia

do processo de hidrélise, promovendo a quebra

ou remocao da lignina e/ou da hemicelulose,
aumentando a area superficial e diminuindo a
cristalinidade da celulose (LIMAYEM; RICKE, 2012;
MOSIER et al., 2005; WYMAN et al., 2005). Na
etapa de hidrdlise, os polissacarideos (celulose

e, eventualmente, hemicelulose) sdo convertidos
em monossacarideos, com o auxilio de acidos ou
enzimas denominadas celulases (JARDINE et al.,
2009; LIMAYEM; RICKE, 2012; TAHERZADEH;
KARIMI, 2007). Os acucares gerados na hidrélise
passam por um processo de fermentacao biolégica
para a producao de etanol (GALBE; ZACCHI, 2002;
JARDINE et al., 2009; LIMAYEM; RICKE, 2012).

Muitos desafios persistem para a consolidacao
desta tecnologia que, uma vez ultrapassados,
permitirdo o aproveitamento ndo sé de biomassas
lignocelulésicas brutas, mas principalmente

de diversos tipos de residuos agroindustriais e
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florestais. Como exemplo, cita-se a producao de
etanol celuldsico a partir de lodos de reciclagem de
papel como forma de agregar valor a este residuo,
reduzindo os custos e os impactos ambientais
causados por sua disposicdao em aterros.

Para subsidiar os estudos e acompanhamento das
fermentacdes etandlicas, normalmente é necessaria
a realizacao de grande numero de andlises de
etanol. Uma das técnicas mais usadas para esta
finalidade é a cromatografia gasosa ou liquida, que
em geral envolve custos e tempos elevados de
anélise. Como alternativa para o monitoramento
da producao de etanol em fermentados, Blanco et
al. (2004) sugerem a técnica de espectroscopia

no infravermelho préximo (NIR), obtendo alta
correlacao para as predicdes das concentracdes

de etanol, glicose e biomassa usando modelos

de calibracdo baseados em minimos quadrados
parciais (PLS). Recentemente a mesma técnica foi
usada como ferramenta para avaliacdo rapida e
eficiente na selecao de leveduras recombinantes
de Saccharomyces cerevisiae, capazes de
fermentar xilose além de glicose. As vantagens da
aplicacao do NIR incluem a economia, praticidade
e a agilidade para anélise de grande nimero de
amostras (LUPOI et al., 2014; MORITA et al.,
2011). A sua aplicacdo no monitoramento de
fermentacdes permite a quantificacdo em tempo
real de diferentes componentes, sem exigir um
exaustivo preparo de amostra (CERVERA et al.,
2009; LUPOI et al., 2014) de maneira ndo invasiva
nem destrutiva (BLANCO et al., 2004; LUPOI et al.,
2014).

O objetivo deste trabalho é o de adaptar uma
metodologia para predicdao do teor de etanol

em solucdes oriundas de processos de hidrdlise

e fermentacao usando-se quimiometria e
espectrometria na regidao do infravermelho préximo.

Fermentacées para a producao de etanol
Trés substratos foram comparados: glicose anidra,
polpa de celulose branqueada e lodo gerado no
tratamento de efluentes de uma industria de
reciclagem de papel. Todas as amostras analisadas
foram testadas na concentracdo aproximada de

30 g L de glicose equivalente. Considerando os
teores de carboidratos presentes em cada material,
as concentracdes de substrato utilizadas foram:
238glL' 32,6 gL'e30gL", paralodo, polpa

e glicose, respectivamente. Os experimentos de
fermentacao foram realizados em duplicata.

Como meio de fermentacao, foi utilizada uma
solucdo contendo 0,5 g L' extrato de levedura,
0,9gL'"NaH,PO,, 0,256 gL" MgSO,7H,0 e

4,56 gL' (NH,),SO, (pH 5), e para o caso do lodo
também foi testada uma solugdo tampao de acetato
de sdédio pH 4,4. Pretendia-se avaliar o efeito do
controle do pH na fermentacao do lodo, ja que
seus compostos podem elevar o pH do meio,
prejudicando o rendimento do processo. Para a
etapa de multiplicacao celular, empregou-se meio
YPD (Yeast Peptone Dextrose) composto por 20 g L™
glicose anidra, 10 g L extrato de levedurae 20 g L™
peptona bacteriolégica.

Inicialmente, foi realizada a ativacdo em meio

YPD com 1 g L da levedura Saccharomyces
cerevisiae JP1 em incubadora a 30 °C com
agitacao orbital de 150 rpm durante 16 h.
Posteriormente, adicionaram-se 3 mL do inéculo

e 6% (massa enzima/massa holocelulose) de um
coquetel enzimatico comercial (para polpa e lodo)
em todos os Erlenmeyers contendo 100 mL do
meio de fermentacao e dos substratos. A enzima
foi gentilmente cedida pela empresa Novozymes e
consistia de uma mistura de celulases, hemicelulase
e alto teor de B-glucosidases. As amostras foram
incubadas a 30 °C e 150 rpm por 96 h. Por fim, foi
feita a centrifugacao por 10 min a 5.000 rpm, seguida
de filtracdo em membrana de 0,45 um e realizacao
das anélises de etanol. Ao longo dos experimentos as
amostras eram armazenadas a -20 °C.

Anadlise de etanol por cromatografia gasosa
O etanol foi determinado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). As
amostras e a curva padrao (10 pontos distribuidos
entre 0,1 - 60 g L") foram preparadas a partir da
adicao de 10 uL da solucao a ser analisada mais

10 uL de uma solucao do padrao interno
isopropanol (4,7 g L") em tubos de “headspace”

de 20 mL. O tempo e a temperatura de incubacao
das amostras foram de 3 min e 105 °C. A
cromatografia gasosa foi feita em equipamento
Focus (Thermo) e os compostos foram separados
com uma coluna capilar SGE BPX5 (60 m, 0,25 mm
de didmetro, 0,25 ym de espessura de filme), com
a seguinte programacao do forno: 40 °C com
isoterma de 8 min, seguido de 25 °C min™' até 200 °C.
Hélio em um fluxo constante de 1,0 mL min foi
utilizado como géas de arraste. O volume de 0,5 mL
foi injetado no GC utilizando o modo de divisao de
fluxo 1:200, sendo a temperatura do injetor de 200 °C.
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Os compostos foram detectados pelo espectrémetro
de massa de “ion trap” PolarisQ (Thermo) e as
curvas de calibracao foram preparadas a partir da
area fornecida pela soma dos fragmentos m/z 31

e m/z 45 (etanol) e m/z 45 e m/z 61 (isopropanol,
padrao interno). A temperatura da interface do CG-
EM e da fonte de ions foram ambas de 200 °C. O
potencial de elétron ionizacédo foi mantido a 70 eV
com variacdo de massa/carga (m/z) entre 10-350
no modo “full scan”, o tempo total de ciclo foi de
0,42 s e a emissdo de corrente de 250 mA.

Preparo das solucdes para analise de NIR
Para a obtencao de espectros de NIR as amostras
foram obtidas por adicdo de etanol em matrizes
de amostras originais. As quantidades adicionadas
de etanol foram feitas de maneira a se obter
concentracdes entre 3,63 gL'e 59,25 g L.
Portanto, foram considerados implicitamente os
efeitos de matriz, ou seja, possiveis interferéncias
causadas por enzimas, leveduras ou outras
substancias decorrentes de reacdes bioquimicas em
todos os meios de fermentacao analisados.

Os meios obtidos ao final das fermentacoes foram
utilizados como base para o preparo de outras
solucées com concentracdes diferentes de etanol.
Cada meio foi utilizado para preparar cinco solucdes
com volume final de 10 mL, adicionando-se os seguintes
volumes de etanol anidro: O mL, 0,15 mL, 0,3 mL,
0,45 mL e 0,6 mL. Considerando a concentracao
de etanol que foi determinada por CG-EM para

cada meio de fermentacéao, foi possivel calcular as
concentracoes das solugcdes resultantes.

Analises de infravermelho NIR

Os espectros na regido do NIR foram obtidos
usando o equipamento NIR 900 (FEMTO). Os
espectros foram coletados com uma resolucao de
1 nm entre os comprimentos de onda de 1.100 nm
a 2.500 nm, no modo de absorcdo. Uma cubeta
de quartzo com caminho 6ptico de Tmm foi usada
como amostrador.

Construcao dos modelos de calibracao
Os modelos matematicos utilizados foram minimos
quadrados parciais (PLS) e regressao linear multipla
(MLR) usando o programa Unscrambler® (CAMO AS,
Norway) versao 10.3. O modelo foi obtido usando
os tratamentos alisamento (polinomial de segunda
ordem e 5 pontos de cada lado), normalizacao (Max
Normalization) e primeira derivada (polinomial de
segunda ordem e 5 pontos de cada lado).

O grupo de dados foi dividido em duas partes:

2/3 foram usados para a construcdo do modelo

de calibracdo e o 1/3 restante para a validacao
externa. A selecao das amostras para o subgrupo
de calibracao foi realizada organizando-as em ordem
ascendente de concentracdes experimentais de
etanol, em g L', e selecionando duas amostras a
cada trés. O subgrupo de validacéo foi construido
usando as amostras complementares. Este
procedimento permite alto controle da variabilidade
em cada subgrupo.

Para a construgcdo do modelo MLR foram usadas
as absorbancias nos comprimentos de onda
mais estatisticamente significativos. Estes foram
revelados apds selecao de varidveis espectrais,
com a utilizacado do algoritmo Jack Knife, durante
a construcdo do modelo PLS. Os comprimentos
de onda com maior correlacdo com o teor de
etanol sdo 1410, 1905, 2005, 2250 e 2315.
Diversas combinacdes entre estes comprimentos
de onda foram testadas. O modelo MLR com
maior R? e menores erros SECV e SEP foi
conseguido com os comprimentos 2249 nm e
2319 nm.

O processo de fermentacao usado nos substratos
resultou em solugcdes com variadas concentracoes.
Com a adicao de etanol anidro foi possivel aumentar
a faixa de concentracao de etanol avaliada pelo
espectrofotémetro (Tabela 1).

Os espectros na regido do NIR séo tipicos de
solucao alcodlica (Figura 1) e com o mesmo padrao
dos espectros obtidos por outros pesquisadores
(MORITA et al., 2011).

A curva de calibracédo construida usando PLS
apresentou coeficiente de determinacdo (R?) de
0,99 e o erro de validacao cruzada foi cerca de
1,51 g L' para uma concentracdo de etanol média
de 30,90 g L.

A Figura 2 mostra os coeficientes de predicao
estatisticamente significativos em funcao dos
comprimentos de onda, usando-se trés variaveis
latentes. Para a obtencao do teor de etanol
basta realizar a soma algébrica dos coeficientes
de predicao multiplicados pelas respectivas
absorbancias apés as operacdes de alisamento,
normalizacao e primeira derivada do espectro.
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Tabela 1. Concentracdes de etanol usadas para elaboracdo do modelo de predicdo usando a espectroscopia no
infravermelho préximo.

Volume de etanol Concentracédo final de etanol em cada condicéo testada (g L")
adicionado para 10 mL . . Polpa de . N
de solucdo final com o Glicose/meio de celulose/meio de Lodo/meio de Lodo/solucéo

fermentado fermentacéao fermentacio fermentacéao tampao

0,00 12,67 3,63 6,56 6,95
0,15 24,31 15,41 18,30 18,68
0,30 35,96 27,19 30,03 30,41
0,45 47,60 38,97 41,77 42,14
0,60 59,25 50,75 53,51 53,87
—— Lodo/fermentaco + 0,00 mL EtOH Lodo/fermentagdo + 0,30 mL EtOH —— Lodoftamp3o + 0,60 mL EtOH

7 -
g 08
i
T 06 -
s
=
k=]
g 04 1 _/
]
o
<< 0.2 .

0 T L L) T T T

1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectros tipicos de solucdes alcodlicas obtidos para trés concentracdes de etanol. No detalhe, a regido que os comprimentos
de ondas entre 2200 nm e 2380 nm.
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Figura 2. Coeficientes de predicdo do modelo PLS para cada comprimento de onda. O coeficiente independente BO é igual a 96,93 g L.
S&o mostrados apenas os coeficientes usados no modelo apds a selecdo de varidveis espectrais, com a utilizacdo do algoritmo Jack Knife.
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A curva de calibracao obtida foi testada com
amostras que nao participaram na construcao da
curva de calibracao (predicdo externa). O erro padrao
de predicdo encontrado foi de 1,25 g L', com um
coeficiente de determinacédo R? de 0,99, sendo

o0 numero de amostras usadas nessa validacao
externa igual a 6. A Figura 3 mostra os valores das
concentracoes de etanol determinados pelo CG/EM
versus os valores preditos pela técnica NIR para a
validacao externa do modelo construido. Os principais
pardametros do modelo de calibracdo usando PLS e da
sua validacao externa estdo sumarizados na Tabela 2.
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Figura 3. Valores de concentracdes de etanol apds adicédo e
preditos através do infravermelho préoximo (NIR), usando o modelo
PLS com amostras externas aquelas usadas na calibracdo.

Tabela 2. Resultados das anélises estatisticas para os
grupos de calibracao e predicdo para as concentracées de
etanol usando o modelo PLS.

Parametros Grfjpo (1e G.rtlpo de
calibracao predicao externa
Numero de amostras 13 6
Minimo (g L) 3,63 12,67
Maéaximo (g L") 59,25 53,87
Média (g L") 31,48 33,64
SD (g L") 17,72 16,18
R? 0,99 0,99
RMSE (g L) 0,77 1,18
SE (g L) 0,80 1,25
SD/SE 22,15 12,94

SD =desvio padrdo; R?=coeficiente de determinacéao;
RMSE =erro quadréatico; SE =erro padrao.

A avaliacdo da qualidade de ajuste da curva de
predicao pode ser inferida, dentre outros parametros,
pela razao de performance que é a razao entre o
desvio padrdao da amostra na andlise convencional

e o erro de predicao, fornecido pelo método
quimiométrico (RDP =SD/SE, Tabela 2). Esta razédo
avalia o quanto a técnica pode distinguir entre
amostras diferentes. Ou seja, altos valores da

razdo SD/SE (acima de 1,5) indicam que o erro de
estimativa da concentracao de etanol é muito menor
que o desvio padrao das amostras. Ao contrério,
baixos valores (abaixo de 1,5) indicam a baixa
eficiéncia do modelo (SCHIMLECK et al., 2003).

Outro modelo testado foi o MLR, que se baseia

em ferramentas matematicas mais simples. O
coeficiente de determinacao (R?) encontrado para
este modelo para a calibracao foi 0,99 e o erro de
validacdo cruzada foi cerca de 1,89 g L', para uma
concentracdo média de etanol de 30,90 g L.

Apds os tratamentos de alisamento, normalizacao
e primeira derivada, as intensidades nos
comprimentos de onda em 2249 nm e 2319 nm
foram usadas para a calibracdo. A Equacéo 1
representa este modelo, onde foram usadas 13
amostras para a sua construcdo (R2=0,9948):
[EtOH] Predita=51410,30*jﬁ - 25039,24*dA +33,88

——2249 nm —— 2319 nm

dA

Onde: dA/dA =derivada da absorbancia em funcao do
comprimento de onda.

A curva de calibracdo obtida foi testada com
amostras que nao participaram da construcao da
curva de calibracédo. O erro padrao de predicao
encontrado foi de 1,86 g L', com um coeficiente de
determinacdo R? de 0,99, sendo usadas 6 amostras
nessa validacdo externa.
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Figura 4. Valores de concentracdes de etanol determinados apds
adicdo e preditos através do infravermelho préximo (NIR), usando
o modelo MLR (Equacdo 1) com amostras externas aquelas
usadas na calibracao.
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A Tabela 3 sumariza os principais pardmetros
obtidos para o modelo de calibragédo e de validacao
externa, usando a técnica MLR.

Tabela 3. Resultados das analises estatisticas
para os grupos de calibracéo e predicado para as
concentracdes de etanol, usando o modelo MLR.

Parametros Grfjpo d~e G,“jpo de
calibracdao predicao externa
Numero de amostras 13 6
Minimo (g L) 3,63 12,67
Maéaximo (g L") 59,25 53,87
Média (g L) 31,48 33,64
SD (g L") 17,72 16,18
R? 0,99 0,99
RMSE (g L) 1,22 1,45
SE (g L) 1,27 1,86
SD/SE 13,95 8,70

SD =desvio padrdo; R?=coeficiente de determinacéo;
RMSE =erro quadrético; SE =erro padrao.

Comparando-se o erro médio de predicao externa
(cerca de 5,3% e 4,1% para os modelos PLS e

MLR, respectivamente) com o erro médio da medida
convencional (7,7%), percebe-se como a técnica
proposta é eficiente. O tratamento quimiométrico
permitiu, neste caso, a diminuicdo do erro de predicao
para os teores de etanol em solucdo contendo enzimas,
leveduras, solucdao tampao, entre outros. Mais ainda,
como o tempo de andlise convencional é de alguns dias
e o tempo da metodologia proposta de cerca de 2 min,
a técnica pode ser usada para controle de qualidade. O
desvio da razao de performance (RDP) para este caso é
em torno de 12,94 e 8,7 para os modelos PLS e MLR,
respectivamente.

Para a construcdao de um modelo de predicao é
necessario que o conjunto amostral contemple uma
variacdo muito ampla de valores para a concentracao
de etanol. Ressalta-se que a equacao de predicao
deve ser usada dentro da faixa de valores de
concentracoes testadas. As concentracdes de etanol
devem estar entre 3,63 gL'e 59,25 gL".

A curva de calibracdo foi construida usando-se para
as concentracdes de etanol quantidades adicionadas
a matrizes de amostras originais. Portanto,

foram considerados implicitamente os efeitos de
matriz, ou seja, possiveis interferéncias causadas
por enzimas, leveduras ou outras substancias
decorrentes de reacoes bioquimicas. Tais efeitos
nao inviabilizaram o uso da técnica, indicando que
os modelos propostos sado robustos.

Conclusao

Uma metodologia para predicdo do teor de etanol
em solucdes oriundas de processos biotecnolégicos
foi adaptada com sucesso usando-se quimiometria,
PLS ou MLR (com tratamentos de alisamento,
normalizacao e primeira derivada), e espectrometria
na regiao do infravermelho préximo.

O modelo foi calibrado considerando as amostras
provenientes da adicdao de etanol e nenhum efeito
de matriz foi detectado.

A técnica podera ser usada por pesquisadores e
empresas que necessitem avaliar, caracterizar ou
gerenciar processos fermentativos para producéao de
bioetanol. Para isto, trabalhos futuros deverao ser
conduzidos para validacao em outros equipamentos
de NIR, otimizacdo da metodologia e ampliacao da
faixa de concentracoes de etanol testadas.
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