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RESUMO

A producéo de etanol lignocelulésico a partir de bagago de cana-de-agucar € uma
alternativa promissora para a ampliagdo da matriz energética brasileira. Porém,
definir as estratégias mais eficientes de pré-tratamento e hidrolise da biomassa
ainda é imprescindivel para a viabilizacdo econdmica desse processo. Assim, este
trabalho visou ao desenvolvimento de um modelo matematico para descrever a
hidrélise enzimatica de bagaco de cana em altas concentragcbes de solidos e
produto. O objetivo foi aplicar o modelo no estudo de diferentes estratégias de
reacao, identificando condi¢cdes 6timas para a obtencdo de hidrolisados ricos em
glicose. Inicialmente, quatro modelos distintos foram considerados. A estimagéo de
seus parametros foi feita utilizando a técnica de evolucao diferencial, ED (software
OCTAVE v.4.2.1). Dados experimentais de hidrélise enzimatica em batelada (cargas
de sdlidos: 5-20% m/v) foram empregados nessa etapa e dois substratos foram
considerados: bagaco submetido a pré-tratamento hidrotérmico (BH) e bagaco
deslignificado (BAD). A melhor capacidade de ajuste foi obtida por um modelo de
cinco parametros baseado em um esquema de uma reacdo. Essa modelagem
incluiu diminuicdo da taxa de reacao em funcado do aumento de converséo e inibicao
competitiva por glicose. Uma constante de inibicdo modificada foi usada para
incorporar o aumento de severidade da inibigdo em hidrolisados com alto teor de
acucar. Contudo, o modelo mostrou problemas de identificabilidade devido a
presencga de parametros altamente correlacionados. Mesmo assim, ele foi capaz de
fornecer resultados satisfatorios no teste F modificado (estimativas de erro iguais a
7,2 e 4,7%). Na fase de reestimacédo de parametros, o modelo também descreveu
com acuracia aceitavel as estratégias de hidrélise em batelada alimentada e em
etapas. Por fim, a modelagem proposta foi empregada na otimizacdo via ED dos
processos de hidrélise estudados. Simulagbes em modo de batelada alimentada
sugeriram que novos esquemas de alimentacdo podem aumentar a concentracédo
final de glicose no hidrolisado, especialmente em sistemas usando BH. Ja os
resultados de otimizacdo da estratégia de reacdes em etapas indicaram aumento no
teor final de aglcar para os dois substratos avaliados, com predicdo de até 158,33
g/L de glicose na hidrélise de BAD.

Palavras-chave: Hidrdlise enzimética; Modelagem matematica; Bagaco de cana;
Batelada alimentada; Otimizagéo.



ABSTRACT

The production of lignocellulosic ethanol using sugarcane bagasse is a promising
alternative to expand the Brazilian energy matrix. However, determining the most
efficient strategies of biomass pretreatment and hydrolysis is still imperative for the
commercial feasibility of the process. Thus, this work aimed at the development of a
mathematical model for the enzymatic hydrolysis of sugarcane bagasse under high
concentrations of solids and product. The goal was to apply the model in the study of
different reaction strategies, identifying the optimal conditions to attain glucose-rich
hydrolysates. Initially, four distinct models were considered. Differential evolution
(DE) was used for parameter estimation (software OCTAVE v.4.2.1). Batch
experimental data of enzymatic hydrolysis (solids loads: 5-20% w/v) was also applied
in this step and two substrates were considered: bagasse subjected to hydrothermal
pretreatment (HB) and delignified bagasse (ADB). The best goodness of fit result
was attained by a five parameter model based on a scheme with one reaction. This
model included both the decrease in reaction rate with increasing conversion and the
competitive inhibition by glucose. Also, a modified inhibition constant was used in
order to incorporate the increasing severity of product inhibition in hydrolysates with
high sugar content. Yet, the model showed identifiability issues due to highly
correlated parameters. Nevertheless, it was able to provide good results to the
modified F test (error estimates of 7.2 and 4.7%). In the parameter re-estimation
phase, the model also described the fed-batch and the three-stage hydrolysis
strategies with acceptable accuracy. Finally, the proposed model was used during
the DE-based optimization of the considered hydrolysis processes. Fed-batch mode
simulations suggested that the new feeding polices can increase the final glucose
concentration in the hydrolysate, especially for systems using HB. On the other hand,
the optimization results of the three-stage process indicated increasing sugar content
for both analyzed substrates, predicting up to 158.33 g/L of glucose for ADB
hydrolysis.

Keywords: Enzymatic hydrolysis; Mathematical modeling; Sugarcane bagasse; Fed-
batch; Optimization.
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17

CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a matriz energética do Brasil passou por grandes
transformacgdes visando criar alternativas para suprir a demanda doméstica e, dessa
forma, atingir a independéncia externa (DIAS et al., 2012). Atualmente, o pais conta
com uma das matrizes energéticas mais diversas do mundo, e que estad entre
aquelas que apresentam maior participacao de fontes renovaveis (BRASIL, 2017). A
Figura 1.1 expbe a reparticdo da oferta interna de energia, segundo o Balango
Energético Nacional de 2017 (ano base 2016).

Figura 1.1. Oferta interna de energia em 2016 (BRASIL, 2017). Acervo pessoal.
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Conforme exposto na Figura 1.1, as fontes renovaveis ja séo
responsaveis por 43,5% da oferta de energia no pais. Dentre elas, se sobressaem a
biomassa de cana (utilizada diretamente ou na producédo de etanol), a energia de
origem hidraulica e a lenha e carvao vegetal. Entretanto, Dias et al. (2012) apontam
que o Brasil ainda estd muito distante do seu limite de geracéo de energia, existindo
diversas possibilidades a serem exploradas.

A expansdo do numero de fontes renovaveis e o0 aumento da eficiéncia
dessas matrizes sdo estratégias promissoras para garantir o desenvolvimento
sustentavel do setor e assegurar o abastecimento interno de energia (DIAS et al.,
2012; LIMA et al., 2014). Nesse cenario, a producdo de combustiveis a partir de
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biomassa recebe grande destaque, pois, além de contribuir para a diminuicdo da
concentracao de gases do efeito estufa na atmosfera, pode contribuir para expandir
o leque de atividades agricolas e promover a geragdo de novos empregos atraves
da instalagao de biorefinarias (LIMA et al., 2014).

No Brasil, o etanol é o principal biocombustivel e sua producéo a partir de
caldo de cana-de-agucar (etanol de primeira geracado) ja é um processo bem
consolidado. A producao total de etanol durante a safra 2017-2018 foi de 27,8
bilhdes de litros, o que faz do pais o segundo maior produtor mundial desse
combustivel (UNICA, 2018). Contudo, Milanez et al. (2015) ressaltam a diminuicao
da competitividade do etanol de primeira geracdo nacional, evidenciada pelo
aumento da importacdo de gasolina na ultima década e pela diminuicdo nos
investimentos em novas usinas. Ademais, Lima et al. (2014) mencionam a
necessidade de expandir significativamente a area cultivada de cana para conseguir
atingir a produgdo necessaria para atender as projecoes de demanda do

biocombustivel.

Esses fatores somados ao crescente conflito entre o cultivo de alimentos
e o de matérias-primas para fins energéticos aumentaram o interesse pelo uso de
residuos lignocelulésicos como complementos ou até mesmo substitutos para o
caldo de cana na producao de etanol (NYKO et al., 2010). Outro ponto importante da
utilizacdo dessas biomassas é a possibilidade de gerar o biocombustivel durante o
ano todo, ao contrario do modo de operacdo atual, que é limitado pela entressafra
da cana (LIMA et al., 2014).

O potencial das biomassas lignoceluldsicas (constituidas principalmente
por celulose, hemicelulose e lignina) para a producdo de etanol se justifica ndo sé
pela abundancia e baixo custo, mas também pela sua composigdo quimica
(SILVEIRA et al., 2015). No Brasil existem diferentes residuos agroindustriais ou
agroflorestais que poderiam servir como matéria-prima para biocombustiveis. Alguns
dos principais materiais, em termos de volume gerado, incluem a palha e/ou cascas
de culturas como cana-de-agucar, milho, arroz, trigo e café, além de materiais como
0 bagaco de cana, cavacos e serragem de madeira, sabugo de milho e borra de café
(DIAS et al., 2012).
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Dentre essas biomassas, grande destaque € dado ao bagaco de cana-de-
acucar, visto que ele é gerado dentro das proprias usinas sucroalcooleiras, o que
facilita a produgdo do biocombustivel devido a infraestrutura presente e elimina
custos associados ao transporte da matéria-prima (MOREIRA NETO, 2011). Além
disso, o bagaco € um material muito abundante no pais: na safra 2017-2018 cerca
de 166,7 milhdes de toneladas foram geradas (base umida, assumindo que 260 kg
de bagaco sejam produzidos pela moagem de 1t de colmos de cana) (LIMA et al.,
2014; UNICA, 2018). Diante desse quadro, Milanez et al. (2015) estimam que a

producéo nacional de etanol possa aumentar em até 50% se o bagaco for utilizado.

Entretanto, o processo de obtencdo do etanol a partir de material
lignocelulésico (etanol de segunda geracao ou etanol 2G) ainda é pouco competitivo
frente ao processo convencional: em julho de 2014 o custo estimado para a
producao do etanol lignoceluldsico era de R$ 1,50 por litro contra um custo de R$
1,15 por litro para o etanol de primeira geracao (MILANEZ, et al., 2015). Soma-se a
esse obstaculo o fato de que atualmente o bagaco ndo é um material subutilizado
pela industria. Ele é aplicado diretamente como combustivel nas usinas para
fornecer energia ao proprio processo e seu excedente é usando para gerar
bioeletricidade, que pode ser comercializada (CARPIO e SIMONE DE SOUZA,
2017). Portanto, € preciso vencer as barreiras operacionais e reduzir os custos de
producdo para tornar o etanol 2G uma opgcéao economicamente viavel.

Diante dessa situacdo, as quatro principais etapas do processo de
producédo de etanol de segunda geracao (pré-tratamento, hidrolise, fermentacéo e
separacao/destilacdo) tém sido extensamente estudadas. Dentre elas, a hidrolise é
apontada como uma das grandes responsaveis pela baixa competitividade do
processo (ao lado do pré-tratamento) (LYND et al.,, 2017; CHANDEL et al., 2018).
Isso se deve ao fato de que as principais abordagens consideradas para sua
realizacdo ainda apresentam desvantagens que nao foram contornadas, como alto
custo, elevado tempo reacional, obtencao de baixas concentragbes de glicose nos
hidrolisados, entre outras (BANSAL et al., 2009; SUAREZ et al., 2014).

No caso da hidrolise enzimatica (que é tida como uma das formas mais
promissoras por causa de sua seletividade e altos rendimentos), uma das principais
linhas de pesquisa envolve a definicdo de estratégias de processamento que
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permitam trabalhar com altas cargas de sélidos. Nessas condicdes, o teor final de
glicose obtido € alto suficiente para ndo comprometer as demais etapas do processo
e, além disso, é possivel contar com reducdo nas dimensdes e no numero de
equipamentos, diminuicdo do consumo energético com aquecimento e resfriamento,
economia de agua e diminuicao da geracgao de efluentes (MODENBACH e NOKES,
2013; BATTISTA et al., 2018).

Contudo, operar com mais de 15% (m/m) de sélidos nao € algo ftrivial.
Nessas circunstancias ha pouca ou até mesmo nenhuma agua livre no sistema, o
que dificulta a transferéncia de massa, favorecendo o acumulo de produto e
inibidores. Soma-se também o fato de que a mistura reacional se apresenta como
uma lama de viscosidade extremamente alta, dificultando a agitacdo (KRISTENSEN
et al., 2009; MODENBACH e NOKES, 2013; BATTISTA et al., 2018). Fora isso, pode
ocorrer o chamado “efeito sélido”, que corresponde a diminuicdo da conversao de
celulose em glicose conforme aumenta a concentragéo inicial de biomassa no meio
reacional (KRISTENSEN et al., 2009).

Assim, existem varias propostas de esquemas de operacado na literatura
que visam minimizar o efeito sélido e aperfeicoar o processo de hidrélise enzimatica
em altas cargas de sélidos, de modo a obter altas concentragbes de glicose. Alguns
exemplos incluem os trabalhos de Hodge et al. (2009), que avaliam estratégias de
hidrélise em batelada alimentada, de Xue et al. (2012a), que propdem um processo
com reciclo de parte do hidrolisado, de Yang et al. (2011) e de Xue et al. (2012b),
que estudam hidrélise em multiplas etapas, e de Ludwig et al. (2014), que sugerem

um sistema de agitacao especifico para o reator de hidrdlise.

Entretanto, investigar essas diversas estratégias pode demandar um
namero proibitivo de ensaios experimentais. Nesse cendrio, a modelagem
matematica da cinética da hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos é de
grande relevancia. Um modelo poderia contribuir para um melhor entendimento do
processo, permitindo apontar mais facilmente os fatores de maior influéncia sobre a
conversao e predizer o efeito de mudancas nas condi¢cées de reacdo. Ele também
teria aplicacbes em estudos de otimizacdo, aumento de escala e simulacoes,
economizando tempo e recursos (KUMAR e MURTHY, 2013; MOREIRA NETO,
2016).
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Dessa forma, o presente trabalho propde o desenvolvimento de um
modelo matematico que descreva adequadamente a hidrélise enzimatica de bagaco
de cana-de-acucar em condi¢cdes de altas concentracdes de sélidos (> 20% m/v) e
de produto (> 100 g glicose/L). Além disso, busca-se investigar diferentes formas de
operacdo para a realizacdao da hidrélise, considerando, inclusive, estratégias ja
sugeridas na literatura, como as avaliadas por Machado (2018).

1.1 Objetivos

O presente trabalho visa ao desenvolvimento de um modelo matemético
capaz de descrever e predizer adequadamente a hidrélise enzimatica de bagaco de
cana em condi¢oes de altas cargas de sélidos e de produto, de forma que 0 mesmo
possa ser utilizado para avaliacdo de diferentes estratégias, com foco na
maximizacdo da conversdo e da concentracdo final de glicose. Como objetivos

especificos, destacam-se:

1. Analisar a aplicabilidade dos modelos de hidrélise enzimética ja
desenvolvidos na Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP
(MOREIRA NETO, 2011; MOREIRA NETO, 2016) para descrigéao
de sistemas trabalhando com altas concentracdes de sélidos e de
produto.

2. Revisar os principais modelos propostos na literatura para
descricdo de hidrélise enziméatica de materiais lignocelulésicos,
visando identificar novas abordagens ou diferentes aspectos que

possam ser incorporados ao modelo em desenvolvimento.

3. Apo6s a estimacdo do modelo, determinar os paradmetros cujos
efeitos sejam mais significativos sobre a resposta e, entao,
reestima-los para diferentes condigdes operacionais.

4. Usar o modelo desenvolvido para a avaliacdo de diferentes
estratégias de operacdo com altas cargas de soélidos, como
batelada alimentada, hidrolise em multiplas etapas e sistemas com

reciclo.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomassa Lignocelulésica

Biomassa é um termo utilizado para designar o grupo de materiais
organicos nao fésseis, de origem microbiana, animal ou vegetal (DIAS et al., 2012).
Algumas fontes importantes de biomassa incluem: produtos agricolas, residuos
urbanos, esterco, residuos agroindustriais e de matadouros, descarte de lavouras e
residuos florestais.

Nesse grupo, destacam-se os materiais lignocelulésicos, que sao as
biomassas mais abundantes no planeta, com uma produ¢cao mundial anual estimada
em cerca de 10-50 bilhdes de toneladas (ZHAO et al., 2012). Sua composi¢ao varia
significativamente de acordo com a origem do material, mas, usualmente, séo
formados basicamente por celulose (38-50%), hemiceluloses (23-32%) e lignina (15-
25%), fora quantidades pequenas de substancias como pectina, cinzas, proteinas e
extrativos (ZHAO et al., 2012; SILVEIRA et al., 2015; SUN et al., 2016).

Uma forma comum de classificar as biomassas lignocelulésicas é dividi-
las em gramineas (e residuos agricolas), madeiras macias e madeiras de lei
(HASSAN et al., 2018). Normalmente, essas duas Ultimas classes apresentam
maiores concentracdes de celulose e lignina em sua matriz, quando comparadas a
gramineas (embora existam excegdes). Ademais, as madeiras macias e de lei se
distinguem principalmente pela concentragdo de lignina presente (geralmente mais
baixa em madeiras de lei) e pela composicdo de suas hemiceluloses (formadas
majoritariamente por galactose, glicose e manose em madeiras macias e por acido
glicurénico e xilose em madeiras de lei) (ZHAO et al., 2012; RYTIOJA et al., 2014).

A abundancia e a composicdo dos materiais lignocelulésicos fazem com
que eles sejam matérias-primas atraentes para biorefinarias, especialmente para a
producdo de biocombustiveis. Contudo, as caracteristicas estruturais desse tipo de
biomassa (resultantes da organizacdo da parede celular dos vegetais) impdem
obstaculos ao seu processamento (SILVEIRA et al., 2015).
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A parede celular é composta de trés camadas principais: a lamela média,
a parede primaria e a parede secundaria, conforme exposto na Figura 2.1. A lamela
média é a camada mais externa, que preenche o espaco entre diferentes células.
Em seguida encontra-se a parede primaria (que pode ser de dois tipos, dependendo
de seus constituintes) e a parede secundaria. Essa ultima é dividida em subcamadas
denominadas de S; (mais externa), S, (regido intermediaria) e S3 (envolvendo o
limen celular) (ZHAO et al., 2012; RYTIOJA et al., 2014).

Figura 2.1. Esquema da estrutura da parede celular. Adaptado de Rytioja et al. (2014).
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A estrutura e a composi¢cdo dessas camadas variam de espécie para
espécie, podendo também depender da fase de crescimento da planta ou do tecido
ao qual a célula pertence (RYTIOJA et al., 2014). No entanto, de maneira geral,
observa-se que a concentragdo de lignina tende a diminuir das camadas externas
para as internas. O oposto é verificado para a celulose e a hemicelulose, que sao
mais abundantes nas subcamadas S; e S; (ZHAO et al., 2012). Além disso, as
cadeias de celulose normalmente se apresentam como microfibras cercadas por
hemicelulose e outros compostos (e.g.: pectina). Ja a lignina esté preferencialmente
localizada na parte externa dessas fibras, onde se encontra ligada covalentemente a
hemicelulose (ZHANG e LYND, 2004). A Figura 2.2 ilustra essa estrutura.

Figura 2.2. Estrutura do material lignocelulésico. Adaptado de Rytioja et al. (2014).
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2.1.1 Celulose

A celulose é um polissacarideo linear composto por moléculas de glicose
unidas através de ligacoes B-(1—4) glicosidicas (SILVEIRA et al., 2015). Sua
unidade estrutural minima (estrutura repetida na cadeia) € a anidrocelobiose,
conforme indicado na Figura 2.3.

Figura 2.3. Esquema da cadeia de celulose indicando a unidade de repeticdo. Adaptado de
Zhang e Lynd (2004).
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A presenca de hidroxilas ao longo da estrutura da celulose permite que as
interacdes inter ou intracadeia ocorram através de ligagbes de hidrogénio e néao sé
por forgas de van der Waals. Esse fato somado a alta simetria das cadeias resulta
na organizagado do polissacarideo na forma de fibras, culminando na formagéo de
zonas cristalinas (ZHANG e LYND, 2004). Essas estruturas cristalinas podem ser
encontradas em quatro estados distintos (celuloses tipo I, Il, Il ou 1V), sendo que o
polimero esta naturalmente na forma I. A celulose pode ainda apresentar zonas

amorfas, onde ha menor compactacao (ZHAO et al., 2012).

Trés parametros comumente empregados na caracterizacdo desse
polissacarideo sdo o indice de cristalinidade, o grau de polimerizacdo e a
acessibilidade (inferida principalmente pela medida da area superficial). O indice de
cristalinidade (/Cr) fornece uma estimativa da porcentagem de celulose cristalina
num dado solido (ZHANG e LYND, 2004; ZHAOQO et al., 2012). Ele é normalmente
medido utilizando difragcao de raios-X, sendo calculado através da Equagéo 2.1.

logo - 1
ICr(%) = Uooz - lam) x 100 (2.1)

looz



25

Em que /Iy, é a intensidade do pico 002 (angulo de varredura igual a
22,5°) e I,,, € a minima intensidade registrada entre os picos 101 e 002 (angulo de
varredura igual a 18,5°) (DE OLIVEIRA MOUTTA et al., 2013).

O grau de polimerizagdo (GP) indica o0 numero de unidades monoméricas
numa cadeia polimérica. No caso da celulose, ele também fornece um indicio da
quantidade de ligagdes glicosidicas intracadeia e terminais (proporcionalmente,
quanto menor o GP maior a abundéancia de ligagbes terminais). Usualmente, os
materiais celulésicos apresentam GP na faixa de 100 a 15000 (ZHANG e LYND,
2004).

Por fim, a acessibilidade indica qual o grau de exposicdo das ligacbes
glicosidicas da cadeia de celulose ao ataque de agentes externos. Ela pode ser
avaliada pela medida das areas superficiais (tanto internas como externas), embora
outros fatores devam ser considerados como porosidade, tamanho das cadeias e
tamanho de poros (ZHANG e LYND, 2004; ZHAOQO et al., 2012).

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose compreende um grupo de polissacarideos heterogéneos,
ramificados ou ndo, de cadeia curta (grau de polimerizagdo na faixa de 70 a 200).
Esses heteropolimeros podem apresentar em sua estrutura unidades derivadas de
pentoses (e.g.: xilose e arabinose), hexoses (e.g.: manose, glicose e galactose) e
outros compostos, como 4cido glicurénico (SAHA, 2003; ZHAO et al., 2012).

A composicao da hemicelulose de biomassas lignocelulésicas é variada,
mas, de modo geral, estdo presentes polissacarideos como: xilanas, glucomananas,
glucanos, mananas, xiloglucanos e arabinoxilanas. Entretanto, a estrutura e o
conteudo desses aclUcares dependem da fonte do material (espécie de vegetal,
tecido de origem, etc.) (SAHA, 2003; ZHAO et al., 2012; RYTIOJA et al., 2014).
Todavia, observa-se que madeiras de lei geralmente séo ricas em xilanas, enquanto
gue madeiras moles possuem altas concentragdes de glucomananas (SAHA, 2003).
Gramineas, por sua vez, contam com altos teores de arabinoxilanas (ZHAO et al.,
2012).

Em todos os casos, a fracdo hemicelulésica se apresenta como um
material amorfo, resultante das estruturas ramificadas e/ou altamente heterogéneas
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dos polissacarideos presentes. Portanto, a porcao de hemicelulose acaba sendo
mais susceptivel a degradacdo do que outros elementos da biomassa, como as
fibras de celulose (SILVEIRA et al., 2015).

2.1.3 Lignina

A lignina € uma macromolécula amorfa de estrutura complexa. Ela é
encontrada envolvendo as fibras de celulose nos materiais lignoceluldsicos, criando
uma barreira fisica e quimica contra o ataque de microrganismos e enzimas, de
modo a proteger os polissacarideos (ZHAO et al., 2012; RYTIOJA et al., 2014).

Sua estrutura é composta basicamente por unidades p-hidroxifenilas,
guaiacilas e siringilas. Porém, a proporcdo entre essas unidades varia com a
espécie da planta. No geral, madeiras moles sédo ricas em guaiacil. Madeiras de lei,
por sua vez, possuem concentracdo maior de grupos siringil que o observado em
madeiras moles, além de também apresentarem grupos guaiacil. Ja a lignina de
gramineas possui as trés unidades, com um conteudo significativo de p-hidroxifenil.
Essa diferenca de composicéo resulta em ligninas de propriedades distintas, o que
reforca o fato de que a natureza do material pode afetar seu processamento
(RABELO, 2010).

Nesse aspecto, além de servir como uma barreira fisica ao processo de
hidrélise da celulose, a lignina € capaz de adsorver celulases, dificultando ainda
mais a hidrélise da biomassa segundo a rota enzimatica (LYND et al., 2002; ZHANG
e LYND, 2004). Contudo, a capacidade de adsor¢éo da lignina parece depender de
sua composigao, grupos funcionais e distribuicdo na matriz lignocelulésica, o que é
funcdo de sua origem e do pré-tratamento ao qual o material foi submetido (ZHAO et
al., 2012; ZHANG et al., 2017).

2.2 Bagaco de Cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-acucar é o material obtido na etapa de moagem da
cana para obtencao da garapa (caldo rico em sacarose), que é utilizada na producao
de acucar e etanol de primeira geracao. Nesse processo, uma tonelada de colmos
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da planta é capaz de gerar, em média, de 240 a 300 kg de bagaco, em base umida
(DIAS et al., 2012).

Logo que sai da moenda, o bagaco apresenta cerca de 50% (m/m) de
umidade e sua densidade aparente é de aproximadamente 120 kg/m® (MARTINS,
2015). A composi¢do do material pode variar de acordo com sua origem (regiao,
época do ano, condi¢cdes de cultivo da cana, etc.), condicdes operacionais nas quais
ele foi obtido e também com os métodos de analise aplicados na quantificacdo de
seus componentes (JUNQUEIRA et al., 2015). A Tabela 2.1 apresenta a composi¢cao
média para o bagago bruto (sem sofrer qualquer tipo de pré-tratamento) que é
utilizada pelo Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) nas
simulagdes realizadas na Biorefinaria Virtual de Cana-de-acgucar.

Tabela 2.1. Composicdo média do bagaco de cana bruto. Adaptado de Junqueira et al.
(2015).

Componente Conteudo em base seca (%, m/m)
Celulose 43,38
Lignina 23,24
Hemicelulose 25,63
Cinzas 2,94
Extrativos 4,82
Umidade (% m/m) 50,00

2.3 Producao de Etanol 2G: Contextualizacao

Conforme mencionado no Capitulo 1, o processo de fabricacao de etanol
de segunda geracao a partir de bagaco de cana é uma alternativa promissora para a
producao de biocombustiveis no Brasil. Atualmente, existem duas plantas de etanol
2G com capacidade superior a 38 milhdes de litros/ano no pais (Granbio em Alagoas
e Raizen em Piracicaba). Ademais, é possivel citar mais quatro plantas dessa
capacidade operando no mundo, trés nos EUA e uma na ltalia (LYND et al., 2017).
Embora elas sejam plantas de demonstracdo (cujo objetivo principal é possibilitar
uma analise da operabilidade e uma avaliagdo de custos mais fidedigna), € possivel
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utiliza-las como exemplo para definir quais as principais etapas no processamento

da biomassa para a geracao de etanol 2G.

De maneira geral, os processos contam com uma etapa inicial de
recebimento e condicionamento da matéria-prima (0 que varia de acordo com a
biomassa utilizada). Em seguida, existem opera¢des que visam a conversao do
material lignoceluldésico em acgucares fermentesciveis (processo upstream). Essas
operacdes fazem parte das etapas de pré-tratamento (geralmente do tipo fisico-
quimico) e de hidrélise (normalmente via enzimatica). Os passos finais do processo
objetivam transformar os acguUcares gerados em etanol. Esses passos também
ocorrem na producao de etanol de primeira geragdo e compreendem as etapas de
fermentacdo e destilacdo (embora a fermentacdo possa ser significativamente
diferente, dependendo, por exemplo, do aproveitamento ou ndo de pentoses) (LYND
et al., 2017; CHANDEL et al., 2018).

Somam-se a essas etapas principais opera¢des secundarias, Como 0 uUso
de residuos para geracao de calor e/ou de bioeletricidade (CARPIO e SIMONE DE
SOUZA, 2017). Além disso, algumas plantas optam por produzir as enzimas
empregadas na hidrélise ao invés de utilizar coquetéis enzimaticos comerciais
(LYND et al., 2017).

Contudo, apesar do processo apresentado fazer parte do paradigma atual
para a producgao de etanol 2G, novas abordagens podem ganhar mais espago num
futuro préoximo, como o uso de cepas especificas de bactérias termofilicas capazes
de hidrolisar a biomassa e fermentar os monossacarideos liberados (e.g.:
Clostridium thermocellum) (LYND et al., 2017). Outro viés &€ desenvolver melhorias
as etapas do presente processo, especialmente no que diz respeito ao pré-
tratamento e a hidrélise, que sao tidos como grandes obstaculos para tornar o etanol
2G mais competitivo (CHANDEL et al., 2018).

Diante desse cenario, as Secdes 2.4 e 2.5 sdo dedicadas as etapas de
pré-tratamento e de hidrélise, respectivamente.
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2.4 Pré-tratamento

Conforme mencionado na Secdo 2.1, as caracteristicas estruturais do
material lignocelulésico garantem alta recalcitrancia a hidrélise (dada a presenca de
lignina e a baixa acessibilidade aos polissacarideos), dificultando o processamento
da biomassa. Logo, sem um pré-tratamento adequado, toda a cadeia de producao
de etanol 2G é comprometida devido a diminuicao drastica da eficiéncia da hidrdlise,
que pode até mesmo ser inviabilizada (no caso da aplicacdao de hidrélise via
enzimatica), dados os baixos rendimentos e velocidades de reagéo atingidos (AMIRI
e KARIMI, 2018).

Dessa forma, pode-se dizer que a etapa de pré-tratamento tem por
objetivo alterar a biomassa de modo a eliminar ou minimizar as barreiras quimicas e
fisicas que a estrutura lignocelulésica impde a execucdo da hidrélise e da
fermentacdo. Alguns exemplos de alteracbes promovidas incluem a reducdo no
tamanho das particulas, a solubilizagdo das fragées de hemicelulose, a remog¢ao ou
redistribuicdo da lignina, o aumento da area superficial e da porosidade da biomassa
e a reducao da cristalinidade e do grau de polimerizacdo da celulose (VAN DYK e
PLETSCHKE, 2012; SILVEIRA et al., 2015).

Contudo, além de proporcionar o aumento da digestibilidade do substrato

lignocelulésico, o pré-tratamento também deve ser realizado de forma a:

e minimizar a geragdo de compostos que possam agir como
inibidores da hidrélise e/ou da fermentacao (e. g.: HMF, furfural,
compostos fendlicos, acido acético, etc.);

e permitir a recuperagdo da lignina, dentre outros compostos que
possam ser aplicados para produgao de bioprodutos;

e minimizar perdas e degradacdo, especialmente da fracdo de
celulose;

e minimizar 0 consumo energético e o0 uso de reagentes e utilidades
(RABELO, 2010; SILVEIRA et al., 2015).

Ademais, € recomendado que a estratégia de pré-tratamento seja
simples, ecologicamente correta e economicamente competitiva (HASSAN et al.,
2018). Esse ultimo parametro é muito importante, visto que o pré-tratamento
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representa um ponto critico na viabilidade econdmica de todo o processo (tanto por
seu custo direto, como por influenciar a eficiéncia e, consequentemente, o custo das
etapas subsequentes) (RABELO, 2010).

A selecéao do tipo de pré-tratamento a ser empregado deve levar em conta
diversos fatores. Dentre eles, a biomassa que esta sendo utilizada é um dos mais
importantes, uma vez que diferentes estratégias de pré-tratamento promovem
diferentes alteracbes no material lignocelulésico, podendo ser mais ou menos
eficazes dependendo da composi¢cdo ou das caracteristicas fisicas da biomassa
(HASSAN et al., 2018).

O objetivo final do processo também deve ser levado em consideragao no
momento da definicdo do pré-tratamento: o método escolhido para um processo de
producédo de etanol 2G pode ndo ser o mais adequado para a producao de outros
biocombustiveis. As concentracées de inibidores geradas por um pré-tratamento
podem ser aceitaveis no processamento de etanol, mas proibitivas para a producao
de butanol, por exemplo (AMIRI e KARIMI, 2018).

Com relagédo aos tipos de pré-tratamento, eles podem ser divididos em
bioldgicos, fisicos e quimicos. Existem também métodos que combinam aspectos
dessas classes, como € o caso dos processos AFEX (Ammonia fiber explosion) e
hidrotérmico, que podem ser classificados como fisico-quimicos (SILVEIRA et al.,
2015).

2.4.1 Pré-tratamento biologico

Essa abordagem utiliza microrganismos capazes de se desenvolverem
em materiais lignocelulésicos, em especial os fungos de decomposicdo branca,
branda e parda (SUN et al, 2016). Durante seu desenvolvimento, esses
microrganismos produzem enzimas capazes de atuar na matriz lignocelulésica,
tornando a celulose mais acessivel (SILVEIRA et al., 2015). Quando fungos de
decomposicao branca e branda séo utilizados o principal efeito do pré-tratamento é
a degradacgao da lignina, ja quando fungos de decomposicao parda sao empregados
ocorre preferencialmente o ataque a pectina e a celulose (TIAN et al., 2018). Os
processos podem ser desenvolvidos tanto para culturas puras quanto para
combinacdes entre diferentes espécies.
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Os grandes atrativos desse tipo de pré-tratamento sdo seu baixo
consumo energético e seu apelo ambiental, uma vez que nao sdo usados aditivos
quimicos (SUN et al., 2016). Porém, o longo tempo de processamento (de alguns
dias até semanas) limita significativamente sua aplicagcdo. Além disso, ha a
necessidade de efetuar varias etapas de lavagem do material pré-tratado antes que
ele possa seguir para as etapas de hidrélise e fermentacédo, produzindo uma
quantidade significativa de efluentes, o que diminui o carater sustentavel dessa
estratégia (SILVEIRA et al., 2015).

Um problema que também pode ser julgado como relevante é o fato de
que alguns dos fungos considerados (sobretudo os de decomposi¢cdo branca)
apresentam baixa seletividade, consumindo parte da celulose e da hemicelulose
presentes na biomassa (MOREIRA NETO, 2016). Contudo, essa situacdo vem
sendo contornada aplicando o procedimento de recombinacéo génica para obtencao
de individuos que atuem de maneira mais seletiva (TIAN et al., 2018).

2.4.2 Pre-tratamento fisico

Os pre-tratamentos fisicos podem ser baseados tanto em processos
mecanicos como em tecnologias emergentes. As principais estratégias mecanicas
utiizam moagem (tanto via seca como via Umida) ou extrusdo. Na moagem, o
aumento da digestibilidade do substrato é atingido principalmente devido a reducao
do tamanho das particulas e a diminuicdo da cristalinidade e do grau de
polimerizacdo, enquanto que no processo de extrusdo ocorre o rompimento das
fibras do material (SUN et al., 2016; HASSAN et al., 2018). Entretanto, o consumo
de energia dessas abordagens é muito alto, o que inviabiliza a sua aplicagéo (pelo
menos de forma isolada). Uma tendéncia é executar a operacdo mecanica como
uma etapa inicial para outros tipos de pré-tratamento, usualmente quimicos (e.g.:
promover a moagem da biomassa antes do tratamento organossolve ou por acido
diluido) (SILVEIRA et al., 2015). Outra opcdo que vem sendo estudada € o
desenvolvimento de processos que combinem opera¢cdes mecanicas com 0 uso de
reagentes quimicos, como estratégias de despolimerizagdo de materiais
lignocelulésicos através de mecanocatélise (HICK et al, 2010; SCHUTH et al,
2014).
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No ambito das tecnologias emergentes, Hassan et al. (2018) destacam os
pré-tratamentos via micro-ondas, ultrassom, raios gama, irradiacao por feixe de
elétrons, campo elétrico pulsado e alta presséao (high-pressure homogenization e
high hydrostatic pressure). De maneira geral, as vantagens desses métodos estao
relacionadas a auséncia de aditivos quimicos, a baixa geracdo de residuos, aos
menores tempos de processamento e a baixa geracao de compostos inibidores das
etapas de hidrélise e fermentacdo. Todavia, a utilizagdo desses pré-tratamentos na
industria de etanol 2G ainda € uma realidade distante, dado o alto custo de capital
requerido (e até mesmo a auséncia de equipamentos compativeis com processos
em larga escala) e, em alguns casos, a necessidade de combinar algumas dessas
estratégias com diferentes formas de pré-tratamento para garantir sua eficiéncia
(SUN et al., 2016; HASSAN et al., 2018).

2.4.3 Pré-tratamento quimico

Essa classe de pré-tratamentos se caracteriza por fazer uso de aditivos
quimicos (acidos, Aalcalis, solventes organicos, compostos oxidantes, liquidos
ibnicos, etc.) (SUN et al., 2016). Seu efeito na matriz lignocelulésica varia muito de
acordo com a técnica empregada, podendo incluir deslignificacdo, remog¢do da
hemicelulose, intumescimento das fibras, aumento da porosidade e diminuicao da
cristalinidade e do grau de polimerizacdo da celulose (RABELO, 2010; MOREIRA
NETO, 2016).

Em geral, os pré-tratamentos quimicos sdo praticos e requerem baixo
tempo de processamento, porém eles possuem algumas desvantagens como 0
custo associado aos reagentes quimicos (e sua posterior recuperacao), a ocorréncia
de perda ou degradacao dos acgucares liberados e a possivel formagéo de inibidores
e compostos téxicos (SILVEIRA et al., 2015; HASSAN et al., 2018).

A seguir serdo discutidos com maior profundidade os pré-tratamentos
acido e alcalino (deslignificacédo), que foram os métodos empregados em um dos
substratos utilizados no presente trabalho (bagaco de cana pré-tratado com &cido
diluido e deslignificado por hidréxido de sédio - BAD).
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2.4.3.1 Pre-tratamento acido

O pré-tratamento 4cido tem sido extensamente estudado e é um dos
preferidos pela industria, ja sendo aplicado em diversas plantas para produgéao de
etanol 2G (SILVEIRA et al., 2015; AMIRI e KARIMI, 2018). Ele age na biomassa
removendo a fracdo hemicelulésica (atacando especialmente as ligacoes
glicosidicas e glicuronosil) e promovendo alteracdes na estrutura da lignina,
resultantes de reagOes de condensagao, despolimerizagao e repolimerizagao (AMIRI
e KARIMI, 2018). No entanto, o processo também estd sujeito a formacao de
compostos que atuam como inibidores das etapas de hidrélise e/ou fermentacéo: a
xilose e a glicose liberadas podem ser desidratadas até furfural e hidroximetilfurfural
(HMF), enquanto que compostos fendlicos podem ser liberados pela pequena
parcela da lignina que € decomposta (MATHEW et al., 2016). Assim, operagdes de

desintoxicacao e lavagem do material pré-tratado podem ser necessarias.

Usualmente o pré-tratamento acido é executado empregando &cido
diluido em temperaturas que variam entre 140 a 200 °C, mas existem varios fatores
que devem ser considerados na definicdo das condi¢cdes de processo (SILVEIRA et
al., 2015; AMIRI e KARIMI, 2018). O primeiro deles refere-se ao reagente: na
maioria das vezes sao utilizados acidos inorganicos (H>SO4 principalmente), mas
outras opgdes também tém se mostrado interessantes, como os acidos maléico e
fumarico (KOOTSTRA et al., 2009). A dosagem do acido é outro ponto importante,
assim como a escolha por trabalhar com &cido concentrado ou diluido, embora
acidos concentrados sejam raramente empregados devido aos altos custos
associados a etapa de recuperacao e ao carater extremamente corrosivo desses
reagentes (0 que eleva o custo dos equipamentos) (SILVEIRA et al., 2015; SUN et
al., 2016).

Outros parametros importantes envolvem o tamanho das particulas do
material a ser pré-tratado, o tipo de reator utilizado e a definicaio do binémio
temperatura e tempo de processamento. Ademais, o pré-tratamento acido pode ser
realizado em conjunto com uma etapa de deslignificacdo, visando aumentar a
acessibilidade da celulose através da remogao da lignina (PIHLAJANIEMI et al.,
2015; SILVEIRA et al., 2015).
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2.4.3.2 Pre-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino é aquele que submete o material lignocelulésico
a acdo de solucbes alcalinas. Nesse processo, diversos reagentes podem ser
empregados, com destaque para os hidréxidos de sédio, calcio, amonio e potassio,
além de amonia e ureia (RABELO, 2010; SUN et al., 2016). A reacdo normalmente é
conduzida com concentragcdes baixas de alcali, utilizando altas temperaturas (100-
180 °C) por curtos intervalos de tempo (PIHLAJANIEMI et al., 2015; SILVEIRA et al.,
2015; AMIRI e KARIMI, 2018). Entretanto, existe a possibilidade de realizar um
tratamento mais brando, onde ocorre principalmente o intumescimento das fibras de
celulose. Nesse caso, sao aplicadas maiores concentragcdes de base e baixas
temperaturas (0 °C, -15 °C) por varias horas ou até mesmo dias (SUN et al., 2016;
AMIRI e KARIMI, 2018).

O principal efeito do pré-tratamento alcalino é a deslignificacdo (remocéo
da lignina), que é alcancada pela despolimerizacado da lignina e pela quebra de
ligagbes ésteres e pontes de &cido ferulico (SUN et al., 2016; PIHLAJANIEMI et al.,
2015). Parte da hemicelulose também é solubilizada nesse processo, mas recupera-
la do licor de pré-tratamento é dificil (PIHLAJANIEMI et al., 2015). Além disso, assim
como ocorre nos pré-tratamentos acidos, ha a possibilidade de geracdo de
inibidores.

A remocgao da lignina resulta num aumento significativo na acessibilidade
e na processabilidade da celulose presente nos substratos. Aita et al. (2011), por
exemplo, verificaram que a digestibilidade da celulose do bagac¢o de cana-energia foi
de 35% utilizando pré-tratamento hidrotérmico (que ndo promove deslignificacéo)
contra 77% aplicando pré-tratamento com hidréxido de aménio (ambos os resultados
considerando uma carga de 4% m/m de carboidrato hidrolisada por 24 h usando 30

FPU de celulase / g de carboidrato).

Um dos fatores que explica esse contraste é a caracteristica estrutural
dos materiais. Driemeier et al. (2016) constataram uma diferenga estrutural entre os
materiais pré-tratados que foram deslignificados e aqueles cuja fragéo de lignina ndo
sofreu remogédo. Em seu estudo, os autores verificaram que, embora o aumento de
porosidade seja um resultado de diversos pré-tratamentos, os poros observados em

biomassas onde a lignina foi removida sdo maiores dos que aqueles presentes em
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materiais onde a lignina sofreu apenas uma reconformagédo (no primeiro caso, 0s
poros devem ser originados pelos espacos anteriormente ocupados pela lignina,
enquanto que no segundo 0s poros sao provavelmente fruto de imperfeicdes

resultantes da deposi¢cao de agregados de lignina).
2.4.4 Pré-tratamento fisico-quimico

Essa abordagem inclui métodos que combinam a acao de solventes e/ou
reagentes com efeitos fisicos (como ruptura mecanica das fibras do material
lignocelulésico). Dentre os principais pré-tratamentos fisico-quimicos é possivel citar
os processos AFEX (Ammonia fiber explosion), explosdo a vapor, hidrotérmico
(também chamado de auto-hidrélise ou LHW — liquid hot water) e CO, supercritico
(SILVEIRA et al., 2015; SUN et al., 2016).

A seguir sera detalhado o pré-tratamento hidrotérmico, visto que o0 mesmo
foi empregado em um dos substratos utilizados no presente trabalho (bagaco de
cana pre-tratado hidrotermicamente - BH).

2.4.4.1 Pre-tratamento hidrotérmico

No pré-tratamento hidrotérmico a biomassa é exposta a agua liquida num
sistema em alta temperatura (150-240 °C) e elevada pressao (acima da respectiva
pressao de saturacdo da agua) (SILVEIRA et al., 2015). Nesse processo, as fibras
do material lignocelulésico sofrem rompimento devido a incorporacao de moléculas
de agua. Ocorre ainda a remogado da hemicelulose devido a presenga de ions
hidrénio gerados tanto pela autoionizagdo da agua como pelos acidos liberados na
decomposicéo da biomassa (SILVEIRA et al., 2015; MOREIRA NETO, 2016).

O processo de remocgao da hemicelulose é similar ao descrito para o pré-
tratamento acido (vide Subsecao 2.4.3.1) e, assim como nesse processo, é possivel
que ocorra a formagao de inibidores, sobretudo furfural, HMF e acido acético (DE
OLIVEIRA MOUTTA et al.,, 2013). No entanto, a produgédo de inibidores pode ser
minimizada no pré-tratamento hidrotérmico através do controle do pH do meio, que
deve ser mantido preferencialmente na faixa de 4-7 (SILVEIRA et al., 2015;
MOREIRA NETO, 2016).
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As grandes vantagens do pré-tratamento hidrotérmico envolvem o fato de
que apenas agua é utilizada. A auséncia de aditivos quimicos é atraente do ponto de
vista ambiental e econ6mico, além disso, 0 meio reacional € menos corrosivo,
diminuindo o custo associado aos equipamentos. Essa forma de pré-tratamento
também permite o uso direto da biomassa (ainda fresca ou com alta umidade) e gera
uma concentragao baixa de inibidores se comparada a outras abordagens (SUN et
al., 2016). Como principal desvantagem pode-se destacar o alto consumo energético
relacionado ao uso de altas pressdes e temperaturas (SILVEIRA et al., 2015).

2.5 Hidrodlise

A hidrélise do material lignocelulésico tem como objetivo promover a
quebra das cadeias de celulose em moléculas de glicose, que servem de substrato
na etapa de fermentacdo. Em alguns casos, procura-se também realizar a quebra de
parte da hemicelulose em hexoses e pentoses (com destaque para a xilose),
acucares que também podem ser aproveitados por alguns microrganismos para
producéo de etanol (PRUNESCU e SIN, 2013). Ademais, a hidrélise da lignina e de
outras fracoes da hemicelulose pode ser executada para obtencdo de compostos
que servem de base para a fabricacdo de outros produtos quimicos, tais como
resinas fendlicas e epdxi, adesivos, combustiveis, poliolefinas, entre outros materiais
poliméricos (SILVEIRA et al., 2015; CHANDEL et al., 2018).

Estima-se que, para garantir que o processo de geracdo de etanol 2G
seja economicamente vantajoso, a hidrdlise da biomassa deva ser realizada em
sistemas com altas cargas de soélidos (pelo menos de 15-20%, m/m). Isso porque
essas sado as condi¢des limite para a obtencdo de hidrolisados com concentragao
média de 8% (m/m) de glicose (considerando os rendimentos atualmente atingidos),
levando a concentracdo minima de etanol requerida para a operacao eficiente da
etapa de destilagdo (4%, m/m) (MODENBACH e NOKES, 2013; BATTISTA et al.,
2018).

As hidrélises quimica e enzimatica sdo as duas principais abordagens
empregadas no processamento de materiais lignocelulésicos, embora alternativas
como a utilizagdo de irradiacdo também tenham sido estudadas (TAHERZADEH e
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KARIMI, 2007). A seguir as duas classes de métodos de hidrdlise mais relevantes
serao detalhadas.

2.5.1 Hidrdlise quimica

Na hidrolise quimica ocorre a quebra das cadeias de celulose e de
hemicelulose para a obtencado das hexoses e pentoses. Nesse processo, acidos sao
os catalisadores geralmente utilizados, em especial os acidos sulfurico e cloridrico.
Ainda que os acidos nitrico e fosférico também tenham sido estudados (LENIHAN et
al., 2010; ROMERO et al., 2010).

Quanto ao procedimento adotado, existem duas formas de operagédo que
se destacam. A primeira é a hidrolise com acido diluido. Nela, a biomassa é exposta
a dois estagios de reagdo, cada um deles concebido de modo a minimizar o
consumo de energia e a perda de agucares, além de evitar a formacédo exagerada
de inibidores (RABELO, 2010). A divisdo em estagios permite ainda a obtencao de
dois hidrolisados distintos, um rico em glicose (resultante da hidrélise da celulose) e
outro rico em pentoses (resultante da quebra da hemicelulose), facilitando as etapas
de fermentagéo subsequentes (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

O primeiro estagio se assemelha a um pré-tratamento acido e tem como
resultado a hidrélise da hemicelulose. O segundo € normalmente mais severo para
promover a quebra da celulose, utilizando temperaturas mais elevadas (> 200 °C) ou
maiores tempos de reacdo. Esse processo de hidrélise em estagios resulta numa
alta recuperacao dos acgucares derivados da hemicelulose (cerca de 80-95%), mas o
mesmo ndo é observado para a glicose: os rendimentos da hidrélise da celulose
ficam em torno de 40-60% (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

O outro procedimento empregado € a hidrélise com acido concentrado.
Nesse caso, as condigdes de trabalho sdo mais brandas (temperaturas na faixa de
40-100 °C), enquanto que as concentragcbes de acido ficam entre 30% e 70% (m/m)
(TAHERZADEH e KARIMI, 2007). Os rendimentos das reagcdes conduzidas segundo
essa estratégia sdo, em geral, superiores aos observados na hidrélise com acido
diluido, chegando a atingir valores préximos a 90% na quebra da celulose. Contudo,
o tempo de reacao é normalmente maior (WIJAYA et al., 2014).
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A comparacao entre as abordagens diluida e concentrada indica também
que a ultima opcao pode resultar em economia de energia (dadas as menores
temperaturas e pressdes) e na reducdo na formacdo de inibidores. Porém, a
hidrélise em meio diluido consome menos &cido e ndo requer uma etapa de
recuperacao (o que é indispensavel para o outro modo de operacao). Além disso,
apesar dos dois métodos sofrerem com a corrosao de equipamentos, esse problema
€ mais acentuado para a hidrélise com &cido concentrado (WIJAYA et al., 2014).

Por fim, o meio reacional obtido pela hidrélise quimica pode precisar ser
submetido a uma sequéncia de operacgdes antes de chegar a etapa de fermentacao.
Alguns passos comuns sdo a concentracdo do sistema, a desintoxicagdo (e.g.:
adsorcao de inibidores), a recuperacdo do catalisador (para processo com &cido
concentrado) e a neutralizagao do hidrolisado (LENIHAN et al., 2010).

2.5.2 Hidrdlise enzimatica

Nessa estratégia de hidrolise, os agucares fermentesciveis sdo obtidos
através do uso de um complexo enzimatico que atua de maneira sinérgica para
catalisar as reacbes de hidrélise das cadeias de celulose e da hemicelulose,
dependendo das enzimas utilizadas (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012). Esse
processo € realizado em condicbes brandas, usualmente em meios reacionais
agitados, com temperaturas entre 45-50 °C e pH préximo a 4,8 (circunstancias
Otimas para a acdo das enzimas). Entretanto, para alcancar altas conversdes a
reacdo € normalmente conduzida por longos periodos de tempo (30-144 h)
(MODENBACH e NOKES, 2013).

Em comparacao a hidrélise quimica, a abordagem enzimatica apresenta
as vantagens de atingir maiores rendimentos (proximos ao valor te6rico), possuir
maior seletividade, ndo gerar quantidades expressivas de inibidores (prejudiciais as
leveduras de fermentacao), bem como apresentar niveis mais baixos de degradacgéao
dos monossacarideos liberados. Ademais, a hidrélise enzimatica é realizada em
sistemas pouco corrosivos € em valores de temperatura e pressao menores do que
0s observados para os processos com acido, o que diminui os custos dos
equipamentos (BANSAL et al., 2009; SUAREZ et al.,, 2014). Porém, algumas
desvantagens envolvem a necessidade de efetuar o pré-tratamento da biomassa
(que pode ser opcional no caso da hidrélise quimica), o alto custo das enzimas e os
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elevados tempos reacionais (e, por consequéncia, o alto custo energético) (BANSAL
et al., 2009; SUAREZ et al., 2014). Mesmo assim, a hidrdlise enziméatica é tida como
uma abordagem muito promissora para o processo de etanol 2G (VAN DYK e
PLETSCHKE, 2012).

As proximas subsegdes abordardo com maior detalhamento quais as
enzimas que participam da hidrélise do material lignocelul6ésico e suas formas de
atuacao. Além disso, serdo explicados os principais fatores que influenciam no
andamento da reacdo. Finalmente serdo apresentadas algumas estratégias de

operacao para conduzir a hidrélise enzimatica.
2.5.2.1 Enzimas

O processo de hidrélise enzimatica de todos os componentes de uma
biomassa lignocelulésica € extremamente complexo, envolvendo a a¢do conjunta de
uma grande variedade de enzimas. Para a quebra das cadeias de celulose séo
necessarias enzimas do complexo celulolitico (endoglicanases, celobiohidrolases e
B-glicosidases). Ja a hidrélise da hemicelulose requer varios tipos de enzimas, dada
a natureza heterogénea desse polissacarideo. Exemplos de enzimas importantes
nesse processo incluem endo-xilanases, [-xilosidases, endo-mananases, -
manosidases. A quebra da lignina e da pectina também pode ser executa via
enzimatica. Nesse caso enzimas como lacases, lignina peroxidases e pectina metil
esterases sao relevantes (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).

Dessa forma, as misturas enzimaticas comerciais sdo normalmente
constituidas por uma grande gama de enzimas, em quantidades determinadas de
acordo com o objetivo final de sua aplicacao (considerando as caracteristicas do
substrato alvo, a sinergia entre as enzimas, etc.). Neste texto, sera dado enfoque as
enzimas que atuam na hidrélise da celulose, visto que o complexo enzimatico
empregado para a obtencdo dos dados utilizados neste projeto possuia alta
atividade dessas enzimas.

As trés principais enzimas que catalisam a reacao de quebra da celulose
em moléculas de glicose sdo as endo-1,4-B-D-glicanases (endoglicanases, EGs), as
exo-1,4-B-D-glicanases (celobiohidrolases, CBHs) e as B-1,4-glicosidases (BGLSs)
(LYND et al., 2002; RYTIOJA et al., 2014). As endoglicanases agem na parte interna
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das fibras de celulose. Elas sdo capazes de se ligar randomicamente ao longo da
cadeia, hidrolisando preferencialmente as ligacdes glicosidicas acessiveis da regiao
amorfa. Esse processo é responsavel pela reducao rapida do grau de polimerizagao
da celulose e pela formagdo de novos terminais redutores e ndo redutores no
substrato (LYND et al., 2002; ZHAO et al., 2012; KUMAR e MURTHY, 2013). A acéo
dessas enzimas resulta ainda na liberacdo de oligossacarideos de diferentes
tamanhos no sistema e em uma diminuigdo significativa da viscosidade do meio
(MODENBACH e NOKES, 2013).

As celobiohidrolases atacam as liga¢oes glicosidicas das extremidades da
cadeia de celulose e podem ser subdivididas em tipo | (CBHI), que agem sobre
terminais redutores, ou tipo Il (CBHII), que atuam em terminais ndo redutores. Essas
duas enzimas sao responsaveis por liberar ao sistema moléculas de celobiose e,
ocasionalmente, glicose. Contudo, diferentemente do que ocorre com grande parte
das EGs, a maioria das celobiohidrolases realiza hidrolise de forma processiva, ou
seja, as enzimas permanecem ligadas ao substrato apds a catalise, 0 que se repete
até que a cadeia atinja um tamanho minimo (LYND et al., 2002; KUMAR e MURTHY,
2013; RYTIOJA et al., 2014).

Uma importante caracteristica das CBHs e de outras celulases € a
presenca de uma estrutura modular de configuracao singular que permite a ligacéo
da enzima aos carboidratos. Essa estrutura, denominada CBM (Carbohydrate-
Binding Module), é um dominio proteico diferente do sitio ativo, mas acredita-se que
sua capacidade de promover a ligagdo do catalisador a cadeia de celulose facilite o
processo de hidrélise (LYND et al., 2002).

As B-glicosidases, por sua vez, sdao responsaveis pela conversdo de
celobiose e celodextrinas (e. g.: celotriose) em glicose. Assim, além de contribuir
para a producao de glicose, as BGLs possuem a funcao de manter a concentracao
de celobiose e de pequenos oligossacarideos baixa, o que é interessante, pois ajuda
a minimizar o efeito de inibicdo por produto sobre as demais enzimas do complexo
celulolitico (LYND et al., 2002; ZHAO et al., 2012).

A Figura 2.4 ilustra a atuacao desse complexo enzimdtico na hidrolise da

celulose.
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Figura 2.4. Representagéo esquematica do processo de hidrélise de celulose. Adaptado de
Rytioja et al. (2014).
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Um fato que merece destaque é a alta sinergia entre EGs, CBHs e BGLs
(i. e.: como a eficiéncia de hidrolise, em termos de rendimento ou de taxa de reacéo,
€ superior quando as enzimas sao usadas juntas ao invés de separadas). Apesar do
grau de sinergia depender da proporcdao e das caracteristicas das enzimas
envolvidas (bem como do substrato utilizado), a literatura propde quatro formas
principais de sinergia para o complexo celulolitico: entre CBHI e CBHII; entre
diferentes EGs; entre EGs e CBHs; entre B-glicosidases e as demais enzimas (VAN
DYK e PLETSCHKE, 2012). Zhang e Lynd (2004) mencionam ainda a sinergia por
proximidade devido a complexacao de celulases; a sinergia intramolecular entre os
sitios ativos e os CBMs e a sinergia entre celulose-enzima-microrganismo (no caso

da utilizagéo de células vivas e nao somente do complexo enzimatico).

Existem outras enzimas que podem atuar na quebra da celulose, além
dos trés tipos ja apresentados. Rytioja et al. (2014) sugerem a possivel participacao
de celobiose desidrogenases e mono-oxigenases liticas de polissacarideos (nesse
caso a quebra das ligagdes glicosidicas seria resultado da oxidagdo da cadeia de
celulose). Lynd et al. (2002) citam também a presenca de celodextrinases.

No que diz respeito a natureza das reagoes, elas podem ser homogéneas
(como na conversao de celobiose a glicose pelas B-glicosidases) ou heterogéneas.
Essas Ultimas sédo, em geral, mais lentas: suas taxas globais de reacdo sao

consequéncia de uma série de etapas. No geral, os passos mais influentes incluem
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a transferéncia dos catalisadores do seio da fase liquida para a superficie do
substrato (celulose); a adsorcdo das enzimas na celulose (auxiliada ou nao por
CBMs) e a localizagdo da ligagdo quimica susceptivel ao ataque; a formagédo do
complexo enzima-substrato; o processo de catdlise da reagdo em si; a posterior
transferéncia dos produtos solluveis da superficie do substrato para o meio liquido e
a desorcao da enzima (caso ela nao seja processiva) (LEE e FAN, 1983; BANSAL et
al., 2009; SUAREZ et al., 2014). Porém, os passos relacionados a transferéncia de
massa sao normalmente menos limitantes que a catalise em si, embora a relevancia
de cada etapa dependa das caracteristicas do substrato e das condi¢des de reacao
(LEE e FAN, 1983).

A Subsecao 2.5.2.2 apresenta alguns dos principais fatores que afetam a

eficiéncia da hidrélise enzimatica de biomassa lignocelulésica.
2.5.2.2 Fatores que afetam a hidrdlise enzimatica

Sao varios os fatores que podem influenciar a eficiéncia da hidrolise
enzimatica de matérias lignoceluldsicos. Para facilitar seu estudo, eles podem ser
separados em duas classes: uma associada a caracteristicas da propria biomassa
(como cristalinidade, acessibilidade/area superficial, teor de lignina, etc.) e outra
relativa as condicdes de reacdo e as enzimas (temperatura, pH, nivel de agitagao,
concentragao de inibidores, etc.).

A primeira classe esta relacionada a composi¢cao da biomassa e a suas
caracteristicas estruturais. Conforme exposto na Secao 2.1, a hemicelulose e a
lignina presentes no material acabam diminuindo o acesso das enzimas as cadeias
de celulose (dada a organizacdo da parede celular). Assim, altas concentracdes
desses polimeros (em especial de lignina) comprometem significativamente a taxa e
o rendimento da hidrélise. Além disso, a taxa de reagéo € afetada pela adsorcao de
enzimas do complexo celulolitico na lignina (LYND et al., 2002; ZHANG e LYND,
2004; ZHAO et al., 2012).

Quanto aos aspectos estruturais da biomassa, a Tabela 2.2 resume o0s
principais parametros e seus efeitos sobre a hidrolise.
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Tabela 2.2. Efeito das principais caracteristicas estruturais da biomassa sobre a hidrélise

enzimatica.
Fator Efeito
Analisando celulose isolada, verifica-se que a taxa de hidrélise
da forma amorfa é superior a da cristalina, o que € justificado pela
estrutura altamente ordenada e com grande numero de ligacdes de
Cristalinidade hidrogénio, caracteristica da celulose cristalina. Porém, no caso da
biomassa ainda ndo ha um consenso sobre o real efeito da
cristalinidade, existindo estudos que reportam que o /Cr nao sofre
alteracdes ao longo da reacdo. *°°
O GP inicial da biomassa nao tem influéncia significativa sobre a
hidrélise. Mas, como esperado, o GP sofre diminuicao conforme a
Grau de reacdo progride, especialmente pela acdo de endoglicanases.
polimerizacao Ademais, materiais com menor GP possuem proporcionalmente um

maior numero de extremidades livres para a atuacdo de

celobiohidrolases. °°

A é&rea superficial da biomassa esta diretamente relacionada a

] . acessibilidade das enzimas aos polissacarideos. Assim, um
Area superficial . o . o
aumento na area superficial tende a melhorar a digestibilidade do

material. ¢

O tamanho de particulas € um parametro correlacionado a area
superficial. Na pratica, observa-se que a diminuicdo do tamanho das
Tamanho de particulas resulta em maior area e, portanto, aumenta a taxa de
particulas hidrélise. No entanto, a reducdo das particulas se mostra eficiente
até certo ponto (tamanho limite) a partir do qual ndo se observa

mais um efeito apreciavel sobre a velocidade de reagao. °°

Porosidade também é uma propriedade relacionada a

acessibilidade. Porém, para que exista uma melhora na

Porosidade e digestibilidade da biomassa ndo basta apenas alterar a porosidade.
tamanho de poro E preciso também aumentar o volume dos poros, de forma que o
didmetro médio seja maior que 5,1 nm (menor tamanho de poro

capaz de acomodar as celulases). *°°

= (LYND et al., 2002); ° (ZHANG e LYND, 2004); ° (ZHAO et al., 2012); ° (DRIEMEIER et al.,
2016).
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A analise dos fatores expostos reforca a relevancia da etapa de pré-
tratamento e torna evidente que sua escolha deve ser feita de forma a que o
processo seja capaz de produzir as alteragcdes necessarias a biomassa utilizada.
Contudo, € importante destacar que as relagbes de causa-efeito apresentadas na
Tabela 2.2 devem ser consideradas com cautela. Isso porque, em geral, os estudos
do impacto que as caracteristicas estruturais da biomassa exercem sobre a
eficiéncia da hidrolise estao sujeitos a grandes erros experimentais, resultantes tanto
das técnicas de medida como da dificuldade de se isolar apenas um fenémeno (i.e.:
muitas vezes mais de uma propriedade pode sofrer alteracdo, por exemplo, a
cristalinidade pode diminuir ao mesmo tempo em que ocorre aumento do tamanho
dos poros), 0 que compromete a obtencdo de conclusdes concretas (LYND et al.,
2002).

Com relacdo a classe de fatores associados as condi¢cdes reacionais, a
temperatura e o pH do meio merecem atencdo. Para que a velocidade de reagdo
seja alta é ideal que esses dois parametros estejam ajustados na faixa 6tima de
atuacao das enzimas presentes no complexo utilizado (normalmente 45-50 °C e pH
de aproximadamente 4,8). Entretanto existem estratégias de operacdo que utilizam
condicbes fora dessa faixa, como processos que executam a hidrolise e a
fermentacdo numa mesma etapa. Nesses casos, as taxas de hidrolise sao
usualmente menores e a desnaturacao enzimatica passa a ser um problema mais
significativo (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).

O nivel de agitagdo do meio reacional é outro fator pertinente. A literatura
apresenta varios trabalhos acerca do desenvolvimento de sistemas de agitacao
eficientes para hidrélises com diferentes cargas de sélidos, especialmente para
meios extremamente viscosos. O nivel de agitacdo deve ser suficiente para
minimizar as limitagdes que a transferéncia de massa possa impor sobre a reacao e,
ao mesmo tempo, deve ser adequado aos catalisadores, reduzindo a desnaturacao
mecanica das enzimas (MODENBACH e NOKES, 2013; LUDWIG et al., 2014;
BATTISTA et al., 2018).

Além desses fatores, a determinacdo da carga enzimatica e da
concentracdo de sdlidos empregada também influi na eficiéncia da hidrélise. No que

diz respeito a carga enzimatica, é necessario primeiramente definir qual o complexo
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de enzimas empregado, levando em conta aspectos como a composicdo da
biomassa, condi¢des de reacdo (temperatura, pH, etc.), o objetivo final da hidrélise
(quais agucares serdao fermentados), a especificidade das enzimas presentes, as
relagbes de sinergia, entre outros (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012). Também é
recomendavel realizar um estudo acerca da carga enzimatica ideal ao sistema, visto
que é preciso atingir um equilibrio entre o custo das enzimas e a taxa de hidrélise
atingida. Entretanto, sobrecarregar o sistema com enzimas néo € interessante, pois
a velocidade de reacdo sé ird aumentar até certo ponto. Quando o numero de
enzimas é excessivo elas passam a competir pelos pontos acessiveis do substrato,
podendo inclusive diminuir a taxa global de reagédo (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012;
MODENBACH e NOKES, 2013).

Quanto a concentracdo de biomassa utilizada, é importante notar que,
apesar da operagcado com altas cargas de solidos ser vantajosa (pela possibilidade de
reducdo de custos e obtencdo de hidrolisados mais concentrados em glicose), a
carga total de soélidos no sistema deve ser compativel com o0s equipamentos
disponiveis, para que limitacbes decorrentes de transferéncia de massa nao
comprometam a reacdo (MODENBACH e NOKES, 2013).

O efeito solido é outro fator a ser ponderado no momento da definicdo da
concentragéo inicial de biomassa a ser usada. Esse fendbmeno é observado na
hidrélise de alguns materiais lignocelulésicos e corresponde a diminuicado da
conversao da celulose em glicose conforme aumenta a carga inicial de biomassa no
meio reacional (CARA et al., 2007; KRISTENSEN et al., 2009). Até o momento, o
mecanismo por tras desse efeito ainda ndo foi completamente elucidado, embora ele
provavelmente esteja relacionado as circunstancias decorrentes do aumento do teor
de solidos do sistema, como a presenca de pouca ou até mesmo nenhuma agua
livre, 0 que acaba dificultando a transferéncia de massa e favorecendo o acumulo de
produto e inibidores (MODENBACH e NOKES, 2013). Kristensen et al. (2009)
avaliaram diversas possiveis causas do efeito sélido, como aumento da adsorgéo
improdutiva de celulases em lignina, aumento da concentragdo de inibidores
fendlicos, efeito da diminuicao da agua livre, aumento na concentracdo de produtos
(especialmente celobiose e glicose) e diminuicdo da fracao de celulases adsorvidas.

Dentre esses fatores, os autores indicaram que os dois ultimos seriam os mais
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relevantes, com destaque para a diminui¢do da fracdo de enzimas adsorvidas, que

foi o fator que apresentou maior correlacdo com a redugao da conversao.

Finalmente, um fator de grande relevancia € a concentracao de inibidores
presente no sistema. Esses inibidores podem ser tanto compostos resultantes da
degradacao da biomassa (formados principalmente durante o pré-tratamento) como

0s proprios produtos de reacéao.

A inibicdo por produto, especialmente glicose e celobiose, € um dos
fatores que contribuem para a diminuicdo da taxa de reacado conforme a hidrélise da
biomassa progride e a conversdo aumenta (BANSAL et al, 2009). A glicose e a
celobiose atuam como inibidores diretos, respectivamente, da 3-1,4-glicosidase e
das celulases. A glicose também apresenta um efeito inibitoério sobre as celulases
(embora menos significativo), mas sua maior influéncia sobre essas enzimas se da
de forma indireta: 0 aumento da concentracdo de glicose no meio inibe a acado das
B-1,4-glicosidases, culminando num acumulo de celobiose e, por consequéncia, na
inibicao das celulases (ANDRIC et al., 2010). Os mecanismos de inibicdo atualmente

considerados serdo discutidos na Subsecgéo 2.6.1.3.

Outros monossacarideos presentes em menores quantidades no sistema
também podem atuar como inibidores, tais como galactose, manose, xilose e
arabinose (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012). Fora esses acgucares, 0 meio reacional
pode conter ainda compostos originados pela degradacdo de hexoses e pentoses
(resultantes da quebra parcial da celulose e da hemicelulose), tais como HMF,
furfural e os acidos férmico, levulinico e acético. Compostos fendélicos derivados da
lignina também podem estar presentes, como vanilina, siringaldeido e acido tanico
(HODGE et al., 2008; TEJIRIAN e XU, 2011).

Hodge et al. (2008) avaliaram a capacidade de inibicdo desses compostos
sobre a hidrélise de palha de milho, verificando que o efeito mais significativo é o do
acido acético. Entretanto, eles concluiram que a influéncia desses inibidores é pouco
significativa frente a inibicdo provocada pelos agucares, destacando que tanto os
compostos fendlicos quanto o HMF e o furfural (fortes inibidores da fermentagéo)

apresentaram efeito minimo sobre a hidrélise.
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Avaliando especificamente os derivados da lignina, Tejirian e Xu (2011)
identificaram que compostos fenélicos oligoméricos (acido tanico, proantocianidinas
oligoméricas, etc.) exercem maior inibicdo sobre a hidrolise enzimatica, se
comparados aos compostos fendlicos simples (vanilina, siringaldeido, etc.). Eles
também identificaram que os mecanismos de inibicdo estavam associados a
complexacdo com as celulases e a adsor¢cdo na celulose (no caso de compostos

fendlicos simples).

Uma vez expostos os fatores que influem na hidrolise enzimatica, a
Subsecgao 2.5.2.3 traz algumas das estratégias de operagdo mais importantes para a
industria de etanol de segunda geracgao.

2.5.2.3 Estratégias de operacao

Tendo em vista os diversos parametros que podem influenciar na etapa
de hidrélise e considerando também o aspecto econémico de todo o processo de
geracao de etanol 2G, diferentes formas de operacao foram propostas.

Primeiramente, essas estratégias podem ser classificadas de acordo com
o grau de integracao da hidrélise com as demais etapas do processo. Atualmente,
existem quatro principais classes: SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation), que
engloba estratégias em que a hidrélise é separada da etapa de fermentacdo; SSF
(Simultaneous Saccharification and Fermentation), em que a hidrélise é realizada
junto a etapa de fermentagéo da glicose; SSCF (Simultaneous Saccharification and
Co-Fermentation), que envolve estratégias de hidrélise junto da fermentacdo de
todas as hexoses e pentoses de interesse (como glicose e xilose); e CBP
(Consolidated BioProcessing), em que a producdo do complexo enzimatico, a
hidrélise e a fermentacdo dos acucares ocorrem numa unica etapa (num mesmo
reator, utilizando uma determinada comunidade de microrganismos) (HAMELINCK et
al., 2005; WANG et al., 2016; CHANDEL et al., 2018).

As vantagens dessas diferentes classes de modos de operagdo estao
relacionadas a minimizagdo dos efeitos de inibicdo da hidrélise por produto e a
diminuicdo do numero de etapas no processo (0 que reduz o numero de reatores e
equipamentos auxiliares e pode, inclusive, culminar em economia de tempo, energia
e utilidades) (WANG et al.,, 2016; CHANDEL et al., 2018). Contudo, no presente
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texto serdo abordadas apenas estratégias do tipo SHF, onde as condi¢cdes de
reacao (temperatura, pH, nivel de agitacao, etc.) podem ser definidas de forma a
maximizar o rendimento da hidrdlise, sem restricbes referentes as leveduras ou a

outros microrganismos que atuem na fermentagéo.

Uma das mais notaveis estratégias € a hidrdlise em batelada alimentada,
na qual o meio reacional é continuamente alimentado com substrato respeitando
uma determinada especificacdo. Ela merece destaque, pois possibilita que a carga
acumulada de sélido processado seja alta sem que a concentracdo de sélidos
momentanea no sistema atinja valores muito elevados. Essa caracteristica faz dessa
abordagem uma boa alternativa para a hidrélise em batelada com altas cargas de
sélidos, visto que nos dois casos consegue-se trabalhar com grande quantidade total
de substrato, mas na batelada alimentada os problemas de baixas conversdes e
elevada viscosidade (que se traduz em dificuldades de agitagdo) sao minimizados
(HODGE et al. 2009; MODENBACH e NOKES, 2013). Exemplos de estudos acerca
dessa estratégia incluem: Hodge et al. (2009); Wang et al. (2012) e Tervasmaki et al.
(2017).

Estratégias que se baseiam em dividir a hidrolise enzimatica em multiplas
etapas também sdo comumente desenvolvidas para o processamento de biomassa.
Um exemplo é a proposta de Yang et al. (2011), na qual a hidrélise é dividida em
trés estagios. Os intervalos de tempo testados para os estagios foram de 9, 9 e 12 h,
sendo que ao término de cada periodo o hidrolisado era coletado e a fracao sélida
era recolhida e preparada para o estagio seguinte, onde ocorria outra hidrélise (com
nova adicdo de tampao e ajuste da carga enzimatica). Nesse trabalho os autores
utilizaram palha de milho pré-tratada por explosao a vapor (carga total de 30% m/v
de sélidos durante a hidrélise) e concentracao de celulases na faixa de 15-30 FPU/g
de celulose. Eles compararam o desempenho da hidrolise em trés estagios (tempo
total de 30 h) com o processo convencional (reacdo em batelada de 72 h). Como
conclusao, foi observado que o processo em estagios era capaz de gerar maiores
rendimentos em comparacado com a hidrélise em batelada (principalmente devido a
minimizagdo da inibicdo por produto gragcas a remogao periédica do hidrolisado),
além de reduzir o tempo de reacao. Outras estratégias foram sugeridas por Xue et
al. (2012b). Nesse caso, a hidrdlise é dividida em etapas distintas para que a carga

enzimatica seja acrescida aos poucos no sistema. Em resumo, as diferentes formas
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de operacao propostas pelos autores incluem uma fase inicial na qual parte das
enzimas é adicionada em meio diluido (5% m/m de sdélidos). Em seguida, ha um
breve periodo de repouso (10 min) e uma subsequente concentragdo do sistema
através de filtragao (teor final de sdlidos de 20% m/m). Entao, ocorre um periodo de
retencao (2-8 h) seguido de uma nova adicao de enzimas, depois da qual a hidrélise
€ conduzida por mais 40-48 h. Nesse caso, os autores utilizaram o material
lignocelulésico resultante do pré-tratamento de lascas de madeira com licor verde
(Na2CO3 e NapS) e diferentes cargas enzimaticas foram avaliadas (5-40 FPU/g de
substrato). Os resultados indicaram que a estratégia de adicdo das enzimas em
etapas possibilita trabalhar com altas cargas de sélidos (20% m/m) e obter
conversdes comparaveis as de sistemas em batelada convencional com 5% m/m de

solidos.

Existem ainda estratégias de reciclo do hidrolisado, que tém por objetivo
diluir os solidos do meio (reduzindo, assim, a viscosidade no sistema) sem diminuir
substancialmente a concentragéo final de agucar atingida, mesmo que a inibigao por
produto possa ser mais acentuada. Um exemplo de trabalho que lida com o reciclo
do hidrolisado foi realizado por Xue et al. (2012a). Por fim, existem estudos de
estratégias de hidrolise que possuem um enfoque diferente, propondo novas
configuracdes para reatores e sistemas de agitacdo, como € o caso do projeto
conduzido por Ludwig et al. (2014).

2.6 Modelagem Matematica de Hidrélise Enzimatica

Embora as principais etapas envolvidas na hidrélise enzimatica de
materiais lignoceluldsicos sejam conhecidas, ainda existem detalhes relativos ao seu
mecanismo que ndo foram completamente elucidados. Tal fato se deve em grande
parte a complexidade inerente ao sistema (atuacdo conjunta de um grupo de
enzimas, heterogeneidade do substrato, etc.), o que dificulta a andlise isolada do
efeito que diferentes fatores podem exercer (LEVINE et al., 2010).

Apesar desses obstaculos, existe uma grande gama de modelos para a
hidrélise enzimatica de biomassa na literatura e, em geral, eles podem ser divididos

em trés classes: empiricos, semi-mecanisticos ou mecanisticos.
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Normalmente, os modelos empiricos expressam a conversao como
funcdo do tempo de hidrolise ou de caracteristicas do substrato e s&o validos
apenas dentro do intervalo experimental considerado em sua concepgao (BANSAL
et al., 2009). Eles sdo muito Uteis quando se deseja examinar o comportamento do
sistema dentro de uma determinada faixa de condi¢des (interpolacao), podendo
também ser empregados para estimar taxas iniciais de hidrélise ou auxiliar na
identificacdo de interagdes entre as variaveis do sistema (SCOTT et al., 2015). As
principais abordagens adotadas nos modelos empiricos incluem regresséao linear ou
polinomial, modelagem estatistica e, mais recentemente, modelagem através de

redes neurais artificiais (VANI et al., 2015).

Modelos mecanisticos e semi-mecanisticos, por sua vez, envolvem um
maior numero de parametros e tentam fornecer um melhor entendimento acerca dos
detalhes fenomenologicos envolvidos na hidrdlise enziméatica (MOREIRA NETO,
2016). Uma grande vantagem dessas abordagens € a possibilidade de utilizar os
modelos desenvolvidos para predizer o comportamento do sistema estudado sob a
influéncia de diferentes condicdes (extrapolacdo). Porém, é importante ressaltar que
a capacidade de predicao dos modelos deve ser comprovada através de etapas de
validacdo e de analise da incerteza associada aos parametros (NIU et al., 2016).
Esta dltima compde um grande desafio desse tipo de modelagem, visto que é
significativa a quantidade de trabalhos na literatura que apresentam parametros com
largos intervalos de confianca, o que pode ter origem em dados experimentais
insuficientes ou presenca de parametros correlacionados (SCOTT et al., 2015).

A principal diferenga entre modelos mecanisticos e semi-mecanisticos
esta no grau de detalhamento empregado. Geralmente, modelos semi-mecanisticos
possuem menor quantidade de parametros e equacdes. Além disso, eles
comumente utilizam um maior numero de hipdteses simplificadoras para representar
o sistema, tais como usar uma concentracdo Unica para as celulases e descrever a
celulose através de uma Unica concentracdo (desconsiderar a presenca de
oligossacarideos de diferentes tamanhos de cadeia) (MOREIRA NETO, 2016).

A Tabela 2.3 apresenta uma lista com modelos de hidrélise enziméatica de
biomassa presentes na literatura, bem como algumas consideracdes a seu respeito.



Tabela 2.3. Modelos de hidrélise enzimatica de biomassa (Siglas: E = empirico; SM = semi-mecanistico; M = mecanistico; M-M = Michaelis-

Menten; Ads. = adsorcédo enzimatica; G = glicose; Cb = celobiose; X = xilose).
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Principais caracteristicas do modelo

Modelo Tipo Substrato Enzimas
Base Inibicao Outros
Palha de milho Celulase comercial CPN
Kadam et al. (2004) SM pré-tratada (_Ioggn Corp.) M-M; Ads Competitiva: Reatividade do
L o B-glicosidases Novo G, Cb, X substrato
(acido diluido) 188 (Novozymes)
Celulose ndo Celulase comercial 1 éorgge;mva:
Peri et al. (2007) SM cristaling Szgegger?]i CS)P M-M; Ads celo-oligbmeros -
Competitiva: G
Palha de milho Celulase comercial Competitiva: Reatividade do
Hodge et al. (2009) SM pre-tratada Spezyme CP M-M; Ads G FC))b X ' substrato;
(acido diluido) (Genencor) T Batelada alimentada
Azevém selvagem
P Novo Celluclast 1.5L o .
(Leymus triticoides) - Competitiva: Reatividade do
Zheng et al. (2009) S pré-tratado (ﬁé\i’%\;o ;]862) AHUE He G, Cb substrato
(acido diluido) y
?elzl:eli gulzri(fEi'cléc?aesz Competitiva: Inativagao térmica,
Levine et al. (2010) M Avicel® partir de Celluclast M-M; Ads G, Cb r:\:sgég;grﬁzrrﬂgr
(Novozymes) ¢
Bagaco de cana Celulases de T. reesei Var. dependente: G;
. £ (Sigma-Aldrich) i i Var. independentes:
Rivera et al. (2010) E pré-tratado com Novo 188 tempo e cargas

H,O, alcalino

(Novozymes)

enzimaticas




Tabela 2.3. (continuagéo)
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Principais caracteristicas do modelo

Modelo Tipo Substrato Enzimas
Base Inibicao Outros
. . CBH | e EG | de Irpex Difusdo massica;
Hosseini e Shah M aﬁ\gggf ergz:tgga lacteus purificadas a chain end i Reacéo na
(2011) 9 comFI)-I PO partir de Driselase scission superficie externa e
e (Kyowa Hakko) no interior da cadeia
Bagaco de cana com ,
pré-tratamentos: Ceh(;éeilsemsa?lgl d7|:.icrﬁ)e sel Nao competitiva:  Diminuicao da area
Moreira Neto (2011) SM H»0, alcalino; 9 M-M; Ads G, Cb superficial em
. Novo 188 o -
H;PO,4 + NaOH,; (Novozymes) Competitiva: G funcéo do tempo
hidréxido de calcio y
Accellerase 1500 . .
: Competitiva: Reatividade do
Flores-Sanchez et Sabugo gemiino (Qenencor) ) G, Cb, X, xilo- substrato;
SM pré-tratado xilanases M-M; Ads . . o
al. (2013) (4cido diluido) NS50030 e NS50014 oligossacarideos Hidrdlise de
(Novozymes) e arabinose hemicelulose
Caracteristicas
CBHIeEGIllde T. ;
Kumar e Murthy . reesei purificadas a e e estruturals.da
(2013) M Avicel® artir de Celluclast Molecular G, Cb celulose;
P (Novozymes) Estocastica Sinergia entre
y enzimas
Modelagem: celulase
Validagao: madeira de Cel7A e I L
Luterbacher et al. lei (com ou sem prée-  Validagdo: Spezyme CP Distribuigao Difusdo massica em
M g i . de tamanho - poros e reacao na
(2013) tratamento por acido (Genencor); Multifect d s
€ poros superficie interna

diluido)

(Genencor); Novo 188
(Novozymes)




Tabela 2.3. (continuagéo)
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Principais caracteristicas do modelo

Modelo Tipo Substrato Enzimas 5 —— out
ase nibicao utros
Complexo celulolitico Hidrolise de xilana;
Prunescu e Sin SM Palha de trigo pré- cc?mercial (N0 M-M: Ads Competitiva: Equacdes de
(2013) tratada com vapor " ’ G, Cb, X, furfural transporte;
especificado)
Modelo para o pH
. Spezyme CP (Genencor)
IaPsaclgzl g: cr:nh”:l?pi HifEEt (Cerzrgen) aig?:s”seits);e Oligbmeros o .
Zhang et al. (2014) M ambos pré-trata do,s Novo 188 (Novozymes) compartment soliveis Hidrolise de xilana
pelo processo AFEX B-xi%%deari?arao (SAC); Ads
Palha de cana com Complexo celulolitico Reatividade do
é%%g;'ta etal. SM pré-tratamento Cellic CTec2 M-M; Ads C%m%e;'t')\éa: Hsiglrcissliaetcc)j’ o
hidrotérmico (Novozymes) T hemicelulose
a-celulose-lg e Populagdo com
celulose-lg de alta CBHI © EGl (Megazyme) Competitiva: diferentes
Nag et al. (2015) M cristalinidade B-glicosidase isolada de Ads G, Cb cristalinidades e
(Sigma—Aldrich) NS et acessibilidades
. Reatividade do
Palha de milho , Competitiva: )
. Celulase comercial L substrato
Scott et al. (2015) SM pré-tratada M-M; Ads G, Cb, acido = -
(4cido diluido) Spezyme CP (Genencor) acético Equacéo explicita

Vani et al. (2015) E

Palha de arroz
(pré-tratamento
alcalino)

Celulase comercial
(Zytex); B-glicosidases
de A. niger e xilanase

(MAPS Enzymes)

para o efeito sélido

Var. dep.: G e X;
Var. independentes:
tempo, carga de
biomassa e tamanho
de particulas
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Principais caracteristicas do modelo

Modelo Tipo Substrato Enzimas
Base Inibicao Outros
Bagaco de cana com Hidrdlise de xilana;
; Novo Celluclast 1.5L o N ’
. pré-tratamentos: VT Competitiva: Diminui¢éao da area
Moreira Neto (2016) ~ SM hidrotérmico e (Eol\\l/%\f;gi) M-M; Ads G, Cb, X superficial em fungao
organossolve y do tempo
Modelagem: Spezyme
T R v MOdelagr?u?rzfgeIUIose Valicc:ng(é(l?)?rl]EeGanlgH I Ads N30 competitiva: en'znlf]‘:g’t?g:‘;m
’ Validagao: celulose (Humicola insolens); G, Cb e celotriose funcéo do temoo
intumescida ¢/ H3PO, B-glicosidases ¢ P
(P. brasilianum)
Hidrdlise de xilana;
Palha de trigo Complexo celulolitico Modelo para SSCF
Wang et al. (2016) SM pré-tratada Cellic CTec2 M-M; Ads G, etanol (consumo de G,
(acido diluido) (Novozymes) formacao de etanol e
morte celular)
. Var. dep.: G, Cb e X;
Fockink et al. Bagago de cana Ce”'(.: ClEEb & Cinética Var. independentes:
E pré-tratado Cellic HTec3 =
(2017) (explosdo a vapor) (Novozymes) Fractal tempo, carga de
celulose e xilana
Reducao de
i Papel de filtro e atividade e
2-2e0r¥ ;1)3 maki et al. SM qualitativo, 600 FIash(a/(;zcleg IL)JS 2G Ads Compgtltlva. capacidade adsortiva
(VWR) y das enzimas;

Batelada alimentada
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Diante do exposto, no presente trabalho sera feita a opcao por utilizar a
modelagem semi-mecanistica. A justificativa para essa escolha baseia-se na maior
praticidade desses modelos, o que vem ao encontro da finalidade deste projeto:
como o objetivo é a otimizagdo e comparagao de diferentes estratégias de operacao,
0 equacionamento proposto deve ser capaz de representar o sistema, mas sem um
detalhamento exacerbado, de forma a proporcionar respostas rapidas sem requerer
grande esforgo computacional. Mais detalhes sobre esse tipo de modelagem serao
expostos na Subsecgéao 2.6.1.

2.6.1 Modelagem semi-mecanistica

Modelos semi-mecanisticos sdo constituidos basicamente por equacgdes
de balanco de massa e expressbes para taxas de reagdo. Em geral, seus
parametros sdo determinados através do ajuste do modelo a dados gerados
experimentalmente, com posterior validacdo e analise de incerteza (KUMAR e
MURTHY, 2013; NIU et al., 2016).

Quando esse tipo de modelagem é empregado para representar a
hidrélise enzimatica de biomassa, existem algumas hipéteses frequentemente
encontradas em sua formulagéo. Levine et al. (2010), Kumar e Murthy (2013) e Niu
et al. (2016) destacam:

e Adotar uma unica concentragdo para representar um sistema
complexo de diferentes enzimas;

e Tratar a celulose e/ou a hemicelulose como um substrato uniforme,
i.e., utilizar uma concentracao Unica e nao diferenciar o material de
acordo com suas propriedades (e.g.: seu grau de polimerizacao);

e Aplicar cinética do tipo Michaelis-Menten com ou sem alteragdes

particulares aos sistemas em estudo.

Dessa forma, grande parte dos modelos semi-mecanisticos de hidrolise
de materiais lignocelulésicos baseiam-se nos balancos de massa para celulose
(representada através de uma concentracao Unica para todas as cadeias insoluveis),
glicose e celobiose (principais produtos da reacéo). No que diz respeito as taxas de
reacdo, existem diferentes abordagens.
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Varios autores (HODGE et al., 2009; FLORES-SANCHEZ et al., 2013;
PRUNESCU e SIN, 2013; ANGARITA et al., 2015; SCOTT et al., 2015) usam como
base 0 esquema descrito por Kadam et al. (2004). Nesse trabalho, sédo incluidas trés
taxas de reagdo: duas catalisadas por celulases (conversédo de celulose a celobiose
e de celulose a glicose) e uma catalisada por (-1,4-glicosidases (conversdo de

celobiose a glicose), conforme esquematizado na Figura 2.5.

Figura 2.5. Esquema de trés reagdes proposto por Kadam et al. (2004). As relagdes de
inibicdo nao estao representadas. Adaptado de Kadam et al. (2004).

r
Celulose !

» Celobiose

Glicose

Porém, outras propostas também podem ser encontradas. Em seu
modelo para hidrélise enzimatica em batelada alimentada, Tervasmaki et al. (2017)
assumiram que a taxa de conversao de celobiose a glicose ndo seria um fator
limitante (devido a elevada atividade de 3-1,4-glicosidases), considerando uma Unica

taxa de reacéao e realizando o balanco de massa apenas para a celulose e a glicose.

Ja Peri et al. (2007) propuseram um modelo com quatro taxas de reacgao,
conforme ilustrado na Figura 2.6.

Figura 2.6. Esquema reacional proposto por Peri et al. (2007). C = celulose, O = celo-
oligbmeros soluveis, B = celobiose e G = glicose. Enzimas: E1 (endo-1,4-3-D-glicanases),
E2 (exo-1,4-B-D-glicanases) e E3 (B-1,4-glicosidases). Adaptado de Peri et al. (2007).

E3
El E2 B G

El . 0 E3 ]

Com relacao a cinética, normalmente as reacdes homogéneas presentes
no sistema sado descritas segundo Michaelis-Menten (especialmente a reacdo de
conversao de celobiose a glicose catalisada pelas B-1,4-glicosidases). A descricao
das demais reag6es, no entanto, nao é tao trivial.
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A natureza heterogénea das reacdes de despolimerizacao da celulose faz
com que nao sejam validas algumas das hipoteses base para a aplicacdo da
equacado de Michaelis-Menten, como o excesso de substrato frente a carga
enzimatica (KADAM et al., 2004). Assim, as abordagens mais comuns sugerem
alteragdes na cinética classica de Michaelis-Menten, adicionando termos associados
a adsorcao das enzimas no substrato, além da inclusdo de fatores estruturais e
fisico-quimicos que possam ter influéncia sobre o comportamento do sistema. As

Subsecdes 2.6.1.1 a 2.6.1.5 resumem algumas dessas propostas.
2.6.1.1 Adsorcao

Conforme descrito na Subsec¢éo 2.5.2.1, tanto as endo-1,4-B-D-glicanases
como as exo-1,4-B-D-glicanases atuam nas cadeias de celulose presentes na
biomassa, necessitando adsorver no substrato, localizar um ponto de ligagao para
somente entdo efetuar a catélise. Esse processo heterogéneo ocorre na interface
entre as fases liquida e solida presentes no sistema e culmina na conversao da
celulose em oligossacarideos soluveis. Estes, por sua vez, sdo convertidos em

glicose pela agao de B-1,4-glicosidase, numa reacdo homogénea em meio liquido.

Uma das maneiras de incorporar a natureza heterogénea do sistema na
modelagem semi-mecanistica é considerar a etapa de adsorcdo das celulases,
escrevendo as taxas de reacdo em termos da concentracdo de enzima adsorvida.
Isso é feito adicionando ao modelo uma equacgado que relacione essa concentracéo
com a carga total de enzima adicionada ao sistema (valor conhecido) (BANSAL et
al., 2009).

7

Para tanto, é usual utilizar modelos de adsorcdo, como a isoterma de
Langmuir. Contudo, apesar de ser comumente empregado e descrever bem os
dados experimentais, 0 modelo de Langmuir assume algumas hipdteses que nao
sdo validas para o sistema, como uniformidade da superficie do adsorvente e
auséncia de interacdes entre as moléculas de adsorbato (KADAM et al., 2004;
ANGARITA et al., 2015).

2.6.1.2 Efeito estrutural do substrato

A influéncia do sélido lignocelulésico no sistema reacional também pode
ser incorporada considerando suas caracteristicas estruturais, como cristalinidade,
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area superficial, porosidade, entre outras (vide Subsecdo 2.5.2.2). Diversos
trabalhos também incluem essas propriedades em seus modelos para descrever a
redugcdo da taxa de reacgéao tipicamente observada conforme aumenta a converséo
durante a hidrélise enzimatica de biomassa (KADAM et al., 2004; MOREIRA NETO
2011; MOREIRA NETO, 2016).

Uma abordagem normalmente utilizada para capturar o efeito da
cristalinidade é modelar o substrato como bifasico, ou seja, considerar um substrato
que apresenta fracbes com maior susceptibilidade a hidrélise do que outras. Isso
pode ser feito definindo uma fragdo de substrato inerte ou realizando a distingéo
entre a celulose amorfa e a cristalina (menos acessivel as celulases) (BANSAL et al.,
2009).

Outra caracteristica comumente incluida na modelagem da hidrélise
enzimatica € chamada de reatividade. Ela € empregada para representar a
diminuicédo da digestibilidade da biomassa durante a hidrdlise, resultado do conjunto
de alteracGes estruturais sofridas pelo substrato (KADAM et al., 2004; MOREIRA
NETO, 2016). Na maior parte dos modelos, ela € descrita através de um termo que
decresce em funcdo da conversdo ou da concentracdo de substrato (BANSAL et al.,
2009). Kadam et al. (2004) expressaram a reatividade conforme a Equacao 2.2:

Rs = S (2.2)
s - a So .
Em que Rs é a reatividade do substrato, S é a concentracao de substrato
num dado momento, Sy é a concentracao inicial de substrato e a € uma constante

(de valor unitario nesse modelo).

A acessibilidade das enzimas ao substrato também é um importante
parametro a ser considerado. No modelo proposto por Moreira Neto (2016), por
exemplo, a acessibilidade foi incorporada através de um termo relativo a diminuicao

da area superficial do substrato.

Finalmente, é importante destacar que existe certa controvérsia quanto a
adocao dos efeitos estruturais do substrato para explicar a reducdo da taxa de
reacdo. A justificativa esta na dificuldade de medir a evolugdo de algumas dessas
propriedades ao longo da hidrélise, o que compromete a obtencdo de resultados
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conclusivos (LYND et al., 2002). Ademais existem estudos que mostram, por
exemplo, que propriedades como a cristalinidade sdo constantes ao longo da
hidrolise (NAG et al., 2015).

2.6.1.3 Inibicdo

Conforme mencionado na Subsecao 2.5.2.2, a inibicdo enzimatica pode
ocorrer em maior ou menor intensidade no meio reacional, dependendo da
composicao da biomassa empregada, do tipo de pré-tratamento realizado e das
enzimas utilizadas (RABELO, 2010). Em geral, os modelos de hidrélise incluem pelo

menos a inibicdo pelos principais produtos (glicose e celobiose).

No que diz respeito aos mecanismos, a inibicao das B-glicosidases por
produto (glicose) ja foi extensamente estudada, sendo reportada como do tipo
competitivo (ANDRIC et al., 2010; VASQUEZ, 2017).

No caso da inibicao de celulases por glicose e celobiose, Andri¢ et al.
(2010) apontam que ndo existe um consenso entre os modelos de hidrolise
enzimatica existentes na literatura com relacdo a qual forma de inibicao adotar: ora
ela é descrita como competitiva ora como nao-competitiva. A Figura 2.7 ilustra a
diferenca entre essas duas abordagens.

Figura 2.7. Esquema comparando as taxas de reacgao inibidas (segundo Michaelis-Menten)
e 0s mecanismos para inibicdo competitiva e ndo-competitiva. [E], [S] e [/] representam,
nesta ordem, as concentracdes de enzima, substrato e inibidor. Nas equagdes da taxa (1)
para formacao do produto (P), os termos k, Ks € K séo, respectivamente, as constantes da
taxa, de saturagao de substrato e de inibicao. Acervo pessoal.

~ e
B k[E][S] . k[E][S]
= i = i
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Essa discordancia pode ser explicada pela dificuldade em efetuar ensaios
de inibicao conclusivos, dada a complexidade da hidrélise da celulose e as multiplas
variaveis do sistema (ANDRIC et al., 2010). Porém, a andlise estrutural tanto das
endo-1,4-B-D-glicanases como das exo-1,4-B-D-glicanases sugere que o mecanismo
mais provavel seja o competitivo (MOREIRA NETO, 2016).

Um exemplo de trabalho recente que concorda com essa observacéao foi
realizado por Vasquez (2017). Nesse estudo foi analisada a cinética de inibicdo de
celulases de Trichoderma reesei (Celluclast 1.5L). Os resultados apontaram que os
acucares reduziram a taxa inicial de reagdo, mas nao afetaram significativamente a

sua velocidade maxima, indicando um comportamento competitivo.

Fora glicose e celobiose, xilose também €& um inibidor considerado por
diversos autores (KADAM et al., 2004; ANGARITA et al,, 2015; MOREIRA NETO,
2016). A inclusdo de outros compostos depende do processo estudado (SHF, SSF,

etc.) e da biomassa utilizada.
2.6.1.4 Efeito sdlido

Scott et al. (2015) sugerem que o efeito sdélido seja incluido explicitamente
nos modelos. Para isso, eles associaram o aumento da carga inicial de sélidos com
duas possiveis consequéncias: a diminuicdo da atividade das enzimas adsorvidas
ou a reducdo da carga enzimatica adsorvida. Na primeira foi introduzido um termo
linear com relacdo a carga inicial de solidos para modificar a atividade enzimatica

das reacdes heterogéneas, conforme exposto na Equacéao 2.3:
n=01-p So)'f(z Ei,ADS)_ (2.3)
j

Na qual r é a j-ésima taxa de reacdo heterogénea considerada no
modelo, b, é o j-ésimo fator de diminui¢cdo de atividade, Sy € a concentragéo inicial

de celulose e f(Z ELADS)J. € a j-ésima expressao para a taxa de hidrélise diretamente
proporcional ao somatério das concentracées de enzimas adsorvidas.
A outra abordagem analisada envolveu a inclusdo de uma funcao linear

da carga inicial de sdlidos para diminuir a quantidade de enzima adsorvida. As
Equacdes 2.4 e 2.5 ilustram esse procedimento.
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n = f(z Ei,ADS)J_ (2.4)

Eiaps = (1 - @ Sp) fiaps (2.5)

Em que 5 é a j-ésima taxa de reagdo heterogénea considerada no

modelo, (X ELADS)J. € a j-ésima expressao para a taxa de hidrdlise diretamente

proporcional ao somatorio das concentragdes de enzimas adsorvidas, a; € 0 i-€simo
fator de decréscimo de adsorgéo, Sy € a concentracdo inicial de celulose e fiaps € 0

modelo de adsor¢cao empregado para a i-€sima enzima.

Os resultados do estudo de Scott et al. (2015) revelaram que ambas as
abordagens se mostraram capazes de descrever adequadamente dados
experimentais de hidrélise enzimatica de palha de milho. Contudo, destaca-se que a
segunda hipétese se mostra mais palpavel, em vista do comportamento
experimental observado para a hidrélise em altas cargas de solidos, ja que alguns
autores reportam a reducao da fracao de enzimas adsorvidas (KRISTENSEN et al.,
2009).

2.6.1.5 Inativagdo enzimatica

Dependendo das condigdes operacionais do sistema reacional
considerado, as enzimas podem estar mais ou menos susceptiveis a inativacao
térmica ou mecéanica. Assim, a inativacdo € um fator recorrente nos modelos,
podendo ser escrita tanto para a concentracao total de enzimas como apenas para a
fracdo adsorvida. As formas mais comuns para representa-la utilizam processos de
primeira ou segunda ordem (BANSAL et al., 2009).

Além disso, a inativagdo pode ocorrer pela obstrucdo das enzimas na
prépria superficie do substrato ou devido a presenca de lignina. O primeiro caso é
mais provavel de ocorrer com as celobiohidrolases e pode ser descrito por meio de
um modelo de erosdo (BANSAL et al., 2009). O segundo pode ocorrer com
celulases e hemicelulases, sendo resultado da adsorcdo improdutiva das enzimas
na lignina (TEJIRIAN e XU, 2011).
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2.7 Otimizacao

Os problemas de otimizacao sdo aqueles que tém por objetivo obter um
valor extremo de maximo, minimo ou multiobjetivo (via programacao por metas) de
uma funcéo, f(x), e, para isso, se preocupam em determinar os valores das
variaveis, X = (x1,..., Xk), que levam a essa situagao (CHAPRA, 2012). Em termos
matematicos, o enunciado geral de um problema de otimizagdo pode ser expresso
pela Equagéao 2.6:

g00=<0 i=1,..,n
Min f(x) s.a.{ () =0 j=1,...m (2.6)
X€ES
Na qual f(x) € a fungéo objetivo (que deve ser minimizada), g, e h; séo
funcdes que representam as possiveis restricoes (podem ou nao estar presentes) e
S é 0 espaco de busca (S c R) (BEZ, 2005).

De forma geral, os processos de otimizacao podem ser classificados em
locais ou globais. No primeiro caso, a solugdo encontrada (x* é um ponto de étimo
dentro de uma vizinhanca, V(x*), pertencente ao espaco de busca, ou seja, para
vx e V(x), f(x) 2 f(x), no caso de minimo local, ou f(x) < f(x'), no caso de
maximo local. Ja na otimizacao global, a solucao encontrada (x* é um ponto de

6timo em todo o espaco de busca: para Vx €S, f(x) = f(x*), no caso de minimo

global, ou f(x) < f(x'), no caso de maximo global (BEZ, 2005).

Ademais, os problemas de otimizacdo podem ser divididos em restritos,
caso g,(x) ou hi(x) estejam presentes, ou irrestritos (caso contrario). Eles também
podem ser classificados em unidimensionais, nos quais X = xy, ou multidimensionais
(nos quais a funcao objetivo apresenta mais de uma variavel dependente). Outras
classificacoes estdo baseadas nos tipos de funcdes presentes: se f(x) e as
restricbes forem lineares, tem-se um caso de programacéo linear, ja se f(x) ou
alguma restricdo for ndo linear, tem-se um problema de programagéo nao linear
(CHAPRA, 2010).

Assim, os dois casos de otimizacdo considerados neste trabalho
(estimacao de parametros de modelos de hidrélise enzimatica e determinacdo de
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condicbes operacionais para diferentes estratégias de hidrolise) podem ser

classificados como problemas globais, irrestritos, multidimensionais nao lineares.

No que diz respeito aos métodos de resolucdo, é possivel dividi-los em
deterministicos e estocasticos. Os métodos de otimizagdo deterministicos
necessitam de informacdes referentes a direcdo de crescimento da fungcdo e atuam
vasculhando sucessivamente o espaco de busca, calculando o ponto seguinte com
base no ponto atual (BEZ, 2005). Eles podem ser divididos em abordagens que
requerem ou nao o conhecimento de derivadas da funcdo. Alguns exemplos de
abordagens que fazem uso de derivadas sdo os métodos de Newton, do gradiente
conjugado, Quase-Newton e de Marquardt. Métodos que n&o utilizam derivadas
incluem o da secao aurea, o de Brent e o de Powell, dentre outros (CHAPRA, 2010).

Os métodos de otimizacao estocasticos sao aqueles que empregam uma
abordagem probabilistica, sendo muitas vezes inspirados por outros campos do
conhecimento, como biologia ou fisica (MOHD ZAIN et al, 2018). Embora sua
eficiéncia seja comprometida pelo fato de ndo serem utilizadas informagdes relativas
ao comportamento da funcédo objetivo, tais métodos tendem a fornecer pontos de
6timo global (0 que as vezes nao € atingido através de métodos deterministicos)
(CHAPRA, 2010). Além disso, eles sdo especialmente interessantes nos casos de
problemas nao lineares ou que apresentem fungbes descontinuas ou nao
diferenciaveis (BEZ, 2005). Alguns exemplos desses métodos incluem simulated
annealing, tabu search, artificial bee colony, enxame de particulas, algoritmos
genéticos e evolucao diferencial (BEZ, 2005; DA ROS et al., 2013).

A comparagéo entre algoritmos deterministicos e estocasticos mostra que,
normalmente, os ultimos sdo mais indicados para a resolucdo de problemas
associados a bioprocessos (MOHD ZAIN et al., 2018). Isso é resultado de diversos
fatores. Em primeiro lugar, observa-se que, de maneira geral, os algoritmos
deterministicos crescem demasiadamente em complexidade com o numero de
variaveis do problema, o que contribui para que apresentem um maior overhead
(sobrecarga de memoria, tempo computacional, etc.). Ademais, € comum que eles
acabem convergindo para 6timos locais e ndao globais quando o espaco de busca é
muito complexo ou irregular, um problema que é minimizado pelos algoritmos
estocasticos, dada sua robustez (MOREIRA NETO, 2011; MOHD ZAIN et al., 2018).
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Ainda considerando a resolucdo de problemas relacionados a
bioprocessos, Mohd Zain et al. (2018) mencionam que, dentre os algoritmos
estocasticos, aquele que tradicionalmente fornece o melhor desempenho é a
evolucao diferencial. Tal afirmacao € corroborada por diversos trabalhos existentes
na literatura. Um exemplo € o estudo conduzido por Da Ros et al. (2013), em que
quatro algoritmos estocasticos de otimizacdo (enxame de particulas, simulated
annealing, evolugao diferencial e artificial bee colony) foram avaliados quanto a seu
desempenho na estimacao de parametros de um modelo de fermentagédo alcodlica
de hidrolisado de mandioca. Os resultados obtidos pelo algoritmo de evolucéo
diferencial foram os mais satisfatorios e, como conclusdo, os autores recomendam a
utilizacdo de evolugao diferencial para a condugédo de processos de estimacéo de
parametros cinéticos de modelos bioquimicos. Outro trabalho relevante € o de
Rocha M. et al. (2014), no qual os autores avaliaram a performance de trés classes
de métodos de otimizacdo meta-heuristicos na determinacdo do perfil 6timo de
alimentacdo de quatro casos distintos de processos de fermentagcdo em batelada
alimentada. Os autores concluiram que a evolugao diferencial era a estratégia mais
consistente, fornecendo resultados aceitdveis em todos os casos avaliados e boa
velocidade de convergéncia.

Diante do exposto anteriormente, fez-se a opc¢ao por trabalhar com um
algoritmo de evolucéao diferencial para o desenvolvimento deste projeto.

2.7.1 Otimizacao através de evolucao diferencial

O algoritmo de evolugcao diferencial foi proposto por Storn e Prince em
1997 e permite a minimizacao de fungdes continuas, lineares ou nao, diferenciaveis
ou ndo (STORN e PRINCE, 1997). Ele faz parte da classe dos algoritmos evolutivos,
isto é, métodos de otimizagdo meta-heuristicos com abordagem populacional
baseados em mecanismos de evolucao bioldgica (DAS et al., 2009).

Na resolucdo de problemas de otimizagdo através de algoritmos
evolutivos, trabalha-se com uma populagdo de solugbes candidatas. A converséo
dessas possiveis solucdes para a resposta final do problema estd baseada em dois
passos fundamentais: um processo de modificacdo da populacdo (que geralmente
envolve etapas de mutacédo e crossover) e um processo de selecdo de individuos
(DAS et al., 2009).
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No caso da evolucao diferencial, a populacdo de solucdes candidatas é
formada por NP vetores do tipo V;s (comi=1,...,NP), cada um deles composto por
D elementos. Nessa notacdo, NP € o numero total de individuos definido para a
populacdo, G denota qual o niumero da iteracao (geragao) atual e D é igual ao
numero de variaveis do problema de otimizagcao (STORN e PRINCE, 1997).

Existem diferentes esquemas de algoritmos de evolucdo diferencial no
que diz respeito ao processo de modificacdo da populacdo. Eles sao identificados

segundo a nomenclatura “DE/a/b/c”. O termo “a” mostra qual o individuo que sofre
mutacdo, sendo geralmente rand (quando um vetor da populacdo € escolhido
randomicamente) ou best (quando € selecionado o vetor associado ao valor mais
baixo da fungao objetivo numa geracao). O termo “b” € um numero e indica quantas
diferencas ponderadas sao aplicadas na mutagéo. Finalmente, o termo “c” refere-se
ao esquema de crossover utilizado, usualmente bin (binomial) ou exp (exponencial)
(STORN e PRINCE, 1997; DAS et al., 2009). De maneira simplificada, as principais
estratégias de geracdo, modificagdo e selegcdo da populacdo em algoritmos de

evolucao diferencial envolvem:

1. Obtencéo da populagéo inicial: os individuos (Vi) da populagéo

inicial sdo obtidos randomicamente, segundo distribuicdo uniforme
de probabilidade, de forma a cobrir todo o espaco de busca. Caso
seja definida uma estimativa inicial de solugdo, os individuos (V)
sdo gerados de modo a se distribuir normalmente ao redor da
mesma (STORN e PRINCE, 1997).

2. Mutacao: durante a fase de mutacao novos vetores (representados
por M; s) séo criados a partir da soma de diferencas ponderadas
entre dois vetores populacionais a um terceiro individuo. As formas

mais usuais de mutagéo sdo dadas pelas Equagbes 2.7-2.11:

DE/rand//... :
M=V, 6+F (V26-Vs3c) (2.7)

DE/best/1]... :
MG = Viestc + F (Vi1.6-Vi26) (2.8)
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DE/target-to-best/1/... :
Mc=Vig+F (Mpestc-Vig)* F' (V- Vizs) (2.9)
DE/rand/?/... :
M=V, 6+F (Voc-Vise)*F (Muc- Visc) (2.10)
DE/best/2]... :
MG =Viestc + F (Vi.6- Viog) + F- (Viz6 - Vius) (2.11)

Em que os indices r1,r2, r3, r4 e r5 indicam individuos distintos
escolhidos aleatoriamente na populacdo, o subscrito best é
referente ao individuo que resulta no menor valor da fungéao
objetivo numa dada geracdo e F € o fator de diferengca (F > 0)
(DAS et al., 2009).

. Crossover: nessa etapa € gerado um novo vetor (C; ) resultante
da combinagdo entre individuos (V; ) e mutantes (M, s). Os dois
principais procedimentos adotados para essa combinagdo s&o o
exponencial e o binario (DAS et al., 2009). No caso deste trabalho,
sera empregado um algoritmo que utiliza o esquema binario.
Nesse esquema, os elementos do vetor C;; sdo definidos de

acordo com a Equagéo 2.12:

_ ) Mjic Se€ 1)) S Cr ou j=lng
e = Cre | (2.12)
Viic se 1> CLre J# lang .

Em que 7, € um numero entre 0 e 1 gerado aleatoriamente
(segundo uma distribuicdo uniforme) a cada novo elemento
analisado, j indica qual o elemento dos vetores (j= 1, ..., D; com D
igual ao numero total de varidveis a serem ajustadas), Cr € a
constante de probabilidade de crossover (0 < Cr< 1) € l,3pqg € UM
namero natural entre 1 e D escolhido randomicamente para
garantir que pelo menos um elemento de C;s tenha origem no
vetor mutante (STORN e PRINCE, 1997). A Figura 2.8 ilustra esse

processo.
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Figura 2.8. Esquema do processo de crossover bindrio para um
problema de otimizag&do com 6 variaveis. Nesse exemplo, /zpg =5 € 1y )
e I 4) séo menores que o valor estabelecido para Cr. Adaptado de Storn
e Prince (1997).

Vie Coc
j =1 J =1
ri < Cr N
j=2 / T j=2
8
j=3
r; £ Cr
j=4 ]
I = lrand
j=5 ran
j=6
Individuo Vetor mutante Resultado do
j=1,..,D;,(D=6) crossover

4. Selecdo: o processo de selecao define quais vetores farao parte
do conjunto populacional da préxima geracado. Nesse processo, 0s
vetores V,s sdo comparados aos Cjz e 0s novos individuos
(Vic+1) sé@o escolhidos em termos do menor valor da fungéo

objetivo (f), conforme a Equacgao 2.13:

Vige = {Ci,G se f(Cig) < f(Vig) (2.13)

Vic sef(Cig)> f(Vig)

Em seguida, os passos 2-4 sado repetidos até que o critério de
parada seja atingido. Alguns dos critérios comumente utilizados
incluem o numero maximo de iteracdes, o nimero maximo de
avaliacoes da funcédo, a definicho de uma tolerancia para a
qualidade da populacdo e a definicdo de um valor a ser atingido
pela funcdo objetivo (DAS et al., 2009; OCTAVE, 2018).

Um ponto que também merece destaque na evolugédo diferencial é a
escolha dos valores dos seus trés parametros de controle: o numero de individuos

da populacdo (NP), o fator de diferenca (F) e a constante de probabilidade de
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crossover (Cr). Embora ndo exista uma regra Unica, é possivel encontrar algumas
recomendacgdes na literatura. O manual de referéncia de funcdes do software GNU
OCTAVE reune algumas delas. No caso do NP, uma boa estimativa € utilizar o valor
de 10D (dez vezes o numero de variaveis do problema). Com relagdo ao fator de
diferenca, recomenda-se escolher um valor no intervalo [0,5 , 1]. Por fim, o valor de
Cr influi significativamente na velocidade de convergéncia, sendo interessante

aplicar valores proximos a 1 (OCTAVE, 2018).

Existem ainda variantes do algoritmo tradicional de evolucéo diferencial,
que sao desenvolvidas para tentar superar alguns contratempos aos quais o método
pode estar sujeito, como convergéncia lenta ou prematura e alta sensibilidade aos
parametros de controle (NP, Fe Cr) (MOHD ZAIN et al., 2018). No caso do presente
trabalho, optou-se por utilizar a fungcao de_min do programa OCTAVE v.4.2.1. Essa
fungcdo tem como algoritmo padrdo uma variacdo do algoritmo tradicional de
evolucao diferencial denominada de DEGL/SAW/bin (OCTAVE, 2018).

O esquema DEGL/SAW/bin aplica uma mutacdo baseada em vizinhangas
globais e locais (DEGL). Nesse processo de mutagdo sao gerados inicialmente dois

vetores recombinantes: um local (/; g) e um global (gLG), ambos calculados segundo
a Equagdo 2.9, s6 que o primeiro utilizando individuos vizinhos ao V; s e o0 segundo
considerando individuos de toda a populacdo. Entdo, os vetores recombinantes sédo
somados segundo a Equagéo 2.14, formando o vetor mutante (M;s) (DAS et al.,
2009).

Mc=w- 9" (1-w)-lg (2.14)

Em que w é um parédmetro denominado de fator de ponderacao. No caso
da estratégia DEGL/SAW/bin, o fator de ponderagéao € auto-adaptativo (SAW). Além
disso, conforme mencionado anteriormente, o algoritmo faz uso de crossover do tipo
binario (bin). (DAS et al., 2009; OCTAVE, 2018).
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Parte Experimental
3.1.1 Substratos

No presente estudo foram utilizados dados de hidrélise enzimatica obtidos
com bagacos de cana-de-acucar que passaram por diferentes tipos de pré-
tratamento. O primeiro substrato, aqui denominado de BH, foi submetido a pré-
tratamento hidrotérmico. O segundo, denominado de BAD, sofreu pré-tratamento
acido diluido seguido de deslignificacao por hidroxido de soédio. Ambos os materiais
foram fornecidos e caracterizados pelo Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia
do Bioetanol (CTBE/CNPEM) (Campinas, SP, Brasil).

Mais detalhes acerca dos procedimentos de pré-tratamento empregados
podem ser encontrados na Tese de Machado (2018). A caracterizagdo quimica dos
materiais encontra-se transcrita na Tabela 3.1. As composi¢des indicadas estdo em
base seca.

Tabela 3.1. Composi¢do quimica em base seca para os dois bagagos pré-tratados utilizados
na geracao dos dados experimentais, conforme apresentado por Machado (2018).

Componente? Teor no BH (%, m/m) Teor no BAD (%, m/m)
Celulose 61,07 £ 0,97 71,22 +0,19
Hemiceluloses 2,10 £ 0,06 2,05+0,18
Lignina total 31,97 +0,05 20,10 £ 0,47
Cinzas 6,44 + 0,06 7,55 +0,17
Extrativos - -

Total 101,58 +1,05 100,00 + 0,28

# A metodologia adotada na caracterizagdo dos materiais foi descrita por Rocha G.J.M. et al.
(2014).

A umidade dos bagacos pré-tratados foi determinada via analisador de
umidade por infravermelho (GEHAKA — 1V2500, Sao Paulo, SP, Brasil) em duplicata.
O valor obtido nos dois casos (BH e BAD) foi de aproximadamente 7% (m/m) (valor

de umidade dos materiais durante seu armazenamento).
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3.1.2 Complexo enzimatico

O complexo enzimatico empregado nos ensaios considerados neste
trabalho foi o Cellic CTec2 (NOVOZYMES, Bagsveerd, Dinamarca). Esse coquetel é
indicado para aplicagdo na degradacao de materiais lignocelulésicos em agucares
simples e apresenta em sua composigdo uma mistura de celulases, hemicelulases e

B-glicosidases.

A caracterizagdo do complexo foi efetuada através de duas analises. A
primeira foi a determinagéo da atividade enzimatica de celulase presente no sistema,
que foi realizada segundo a metodologia proposta por Ghose (1987), conforme
indicado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada. A segunda foi a
quantificacdo da proteina total, seguindo o método de Bradford (BRADFORD, 1976).

O valor de atividade medido foi de 112,65 + 13,54 FPU/mL (unidades de
papel de filtro por mililitro do coquetel) e o teor proteico obtido foi de 74,63 + 3,02

mg/mL.
3.1.3 Dados de hidrdlise enzimatica

Os dados empiricos de hidrélise enzimatica de bagaco de cana-de-agucar
empregados nas fases de modelagem matematica e de reestimacao de parametros
deste projeto foram gerados por Machado (2018). Conforme mencionado nas
Subsecdes 3.1.1 e 3.1.2, os materiais pré-tratados BH e BAD foram utilizados como
substratos nos ensaios e as hidrélises foram executadas com o coquetel enzimético
Cellic CTec2. A seguir sdao apresentadas as principais informacoes referentes aos
procedimentos adotados em cada estratégia de hidrélise considerada. As
metodologias detalhadas estdo descritas na Tese de Machado (2018).

3.1.3.1 Hidrdlise enzimatica em batelada

Os experimentos de hidrdlise em batelada foram feitos variando a
concentracao inicial de celulignina (BH ou BAD) nos sistemas. Os casos
considerados no presente trabalho sdo aqueles cujas cargas de solidos foram de 5,
10, 15 € 20% (m/v).

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e em todos os sistemas
a biomassa foi diluida em tampéo citrato 0,05 M (pH 4,8) complementado com azida
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sédica (acrescida na proporcédo de 0,02% / g de substrato) e o coquetel enziméatico
foi adicionado de forma a garantir uma carga de celulase de 15 FPU/g de sélidos. A
incubacao foi feita a 50 °C por 144 h com agitacao de 150 rpm.

A quantificagdo dos agucares liberados (celobiose e glicose) foi feita
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os dados obtidos

encontram-se no Anexo |.
3.1.3.2 Hidrdlise enzimatica em batelada alimentada

A hidrélise em batelada alimentada foi realizada utilizando uma carga
inicial de 10% (m/v) de solidos (BH ou BAD). Assim como no processo em batelada,
foi utilizado tampao citrato 0,05 M (pH 4,8) complementado com azida sédica (0,02%
/ g de biomassa) e carga enzimatica de 15 FPU/g de substrato. A incubac¢ao ocorreu
a 50 °C por um periodo de tempo total de 144 h com agitagéo de 150 rpm.

Apos 6 h de reagéo, foram efetuadas trés alimentacdes espacadas entre
si por intervalos de 6 h. Cada alimentacéo foi composta de bagacgo pré-tratado (em
quantidade equivalente a utilizada em sistemas com 5% m/v de soélidos) acrescido
de coquetel enzimatico suficiente para manter a carga de celulases no sistema em
15 FPU/g de biomassa. As concentracées de celobiose e de glicose obtidas ao
longo do processo foram determinadas via HPLC. Os resultados encontram-se no
Anexo |l.

3.1.3.3 Hidrdlise enzimatica em etapas

A hidrélise em etapas foi desenvolvida englobando trés estagios distintos,
conforme exposto pelas Figuras 3.1 e 3.2.

Figura 3.1. Estratégia de hidrolise enzimatica em etapas utilizando BH como substrato.
Acervo pessoal.

Enzima: Cellic Ctec2
(15 FPU/lg)
Cellic Ctec2

ADSORGAO
(2h)
(150 rpm/ 25°C)
(3 FPUIg)

Filtrado Hidrolisado 1 Hidrolisado 2

1
| BH + enzimas
I (16:86% miv)

HIDROLISE
(12724 h)
(150 rpm/ §0°C)

HIDROLISE
(48 h)
(150 rpm/ 50°C)

BH
(6% miv)

Cellic Ctec2
(3 FPUIg)
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Figura 3.2. Estratégia de hidrolise enzimatica em etapas utilizando BAD como substrato.
Acervo pessoal.

Enzima: Cellic Ctec2
(15 FPUIg)

ADSORGAO
(4 h)
(150 rpm/ 25°C)

BAD + enzimas |
(8s2%hmv) |

HIDROLISE
(12724 h)
(150 rpm/ 50°C)

HIDROLISE
(48 h)
(150 rpm/ 50°C)

BAD
(5% miv)

Cellic Ctec2
(3 FPUIg)

Cellic Ctec2
(3 FPUIg)

Filtrado Hidrolisado 1 Hidrolisado 2

O primeiro estagio € uma etapa de adsorcao enzimatica num sistema com
carga de 5% (m/v) de soélidos. Assim como nas demais estratégias, foi utilizado
tampao citrato 0,05 M (pH 4,8) com azida so6dica e 15 FPU de celulase / g de
substrato. A adsorcéo ocorreu por 2 h para o BH e por 4 h para o BAD, ambos os
casos a 25 °C e 150 rpm, condi¢des nas quais era atingido o equilibrio de adsorcao
enzimatica nos sistemas em questao (sem hidrélise significativa do substrato),
conforme previamente estudado por Machado (2018). Esse estagio foi concluido por
uma operagao de filtracao, onde parte da fase liquida foi descartada com o intuito de

concentrar o sistema.

A hidrélise enzimatica teve inicio na segunda etapa. A biomassa
concentrada no estagio anterior recebeu a adicdo de 3 FPU de celulase / g de
sélidos, de forma a recuperar a carga enzimatica perdida no filtrado. A carga de
sélidos inicial para a hidrélise nos ensaios com BH foi de 16,86 % (m/v) e de 18,92
% (m/v) para os ensaios com BAD. A incubacao foi realizada a 50 °C e 150 rpm por
um periodo de tempo pré-determinado (foram testados intervalos de 12 h e 24 h).

Em seguida, os sistemas foram filtrados para remover parte do hidrolisado.

Os substratos concentrados e pré-hidrolisados passaram entdo para o
ultimo estagio do processo. O procedimento dessa etapa € similar ao da anterior.
Foram acrescidos 3 FPU de celulase / g de sélidos e os sistemas foram submetidos
a uma nova fase de hidrélise. As condi¢des de incubagao foram as mesmas, porém
o tempo de reacao foi de 48 h. O teor de glicose alcancado ao longo do processo foi
medido via HPLC. Os valores determinados encontram-se no Anexo lll.
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3.1.3.4 Hidrdlise enzimatica com reciclo de hidrolisado

A estratégia de hidrdlise com reciclo de hidrolisado foi organizada em
quatro etapas, conforme exposto na Figura 3.3.

Figura 3.3. Estratégia de hidrolise enzimatica com reciclo de hidrolisado para sistemas
utilizando BH ou BAD como substrato. Acervo pessoal.

Substrato: 15% (miv) Substrato: 5% (miv) Substrato: 5% (miv) Substrato: 5% (miv)
Enzima: 15 FPUlg Enzima: 15 FPUlg Enzima: 15 FPUlg Enzima: 15 FPUlg

Hidrolisado 3 HIDROLISE 4
[r—— o
150 rpm/ 50°C
v

Hidrolisado 1 Hidrolisado 2

HIDROLISE 3
150 rpm/ 50°C

HIDROLISE1
150 rppm/ 50°C 150 rpm/ 50°C

h B ) A

O tempo total do processo variou, sendo considerados periodos de 48, 96
e 192 h. Em todos os casos, cada reacao de hidrélise possuia a mesma duragao
(12, 24 ou 48 h).

Conforme exposto na Figura 3.3, a primeira reacdo de hidrélise foi
executada num sistema com carga de 15% (m/v) de sélidos. Novamente, tampao
citrato 0,05 M (pH 4,8) com azida sddica foi empregado e a carga de celulase foi de
15 FPU / g de substrato. O meio reacional foi mantido a 50 °C e 150 rpm. Apds o
periodo de incubacao (12, 24 ou 48 h), foi efetuada uma operacao de filtracao,
visando separar o hidrolisado (a ser utilizado na fase seguinte) do residuo sélido.

As demais etapas de hidrolise enzimatica foram realizadas com uma
concentracao inicial de solidos de 5% (m/v). Em todos os casos, o hidrolisado obtido
na etapa anterior serviu como agente de diluicdo do substrato. Além disso, novas
cargas de Cellic CTec2 eram adicionadas na concentracdo de 15 FPU de celulase /
g de substrato. A incubacdo dos sistemas foi idéntica a realizada na primeira
hidrélise e uma nova etapa de filtragdo era feita ao término de cada reagéo.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para determinar o teor
de glicose ao longo do processo. Os valores medidos encontram-se no Anexo V.
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3.1.4 Ensaios de adsorcao enzimatica

Conforme mencionado na Subsecado 2.6.1.4, um fator as vezes
incorporado a modelos de hidrélise enzimatica de biomassa para considerar
explicitamente o efeito sélido é a reducéo da carga enzimatica adsorvida em fungéo
da concentracédo de soélidos do sistema. Contudo, ndo existe um consenso entre 0s
resultados experimentais presentes na literatura que permita afirmar que tal

fenbmeno realmente ocorra de forma significativa.

Dessa forma, no presente projeto foram realizados ensaios de adsorcéao
enzimatica com o intuito de avaliar o efeito do aumento da carga inicial de sélidos
sobre a concentragcédo de equilibrio de enzimas adsorvidas no sistema. Além disso,
os ensaios foram feitos para fornecer os valores de concentracdo de enzima
adsorvida (Exps) e de enzima livre (E;yre), Necessarios para o desenvolvimento de

alguns dos modelos estudados neste trabalho (Modelos #1 e #2).

Esses experimentos foram realizados utilizando como substrato o bagago
deslignificado (BAD), visto que os resultados dos ensaios de hidrélise desse material
mostraram uma diminuicdo da conversao final do processo conforme aumentava a
concentragao inicial de soélidos no sistema (vide dados do Anexo |). O complexo
enzimatico empregado foi 0 mesmo utilizado nos ensaios de hidrélise (Cellic CTec2).

Os ensaios foram preparados em triplicatas para cada uma das diferentes
cargas iniciais de solidos (5, 10, 15, 20 e 25 % m/v). Em cada caso, a massa de
bagacgo a ser utilizada foi determinada em balanga analitica (BEL ENGINEERING —
M124Ai, Piracicaba, SP, Brasil). O material foi transferido para Erlenmeyers de 125
mL, onde foram adicionados o tampao (citrato de sddio 50 mM, pH 4,8) e o coquetel
enzimatico (Cellic CTec2, 15 FPU / g de substrato).

Os Erlenmeyers foram incubados em shaker (MARCONI — MA832,
Piracicaba, SP, Brasil) por 8 h (tempo suficiente para atingir o equilibrio de adsorcao
para todas as concentragdes avaliadas), a 25 °C e com agitagao de 150 rpm.

Apoés a incubacao foram coletadas amostras da fase liquida presente no
sistema. Em alguns casos (20 e 25 % de sélidos), ndo existia sobrenadante, sendo
necessario centrifugar o material para obter as amostras. A centrifugacao foi



75

realizada em centrifuga de bancada (Nova Técnica - NT 810, NEW QUIMICA, Belo
Horizonte, MG, Brasil) por 2 minutos a 3000 rpm.

Por fim, a determinacdo da concentracdo de enzima livre foi realizada
através da quantificagdo de proteina nas amostras coletadas. O método de Bradford
(BRADFORD, 1976) foi empregado nessa etapa. A carga de enzima adsorvida foi
calculada como a diferenca entre a concentracao total de enzima adicionada e o

valor de proteina livre determinado.

A Tabela 3.2 apresenta os resultados em termos das concentragdes de
enzima livre (E;yre) € adsorvida (Esps). As cargas de enzima adsorvida (em mg/g de
bagaco) e as respectivas fragcbes do complexo enzimatico que sofreram adsorgéao
também s&o indicadas.

Tabela 3.2. Dados de adsorgao enzimatica ®.

Solidos, Enzima adsorvida Fracao

% (m/v) Evvre (/L) Eaps (g/L) (mg/g) adsorvida (%)
5 0,110 £ 0,007 0,387 + 0,007 7,744 £ 0,147 77,93

10 0,199 £+0,013 0,795 +0,013 7,946 £ 0,133 79,96

15 0,281 £+0,082 1,210 +0,082 8,064 + 0,548 81,14

20 0,547 £0,039 1,441 £0,039 7,204 £ 0,197 72,50

25 0,694 £ 0,051 1,790 + 0,051 7,161 £ 0,206 72,06

4 Os dados apresentados foram gerados a partir de ensaios usando BAD, contudo eles
também foram aplicados nos modelos desenvolvidos para sistemas trabalhando com BH.
Essa extrapolagdo foi feita com base nos resultados de cinética de adsorgéo realizados por
Machado (2018), onde foi verificado que, apesar de apresentarem cinéticas de adsorcao
distintas, os sistemas utilizando BH e BAD atingem valores de E,ps similares no equilibrio.

A andlise da Tabela 3.2 mostra que a fracdo do complexo enzimatico que
foi adsorvida variou entre 72,06% e 81,14%. Entretanto, a fim de verificar se houve
um decréscimo significativo na concentragédo de enzima adsorvida com o aumento
da carga de sélidos, os dados gerados foram submetidos ao Teste de Tukey. A

Figura 3.4 expde essa analise.
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Figura 3.4. Andlise do conteldo de enzima adsorvida usando o teste da Diferenca Minima
Significativa de Tukey com nivel de significancia de 0,05 (95% de confianca). DMS = 0,779.

5% (M) 10% (M) 15% (M) 20% (M) 25% (mv)
-0,201 -0,319 0,540 0,584

10% (m/v) 0,201 -0,118 0,741 0,785
15% (m/v) 0,319 0,118 0,859 0,903
20% (m/v) -0,540 -0,741 -0,859 0,044
25% (m/v) -0,584 -0,785 -0,903 -0,044

A analise da Figura 3.4 evidencia que a concentracdo de enzima
adsorvida durante os ensaios com carga inicial de sélidos de 5% (m/v) ndo diferiu
significativamente das demais, com nivel de significancia de 0,05 (95% de
confianga). Portanto, foi possivel concluir que a carga de solidos nao tem um efeito
significativo na fragdo de enzimas adsorvidas. Assim, a adsor¢do enzimatica parece
nao ser um fator relevante para explicar a diminuicdo da conversao nos ensaios de

hidrélise enzimatica do BAD conforme aumenta a carga de soélidos.

Diante desses dados, os modelos desenvolvidos neste projeto néo
consideraram a diminui¢cdo na fracdo de enzimas adsorvidas para descrever o efeito

solido.

3.2 Modelagem Matematica
3.2.1 Tratamento dos dados experimentais

Esta etapa foi realizada com o intuito de aumentar o numero de pontos
em cada conjunto de dados a serem utilizados nas fases de estimagdo e
reestimacdo de parametros. Esse procedimento foi realizado empregando os
resultados gerados por Machado (2018), constantes nos Anexos I-1V.

O tratamento foi efetuado ajustando curvas aos dados experimentais
pertencentes a cada perfil de concentracao de glicose ou de celobiose. Para tanto,
foi empregada a técnica de spline cubica, com o auxilio do programa OCTAVE
v.4.2.1 (funcdo splinefit).
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3.2.2 Formulacao dos modelos

Ap6s a analise de diferentes abordagens presentes na literatura, foram
propostas, inicialmente, quatro alternativas de modelos para a descricao da hidrélise
enzimatica do bagago de cana-de-agucar nos sistemas em estudo. A intencao foi
permitir a comparacédo dos diferentes modelos e a posterior selecdo daquele que

melhor descrevesse 0s dados experimentais.

Conforme mencionado na Secéo 2.6, os modelos considerados sao do
tipo semi-mecanistico, uma vez que essa classe apresenta um grau de

complexidade suficiente para atender aos objetivos estabelecidos para este projeto.

As duas primeiras alternativas consideradas (Modelos #1 e #2) sao
simplificagdes da modelagem descrita por Moreira Neto (2016), sendo desprezados
os termos de diminuicdo da area superficial da celulose e a reagdo de conversao de

xilana em xilose.

Os Modelos #3 e #4 tém como base a modelagem proposta por
Tervasmaki et al. (2017). Entretanto, diferentes fatores associados a diminuicao da
taxa de reacao foram considerados.

A Tabela 3.3 apresenta o equacionamento dos quatro modelos avaliados

neste trabalho.

Tabela 3.3. Alternativas de modelos consideradas para a descricdo dos dados de hidrélise

enzimatica.
Identificacao Equacoes de balanco?® Equacoes de taxa
_ ki Eaps C
dC ey r= Ch G c
@ Kiua |1+ (eya) * (Rea)]
dt M. Kics,cel/  \Kig,el
dCb ko E;yre Cb
Modelo #1 —gf - 1,056 -r 2= PP G b
+ +
M.2 [ (KIG,bg>]
dG ks Eaps C

E=1,053r2+1,111r3 rs =

Cb G
Ko |1+ (k) * ()| *
m3 |+ Kich,cl ¥ Kig,ci ¢
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Tabela 3.3. (continuacdo)

ar - = Ch G
Ko 1+ (rees) * (R * €
’ Kico,el)  \Kig,ei
dCb
Modelo #2 ar = 1,056 r1 -1,
= ko Ejvre Cb
° [+ (kg
e Ky |1+ +Cb
i 1,053 r, M,2 K109
dC _ _k Erorau CR
a [+ ()
Modelo #3 Kic
dG =1,111r
dt R=C/C,
_ k Erorar CR
r =
dc S
a 1))
Modelo #4 :
4G )
—=1111r .
dt K,=K,G[1-a< >] R= C/Cy
CrotaL

4 Os coeficientes das equacdes foram determinados considerando a estequiometria.

Para a definicao desses modelos foram adotadas as seguintes hipoteses:

1. O substrato é tido como uniforme, tanto em caracteristicas
estruturais (cristalinidade, porosidade, etc.) como em acessibilidade
das enzimas a biomassa.

2. A fracao de hemicelulose é desprezivel, 0 que se deve a baixa
porcentagem presente nos bagacos pré-tratados (vide Tabela 3.1).

3. Alignina presente é inerte.

4. O efeito da inativacdo enzimatica de qualquer natureza (térmica,
mecanica, etc.) é desprezado.

5. Nos modelos #3 e #4 assume-se que a conversao da celobiose em
glicose nao é uma etapa limitante no sistema em estudo, o que se
justifica pelas baixas concentracées de celobiose observadas
(quando comparadas as de glicose, vide Anexo |) e pela elevada
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atividade de [-1,4-glicosidase inerente ao coquetel enzimatico
considerado (Cellic CTec2).

No modelo #2 faz-se a distincdo entre a reacdo de quebra da
celulose em celobiose (ry) e a reacdo de conversao da celobiose
em glicose ().

No modelo #1 s&o consideradas as mesmas reagdes presentes no
modelo #2 e € incluida a r3, que representa a conversao direta de
celulose em glicose.

Nos modelos #1 e #2 o complexo enzimatico € representado por
duas concentragdes enzimaticas, uma referente as celulases (sem
distincao entre endoglicanases e celobiohidrolases) e outra as B-1-
4-glicosidases.

Nos modelos #1 e #2 assume-se que apenas as celulases
adsorvem no bagaco, por isso sua concentracdo é representada
pela concentracdo de enzima adsorvida, Esps (vide ensaios de
adsorcao na Subsecéao 3.1.4).

Nos modelos #1 e #2 a concentragcao de [-1,4-glicosidase é
representada pela concentragcdo de enzima livre, E;gre (vide
Subsecéao 3.1.4).

Nos modelos #3 e #4 o coquetel enzimatico é representado por
uma concentragao unica, igual a concentragao total de enzimas no
sistema (ndo é feita a distingdo entre os diferentes tipos de enzima
presentes). Essa simplificacdo foi possivel uma vez que esses
modelos apresentam uma unica taxa de reacao.

Os sistemas estdo sujeitos a inibicdo competitiva por produto.
Glicose e celobiose sdo consideradas inibidores nas reacbes rqy e
r3. Ja nas reagbes r, e r, apenas glicose é tida como inibidor.
Outros possiveis inibidores como xilose ou compostos originados
pela degradacdo da biomassa foram desprezados em func¢ao do
baixo teor presente nos sistemas.

Nos modelos #3 e #4, o termo de reatividade do substrato (R) €

adicionado para descrever a diminuicdo da taxa de reacdao em
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funcdo do aumento da conversao, conforme sugerido por Kadam et
al. (2004).

15. No modelo #4 o efeito sdlido é incluido de forma explicita. Porém,
optou-se por nao associar o fenbmeno a adsorgao enzimatica, visto
que ensaios de adsor¢cdo nao indicaram uma diminuicao
significativa da fracdo de enzimas adsorvidas com o aumento da
carga de sélidos nos sistemas (vide Subsecdo 3.1.4). No caso,
assume-se que o efeito sdlido esteja relacionado ao aumento da
severidade da inibicdo por produto. Assim, é proposta uma

constante de inibicdo modificada (K,*), conforme a Equacéao 3.1:

. G"
K =K l1 -a( )l (3.1)
CTOTAL

Na qual K7 € a constante de inibicao modificada (g/L), Kz é a

constante de inibicdo por glicose (g/L), G é a concentracdo de
glicose (g/L), CroraL € @ quantidade total de celulose adicionada ao
sistema (g/L), a é um parametro com a unidade (g/L)" "™ e n é um

indice adimensional.

3.2.3 Estimacao dos parametros

A estimacao dos parametros foi conduzida para cada um dos modelos
considerados e para cada bagaco utilizado como substrato (BH e BAD). Ela foi
realizada empregando os pontos obtidos pelo tratamento dos dados experimentais
dos ensaios de hidrélise em batelada, considerando apenas os sistemas de reacao a
5, 15 e 20% (m/v) de so6lidos. Os dados de hidrolise em batelada gerados no sistema
com concentracao de bagaco de 10% (m/v) nédo foram utilizados nesta etapa para
gue os mesmos pudessem ser aplicados na fase de validagdo do modelo.

O algoritmo aplicado na estimagdo dos parametros (6) de um dado
modelo envolveu a minimizagéo da fungéo objetivo Ming), dada pela Equagéo 3.2

para os Modelos #1 e #2 e pela Equacéo 3.3 para as demais abordagens:
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ne Np *
. G, - Gy
Ming = > (#) (3.3)

Nas Equagbes acima, Cb;j e G;j sdo, respectivamente, as concentragoes
de celobiose e glicose preditas pelo modelo a ser ajustado; np € o numero total de
pontos pertencentes a um dado perfil de hidrélise; ne € o nUmero de ensaios em
batelada (no caso, trés: 5%, 15% e 20%) e Cb;; e Gj; sdo os valores de
concentragcdo de celobiose e glicose gerados apds o tratamento dos dados
empiricos. O método de minimizagdo empregado foi 0o da evolucao diferencial,
através da fungcéo de_min do programa OCTAVE v.4.2.1. Os principais aspectos do

algoritmo dessa funcéo estdo resumidos na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Principais caracteristicas do algoritmo de evolugéo diferencial empregado.

Caracteristica Valor
Argumento da Funcao Funcéo objetivo, Min g,
Dados de Saida Vetor de parametros estimados (6*)

Valor final da fungao objetivo, Min g+
Variaveis referentes a convergéncia

Variaveis de Controle

N? de individuos da populacao (NP) 10xD, D = numero de parametros
Fator de diferenca (F) 0,8

Constante de crossover (Cr) 0,9

Esquema de resolucao DEGL/SAW/bin

Valor a ser alcangado (VTR) 0

Tolerancia (tol) 0,001

N° maximo de itera¢des (maxiter) 500

3.2.4 Avaliacao dos modelos e selecao

Nessa fase do projeto, os modelos propostos foram avaliados quanto a

qualidade do ajuste e a capacidade de predicao, de forma a selecionar aquele que
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melhor descreve a cinética de hidrélise de cada um dos bagacos utilizados (BAD e

BH). Para tanto, dois métodos foram empregados.

O primeiro foi uma inspecao visual dos perfis de hidrélise, i.e., uma
comparacao entre os valores de concentracao de agucares preditos pelos modelos e
os dados empiricos obtidos ao longo das reagdes. Nessa avaliagéo, tanto os dados
utilizados na estimacédo dos parametros (resultados de hidrolise em batelada com
cargas iniciais de solidos de 5, 15 e 20% m/v) como os dados reservados para a
validacao (resultados de hidrdlise em batelada com carga inicial de 10% m/v de

sélidos) foram utilizados.

O segundo método considerado foi o teste F modificado, conforme
sugerido por Bonomi e Schmidell (2001). Esse teste fornece uma estimativa do
minimo erro experimental (¢) que seria necessario para garantir o ajuste de um

modelo a um conjunto de dados experimentais. O célculo de € segue a Equagéo 3.4:

£= /—32 (N-1) (3.4)
YL, (gi)2 .

Em que N € o numero total de dados empiricos, g, € o i-ésimo valor de

concentragéo de glicose medido e s? é a estimativa da variancia do erro do modelo,

dada pela Equacao 3.5:

%)
Q
Py

(3.5)

B
3

Na qual SQR é a soma dos quadrados dos residuos e m € o nimero de

parametros ajustados presentes no modelo.

E importante destacar que no teste F modificado foram utilizados apenas
os dados relacionados a concentracdo de glicose (mesmo para os modelos que
incluem explicitamente as reagdes envolvendo celobiose). Isso foi feito para facilitar

a comparacao direta entre os quatro modelos estudados.

Além da avaliacdo do ajuste dos modelos, foi realizada a determinacao
dos intervalos de confianca dos parametros, visando a verificagdo do grau de
incerteza associado ao procedimento de estimacdo. Esses intervalos foram
calculados considerando a abordagem de distribuicdo normal assintética das
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estimativas dos parametros. Para isso, recorreu-se a uma fungdo andaloga a niparci
(MATLAB), mas implementada no programa OCTAVE v.4.2.1.

3.3 Analise de Diferentes Estratégias de Hidrolise
3.3.1 Reestimacao dos parametros significativos

Apés a selecdo da modelagem mais adequada para a representacao das
reacdes de hidrdlise em batelada dos dois substratos (BH e BAD), os modelos foram
adaptados para descreverem 0s demais sistemas em estudo (processos em

batelada alimentada, em etapas e com reciclo de hidrolisado).

Para tanto, os codigos anteriormente implementados foram modificados
para incluirem as mudancas de volume e concentracdo inerentes aos novos
processos considerados. Entdo, os parametros dos modelos foram reestimados para
cada nova estratégia, utilizando os pontos obtidos pelo tratamento dos dados

experimentais dos ensaios dispostos nos Anexos II-IV.

A reestimacgédo dos parametros também foi efetuada através de evolugéo
diferencial (funcao de_min do OCTAVE v.4.2.1), seguindo o procedimento descrito
na Subsecao 3.2.3. Entretanto, parametros nao significativos presentes nos modelos

foram mantidos fixos nessa etapa.

E importante destacar que a definicdo dos parametros significativos foi
realizada com base nos intervalos de confianca calculados: aqueles contendo o
valor zero foram considerados nao significativos. Além disso, a matriz de correlacao
(obtida através da funcao utilizada para calcular os intervalos de confianga) também
foi empregada para ajudar na definicdo de quais parametros deveriam ser fixados na

reestimacéo.

Finalmente, os modelos gerados via reestimacdo de parametros foram

avaliados de forma analoga a descrita ha Subsegéo 3.2.4.
3.3.2 Otimizacao de diferentes estratégias

A meta do processo de otimizacao foi determinar condigbes operacionais
que maximizassem a concentracao final de glicose do hidrolisado gerado em todas
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as estratégias analisadas. A fim de alcancar tal objetivo efetuou-se a minimizacao do
negativo do valor final de concentracdo de glicose determinado através de
simulagbes baseadas na modelagem proposta para cada estratégia. Novamente,
fez-se uso do método de evolugdo diferencial, através da fungdo de min do
programa OCTAVE v.4.2.1 (as variaveis de controle empregadas foram as mesmas
expostas na Tabela 3.4, com excegédo do VTR, que foi definido como - Inf.).

O tipo de resposta gerado durante a etapa de otimizagdo dependeu de
quais as variaveis operacionais mais relevantes para cada estratégia estudada. No
caso dos sistemas em batelada alimentada, por exemplo, a resposta era composta
por trés variaveis: a carga inicial de sélidos (Sy), o intervalo entre as alimentacdes (t;)
e a quantidade de substrato fresco alimentado (Sgin). O nimero de alimentagdes
realizadas durante o processo (Ngin) foi mantido fixo ao longo da resolugcdo do

problema de minimizacdo. Contudo, diferentes valores de Ny, foram testados.

Também foram impostas algumas restricoes durante a otimizacdo das
estratégias de hidrélise. A primeira diz respeito ao tempo total de reacéo, que foi
mantido igual ao tempo considerado nos ensaios experimentais, com intuito de
facilitar a comparacao dos resultados obtidos. A segunda restricao refere-se a carga
maxima de sélidos momentanea dentro do sistema. Tal fator foi considerado devido
a dificuldade para trabalhar com sistemas muito concentrados, especialmente com o
BH. Assim, foram estabelecidos limites na concentracao de solidos a fim de garantir
a viabilidade do processo (tanto no aspecto da eficiéncia da transferéncia de massa

e calor, como no ambito da redugao dos custos associados ao sistema de agitacao).

No caso da batelada alimentada, o limite imposto foi de 20% (m/v) de
sélidos, lembrando que esse valor restringe apenas a concentragdo momentanea
dentro do reator e ndo a carga acumulada ao longo do processo. Essa restricdo esta
de acordo com a literatura: Hodge et al. (2009), por exemplo, consideraram um limite
de 15% (m/m). Na hidrélise em etapas, a anadlise foi feita considerando trés limites
de cargas de sélidos: 20% (m/v); 25% (m/v), que foi a maior concentracao atingida
experimentalmente com o BH; e 30% (m/v) (apenas para o BAD).



85

CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Definicao do Modelo Cinético

Conforme mencionado na Sec¢ao 3.2, quatro modelos foram considerados
para a descricdo da hidrélise enzimatica dos substratos em estudo (BH e BAD).
Nesta sec¢éo é feita a analise do desempenho de cada um desses modelos, além de
ser definida qual a abordagem a ser utilizada para o desenvolvimento das demais

etapas do presente projeto.

Os resultados de estimacao de parametros dos Modelos #1 a #4 estao
expostos nas Tabelas 4.1-4.4. Além dos valores dos parametros, sdo apresentados
seus intervalos de confianca (com 95% de confianca) e as estimativas de erro
minimo experimental (resultados do teste F modificado).

Tabela 4.1. Parametros do Modelo #1 estimados com dados de hidrélise enzimatica em
batelada para os dois substratos (BH e BAD). Os valores de estimativa do erro (€) e dos
intervalos de confiancga (IC, 95%) também estao indicados.

Ensaios com BH Ensaios com BAD
Parametros
Valor IC, 95% Valor IC, 95%

ki (h™) 15,787 [-73,923 ; 105,50] 41,752 [41,752 ; 41,753]
K1 (9/L) 197,57 [-1027,2 ; 1422,3] 13,644 [6,604 ; 20,686]
Kicp, 1 (9/L) 7,251 [-325,48 ; 339,98] 0,175 [0,175;0,175]
KiG,er (9/L) 0,594 [-0,073 ; 1,261] 0,215 [0,134 ; 0,295]
k, (h™) 24,292 [-35028 ; 35076] 75,359 (66,451 ; 84,267]
K2 (9/L) 9,997 [-13945 ; 13965] 0,279 [-0,178 ; 0,736]
Kig,bg (9/L) 0,232 [-12,694 ; 13,158] 0,124 [-0,108 ; 0,355]
ks (h™) 7,239 [4,161 ;10,317] 37,748 [37,726 ; 37,769]
Ku,3 (g/L) 4,937 [-0,603 ; 10,478] 19,812 [15,130 ; 24,495]

Erro, £ (%) 191 23,3
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Tabela 4.2. Parametros do Modelo #2 estimados com dados de hidrélise em batelada para
os dois substratos. Os valores de ¢ e dos intervalos de confianca também estao indicados.

Ensaios com BH Ensaios com BAD

Parametros
Valor IC, 95% Valor IC, 95%

ky (h™) 5,082 [3,638 ; 6,526] 8,830 (6,027 ; 11,634]
K1 (9/L) 21,880 (6,086 ; 37,673] 19,672 [1,695 ; 37,649]
Kicp,cr (9/L) 1,394 [-0,838 ; 3,627] 2,111 [0,632 ; 3,590]

Kig,cr (/L) 3,583 [1,186 ; 5,980] 3,739 [1,227 ; 6,251]

ky (h™) 32,038 [-49,303 ; 113,38] 90,951 [79,762 ; 102,14]
K2 (9/L) 0,288 [-1,350 ; 1,926] 0,246 [-0,074 ; 0,568]

Ki,ng (9/L) 0,176 [-0,505 ; 0,857] 0,168 [-0,036 ; 0,373]

Erro, € (%)

25,8

25,9

Tabela 4.3. Parametros do Modelo #3 estimados com dados de hidrélise em batelada para

os dois substratos. Os valores de ¢ e dos intervalos de confianga também est&o indicados.

Ensaios com BH

Ensaios com BAD

Parametros

Valor IC, 95% Valor IC, 95%
k(Lg'h" 0,331 [0,321 ; 0,341] 0,527 [0,518 ; 0,536]
Kic (g/L) 2,267 [2,205 ; 2,329] 4314 [4,256 ; 4,371]

Erro, € (%)

6,9

10,4

Tabela 4.4. Parametros do Modelo #4 estimados com dados de hidrélise em batelada para

0s dois substratos. Os valores de ¢ e dos intervalos de confiangca também estéo indicados.

Ensaios com BH

Ensaios com BAD

Parametros

Valor IC, 95% Valor IC, 95%
k(h™) 4,367 [3,871 ; 4,863 8,865 [8,545 ; 9,185]
K (g/L) 0,018 [-5,650 ; 5,687] 7,159x107 [-1,948 ; 1,963]
Kic (g/L) 8,300x107 [-2,539 ; 2,556] 5,191x107 [-1,413 ; 1,423]
a(g/L)" 0,100 [-0,112;0,312] 2,880x10° [;,51’3951? 10%5
n 1,557 [1,082;2,032] 3,269 [2,610 ; 3,929

Erro, £ (%)

7,2

4,7
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E importante destacar que uma comparagdo direta entre os parametros
apresentados nas Tabelas 4.1-4.4 e aqueles existentes em modelos presentes na
literatura € pouco aconselhavel, uma vez que diferentes hipdteses podem ter sido
consideradas durante a modelagem. Ademais, os sistemas em estudo podem diferir
significativamente dependendo das condicbes empregadas (e.g.: substratos,
coquetéis enzimaticos, etc.). Entretanto, € possivel afirmar que as ordens de
grandeza dos resultados sdo coerentes com o0 observado em diversos trabalhos
(KADAM et al., 2004; ANGARITA et al., 2015; SCOTT et al., 2015; MOREIRA NETO,
2016; TERVASMAKI et al., 2017).

Uma analise mais expressiva dos resultados pode ser feita considerando
os intervalos de confianca dos parametros, ja que eles servem como um indicativo
da incerteza associada ao processo de estimacado e auxiliam na identificacdo dos

parametros significativos dos modelos.

No Modelo #1 (Tabela 4.1), observa-se um grande numero de parametros
com intervalos de confianga que incluem o valor zero, especialmente nos resultados
obtidos com dados do bagaco submetido ao tratamento hidrotérmico. Além disso,
mesmo nos resultados gerados a partir do outro substrato, existem parametros com
intervalos de confianca de grande amplitude, como ocorre com a constante de
saturacdo Ky 4 (amplitude superior a 50% do valor do pardmetro). Essas
observagdes evidenciam a existéncia de um alto grau de incerteza na estimacao dos
parametros, o que pode ser fruto de diversos fatores. Algumas das causas mais
comuns sao apontadas por Scott et al. (2015), incluindo o uso de um numero
insuficiente de dados e a existéncia de alta correlagcdo entre os parametros. No
primeiro caso, a modelagem avaliada € pouco sensivel a variagdo de alguns dos
parametros considerando a regido e/ou a acuracia da coleta dos dados empiricos,
resultando na incerteza durante a etapa de estimacdo. Ja quando ha grande
correlacdo entre os parametros, a incerteza decorre da existéncia de mais de um
conjunto de valores capaz de minimizar o somatério dos residuos (fungéo objetivo
da etapa de estimacgao), visto que o efeito da alteracdo de um parametro pode ser
compensado pela modificacdo de outro. No contexto dos modelos considerados no
presente trabalho, é provavel que o ultimo fenémeno seja mais relevante, uma vez
que termos como as constantes de saturacdo e de inibicdo apresentam forte

correlacao entre si.
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Uma avaliacdo similar pode ser feita para o Modelo #2 (Tabela 4.2).
Embora o numero de parametros com intervalos de confianga que incluam o valor
zero seja menor que o verificado nos resultados do Modelo #1, a amplitude de
diversos intervalos de confianga € muito elevada (chegando a mais de 70% do valor
do parametro para as constantes de saturagdo K 1). Dessa forma, os resultados da
estimacao de parametros desse modelo também estao sujeitos a um elevado grau

de incerteza.

7

Uma melhora significativa é verificada nos resultados do Modelo #3
(Tabela 4.3), tanto aqueles gerados a partir de dados de hidrolise de BH como
aqueles gerados a partir de BAD. Os intervalos de confianga determinados, além de
mais estreitos, apresentam amplitude maxima de cerca de 3,0% sobre o valor do
parametro, o que indica um processo de estimacao de parametros satisfatério. Além
disso, esses intervalos de confianga indicam que os dois parametros do modelo (k e

K,) séo significativos (com nivel de significancia de 0,05).

No caso do Modelo #4 (Tabela 4.4), voltam a aparecer intervalos de
confiangca contendo o valor zero, ainda que os demais apresentem amplitudes
aceitaveis (maximo de 30,5% sobre o valor do parametro). Novamente, a incerteza
associada a etapa de estimacao pode ser explicada pela presenca de parametros

correlacionados.

Ainda analisando as Tabelas 4.1-4.4, é possivel avaliar a qualidade do
ajuste dos modelos aos dados experimentais através dos valores das estimativas do
minimo erro experimental (¢€). Esses resultados revelam que o Modelo #4 é aquele
com melhor desempenho geral, apresentando, no maximo, € = 7,2%. Esse valor de ¢
indica que para o Modelo #4 fornecer um ajuste adequado € necessario que 0s
dados empiricos apresentem um erro experimental superior a 7,2%, que € um valor
em conformidade com o encontrado em processos de hidrélise de biomassa,
especialmente em condi¢cdes de baixa reprodutibilidade (como ocorre em sistemas
operando com altas cargas de soélidos). Por outro lado, os valores de € expostos nas
Tabelas 4.1 e 4.2 sugerem que os Modelos #1 e #2 apresentam uma capacidade
muito limitada de descricao dos dados experimentais, sendo pouco adequados para
a representacdo dos sistemas em estudo (pelo menos considerando os valores

atualmente estimados para os parametros).
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Outra forma de verificar a capacidade de ajuste dos modelos é através da
inspecao visual dos perfis de hidrélise. As Figuras 4.1-4.4 apresentam o comparativo
entre os dados experimentais obtidos a partir de BH e BAD e os perfis de
concentragao de glicose em fungéo do tempo de hidrélise preditos pelos Modelos #1
a #4. Os perfis de concentracdo de celobiose obtidos com os Modelos #1 e #2
encontram-se dispostos no Apéndice A.

Figura 4.1. Perfis de concentracao de glicose em fungdo do tempo segundo o Modelo #1
para a hidrélise de: (a) BH; (b) BAD. Cargas de sélidos usadas no ajuste: 5, 15 e 20% (m/v).
Validagao: 10% (m/v).
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Figura 4.2. Perfis de concentracao de glicose em fungdo do tempo segundo o Modelo #2
para a hidrélise de: (a) BH; (b) BAD. Cargas de sélidos usadas no ajuste: 5, 15 e 20% (m/v).

Validagao: 10% (m/v).
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Figura 4.3. Perfis de concentracao de glicose em fungdo do tempo segundo o Modelo #3
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para a hidrélise de: (a) BH; (b) BAD. Cargas de sélidos usadas no ajuste: 5, 15 e 20% (m/v).

Validagao: 10% (m/v).
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Figura 4.4. Perfis de concentracao de glicose em fun¢do do tempo segundo o Modelo #4
para a hidrélise de: (a) BH; (b) BAD. Cargas de sélidos usadas no ajuste: 5, 15 e 20% (m/v).
Validagao: 10% (m/v).
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A andlise das Figuras 4.1 e 4.2 reforca os resultados apresentados nas
Tabelas 4.1 e 4.2, evidenciando a inadequacdo dos Modelos #1 e #2 para a
descricao da hidrolise dos substratos em estudo. Os perfis de concentracdo de
glicose preditos por esses modelos sugerem taxas iniciais de formacao de glicose
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menores que as observadas experimentalmente. Ademais, a reducdo na taxa de
reacdo em funcdo do aumento da conversdo é menos abrupta do que a verificada
através dos dados experimentais. Portanto, os dois modelos foram desconsiderados
nas etapas seguintes do trabalho.

Contudo, € importante mencionar que o desempenho pouco satisfatorio
dos Modelos #1 e #2 pode estar relacionado aos valores estimados para os
parametros e ndao a modelagem em si. Uma possivel solu¢do seria tentar reduzir a
incerteza na etapa de estimacdo e gerar novas respostas para os valores dos
parametros. Isso poderia ser realizado coletando novos dados experimentais, em
especial novos valores de concentragéo de celobiose (tendo em vista o elevado erro
experimental inerente a quantificacdo desse acucar). Outra opcao seria definir os
valores de alguns dos parametros com base em informacgdes da literatura, de forma
a permitir a realizagdo da etapa de estimacao considerando um subconjunto de

parametros que apresentem menor correlagao entre si.

Continuando a avaliagao dos perfis de hidrolise, nota-se que as Figuras
4.3 e 4.4 indicam que os Modelos #3 e #4 possuem boa capacidade de descricao
dos dados empiricos, concordando com os resultados expostos nas Tabelas 4.3 e
4.4. Entretanto, o Modelo #3 néo é capaz de representar a diminuicdo abrupta de
conversao observada na hidrélise de BAD conforme a carga de sélidos é aumentada
de 15% para 20% (m/v). O Modelo #4, por sua vez, consegue capturar esse
fendbmeno com acuracia aceitavel (vide Figura 4.4 b).

Assim, apesar do Modelo #4 apresentar problemas de identificabilidade
de parametros (situacao inferida a partir dos intervalos de confianca dispostos na

Tabela 4.4), ele foi escolhido como base para as demais etapas do presente projeto.

4.2 Reestimacao de Parametros

Apés a escolha do Modelo #4, teve inicio a fase de reestimacao de seus
parametros, visando a adequacao da modelagem para a descricdo das diferentes
estratégias de hidrélise (em batelada alimentada, em etapas e com reciclo de
hidrolisado).
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Conforme exposto na Subsecao 3.3.1, alguns parametros do modelo
selecionado foram mantidos fixos durante o processo de reestimacdo. No caso,
optou-se por fixar os valores da constante de saturacédo (Ky) e do parametro a. A
justificativa para tal escolha esta nos intervalos de confianga desses parametros,
que incluem o valor zero (vide Tabela 4.4). As matrizes de correlagdo apresentadas

na Figura 4.5 também auxiliaram na deciséo.

Figura 4.5. Matrizes de correlagéo entre os parametros do Modelo #4 para cada substrato:
(a) BH; (b) BAD. Valores destacados indicam alta correlagéao entre os parametros.

(a) k Ky Kic a n
k 1,000
Ky 0,535 1,000
Kic 0,534 1,000 1,000
a -0,448 -0,062 -0,061 1,000
n 0,442 0,083 0,082 -0,998 1,000
(b) k Ky K a n
k 1,000
Ky 0,523 1,000
Kig 0,522 1,000 1,000
a -0,066 0,436 0,436 1,000
n 0,066 -0,433 -0,434 -1,000 1,000

Os pares de parametros destacados na Figura 4.5 apresentam grande
correlacdo entre si. Assim, fixar um dos componentes de cada par foi uma tentativa

de diminuir o grau de incerteza das subsequentes etapas de reestimacéo.

4.2.1 Sistema em batelada alimentada

A Tabela 4.5 mostra os parametros do Modelo #4 reestimados para cada
substrato (BH e BAD) usando os dados da estratégia de hidrélise em batelada
alimentada. Além disso, sdo apresentados os intervalos de confianga dos novos
parametros (com nivel de significAncia de 0,05) e as estimativas do erro minimo

(resultados do teste F).
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Tabela 4.5. Parametros reestimados para a estratégia de hidrélise em batelada alimentada.
Os valores de estimativa do erro (¢) e dos intervalos de confianga (IC, 95%) também estao

indicados. Parametros marcados com (f) foram mantidos fixos durante a reestimacao.

Ensaios com BH Ensaios com BAD

Parametros
Valor IC, 95% Valor IC, 95%

k(h™) 12,245 [10,784 ; 13,708] 14,414 [12,746 ; 16,082]
Ky (g/L) 0,018 (f) - 7,159x107 (f) -
Kis (g/L) 2,565x10° gz 612110:110(?; 1,383x10? [11, . 4216:1109;;
a(g/L)' " 0,100 (f) - 2,880x10°® (f) -
n 1,538 [1,528 ; 1,549] 3,252 [3,241 ; 3,264]
Erro, £ (%) 2,6 6,6

Verificando os resultados da Tabela 4.5, € possivel perceber uma
diminuicdo na incerteza associada a determinacdo dos parametros, 0 que €
evidenciado pelos intervalos de confianca mais estreitos do que os observados para
o Modelo #4 na Secéao 4.1 (Tabela 4.4). O parametro n, por exemplo, apresentou
intervalos de confianga com amplitudes inferiores a 1% do seu valor (tanto para o
sistema de hidrélise de BH como para o de hidrélise de BAD). Ainda assim, existe
margem para melhora do processo de reestimagdo, uma vez que a constante de
inibicdo (K)g) apresentou intervalos de confianga com amplitudes de cerca de 18%

sobre o valor do parametro.

No que diz respeito a capacidade de descricdo dos dados empiricos, 0s
valores das estimativas do minimo erro experimental (&) revelam um desempenho
satisfatério da modelagem proposta. O maximo valor de ¢ observado (6,6%) €
inferior ao obtido para os sistemas em batelada (7,2%) e, por consequéncia, também
esta em conformidade com os resultados de erro experimental encontrados em

processos de hidrélise de biomassa.

Por fim, a inspecéo visual dos perfis de hidrdlise em batelada alimentada
pode ser feita através da Figura 4.6. Os graficos construidos mostram o comparativo
entre os dados experimentais e os perfis de concentracdo de glicose em fungao do
tempo de hidrélise preditos pelo Modelo #4 apds a reestimacao.
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Figura 4.6. Perfis de concentragéo de glicose em fungao do tempo segundo a modelagem
proposta para a hidrélise em batelada alimentada de: (a) BH; (b) BAD. As setas indicam os

momentos em que material fresco foi alimentado ao sistema.
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A andlise dos perfis de hidrolise comprova que a modelagem considerada
fornece um ajuste satisfatoério dos dados empiricos (para a descricao de sistemas
usando tanto BH como BAD), concordando com os resultados da Tabela 4.5.

4.2.2 Sistema em etapas

Os parametros do Modelo #4 reestimados para cada substrato (BH e
BAD) usando os dados do sistema de hidrolise em etapas estdo expostos na Tabela
4.6. As estimativas do erro minimo e os intervalos de confianga dos novos

parametros (com confianca de 95%) também sao apresentados.

Tabela 4.6. Parametros reestimados para a estratégia de hidrélise em etapas. Os valores de
estimativa do erro (¢) e dos intervalos de confianca (IC, 95%) também estdo indicados.

Parametros marcados com (f) foram mantidos fixos durante a reestimacao.

Ensaios com BH Ensaios com BAD

Parametros

Valor IC, 95% Valor IC, 95%
k (h) 2,622 [2,404 ; 2,840] 5,449 [4,482 ; 6,416]
Km (g/L) 0,018 (f) - 7,159x107 (f) -
Kic (/L) 5,330x10° 5?423265:1109\;,; { 264x10° [10,%584817:1109;
a(g/nL)" 0,100 (f) . 2,880x10° (f) .
n 1,310 [1,207 ; 1,412] 2,801 [2,514 ; 3,088]

Erro, £ (%)

54

8,2
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Os resultados presentes na Tabela 4.6 sugerem novamente uma reducao
na incerteza associada ao processo de determinacdo dos parametros, o que pode
ser atribuido principalmente ao procedimento de manter fixos os parametros Ky, e a
no momento da reestimagdo. No entanto, € importante ressaltar que, apesar de
aceitaveis, as amplitudes dos intervalos de confianga calculados ainda se mostram
muito elevadas. O exemplo mais critico ocorre com o parametro K reestimado para
a hidrolise do bagaco deslignificado, que apresentou intervalo de confiangca com

amplitude préxima a 30% de seu valor.

hY

Quanto a qualidade do ajuste aos dados experimentais, a Tabela 4.6
expoe valores coerentes para as estimativas de erro (¢ = 5,4% para o BH e € = 8,2%
para o BAD). Portanto, embora o maximo valor de ¢ tenha sido superior aos
determinados para as estratégias de batelada e de batelada alimentada, pode-se
afirmar que o teste F modificado indica um desempenho aceitavel da modelagem
proposta.

A avaliagédo dos perfis de hidrélise em etapas corrobora a capacidade de
ajuste do modelo reestimado, como pode ser visto na Figura 4.7.

Figura 4.7. Perfis de concentragéo de glicose em fungao do tempo segundo a modelagem
proposta para a hidrélise em etapas de: (a) BH; (b) BAD. As linhas tracejadas indicam o

término de uma etapa € o inicio de outra.
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4.2.3 Sistema com reciclo de hidrolisado
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Os resultados de reestimacao de parametros obtidos utilizando os dados

da estratégia de reacdo com reciclo de hidrolisado para cada substrato (BH e BAD)

estdo expostos na Tabela 4.7. Ademais, sdo apresentados os intervalos de

confianca dos novos parametros (com nivel de significancia de 0,05) e as

estimativas do erro minimo.

Tabela 4.7. Parametros reestimados para a estratégia com reciclo de hidrolisado. Os

valores de estimativa do erro (¢) e dos intervalos de confianca (IC, 95%) também estéao

indicados. Parametros marcados com (f) foram mantidos fixos durante a reestimacao.

Ensaios com BH

Ensaios com BAD

Parametros

Valor IC, 95% Valor IC, 95%
k(h™) 3,031 [2,793 ; 3,268] 4,005 [3,773 ; 4,237]
Ku (g/L) 0,018 (f) - 7,159x107 (f) -
Ky (g/L) 0,016 0,010:0,022]  7,082x10? &72421:110(?;;
a(g/L)-" 0,100 (f) - 2,880x107 (f) -
n 1,207 [0,849 ; 1,565] 3,205 [3,161 ; 3,249]
Erro, € (%) 11,0 11,2
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Analisando a Tabela 4.7 é possivel verificar que, apesar de nao estarem
presentes intervalos de confianga compreendendo o valor zero, a grau de incerteza
no processo de reestimagdo foi maior que o desejavel, especialmente para os
resultados referentes ao bagaco submetido ao pré-tratamento hidrotérmico. Nesse
caso, grandes amplitudes foram observadas nos intervalos de confianca dos
parametros K, e n (37,5 e 29,7% sobre seus valores absolutos, respectivamente).
Uma possivel solugcéo para esse problema seria refazer a etapa de reestimacao para
a modelagem desse substrato (coletando um maior nimero de dados experimentais,

por exemplo) a fim de obter intervalos de confianca mais estreitos para os
parametros.

Ja as estimativas do minimo erro experimental (g) indicam valores
relativamente altos para processos de hidrélise de biomassa, embora ainda
toleraveis. Os perfis de hidrélise dispostos na Figura 4.8 ajudam a fazer um

julgamento mais consciente a respeito da qualidade do ajuste fornecido pela
modelagem proposta.

Figura 4.8. Perfis de concentracéo de glicose em fungcao do tempo segundo a modelagem
proposta para a hidrélise com reciclo usando como substrato: (a) BH; (b) BAD. As linhas
tracejadas indicam o inicio de uma nova reagéo de hidrolise utilizando substrato fresco e o
hidrolisado reciclado.
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Conforme evidenciado pela Figura 4.8, o modelo reestimado apresenta
uma capacidade muito limitada de descricdo dos dados experimentais. Os perfis de
concentracao de glicose preditos sugerem uma inibicao da reagao mais severa que
a verificada nos ensaios. Ademais, nos processos realizados com intervalos de 48 h,
a curva inicial (entre 0 e 48 h) indica uma reducdo na taxa de reacao em funcéo do
aumento da conversdao menos abrupta do que a observada experimentalmente
(tanto para o BH quanto para o BAD). Dessa forma, pode-se concluir que a
modelagem apresentada na Tabela 4.7 é inadequada para a representacdo da
estratégia de hidrélise com reciclo de hidrolisado.

Entretanto, é importante destacar que as discrepancias observadas entre
0s comportamentos predito e experimental podem resultar do fato de que ocorre
transferéncia de parte da carga enzimatica (que fica no hidrolisado) entre um
sistema reacional e outro, o que nao esta previsto nos modelos. Assim, seria
interessante repetir os ensaios dessa estratégia quantificando a carga enzimatica
real presente no inicio de cada nova reacao, permitindo incorporar esse fendmeno
na modelagem.
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4.3 Avaliacao de Diferentes Estratégias de Hidrdlise

Tendo em vista 0 desempenho da modelagem proposta apo6s a etapa de
reestimacao (vide Secao 4.2), optou-se por realizar a otimizacdo das condicbes
operacionais de duas das estratégias de hidrolise enzimatica: operagdo em batelada
alimentada e operacao em etapas.

4.3.1 Estratégia de hidrolise em batelada alimentada

A analise da operagdo em batelada alimentada foi realizada de forma a
definir novos esquemas de alimentacao que maximizassem a concentracao final de
glicose obtida. Para tanto, foram consideradas como variaveis a carga inicial de
sélidos (Sp), 0 intervalo entre as alimentagdes () e a quantidade de substrato fresco
alimentado (Sym)- As Tabelas 4.8 e 4.9 exibem os esquemas de alimentacao
determinados, assim como os resultados das simulagdées para cada substrato em
estudo. Diferentes numeros de alimentacdes (Nyim) foram testados, variando entre 1
e 5 (resultados gerados com Ny, > 5 diferiram por menos de 0,5% e, portanto, ndo
sao apresentados).

Tabela 4.8. Resultados da otimizagdo da estratégia de hidrélise enzimatica em batelada
alimentada usando BH como substrato.

Esquema de alimentacao Resultados preditos
Nam  So%) 60 Sumtl@  SOesT  Gepse  Rendumento
1 20,00 58,2 77,10 27,28 120,11 64,89
2 20,00 37,6 49,27 29,27 126,89 63,90
3 20,00 26,3 35,27 29,93 129,34 63,68
4 20,00 21,0 27,49 30,32 130,54 63,47
5 19,99 17,0 22,41 30,50 131,24 63,43

4 Massa de bagaco (em base seca) considerando volume reacional inicial de 1 L.
® Carga de sélidos acumulada durante o processo.
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Tabela 4.9. Resultados da otimizagao da estratégia de hidrdlise enzimatica em batelada
alimentada usando BAD como substrato.

Esquema de alimentacao Resultados preditos
a Solidos ° Glicose Rendimento
Nalim SO (%) ti (h) Salim (g) (%) (g/L) (%)
1 20,00 103,8 104,08 29,78 129,18 54,83
2 19,96 51,2 58,64 30,94 130,76 53,40
3 19,96 33,7 40,22 31,26 131,17 53,03
4 19,95 25,9 30,58 31,40 131,35 52,87
5 19,91 20,4 24,74 31,48 131,46 52,77

4 Massa de bagaco (em base seca) considerando volume reacional inicial de 1 L.
® Carga de sélidos acumulada durante o processo.

As Tabelas 4.8 e 4.9 indicam que as simulacdes realizadas com 0s novos
esquemas de alimentacdo sdo capazes de atingir concentracbes de glicose

superiores as obtidas experimentalmente (vide Anexo Il).

No entanto, esse aumento no teor de agucar é mais significativo para os
sistemas operando com o bagaco submetido ao pré-tratamento hidrotérmico: com
Naim = 1 (pior cenério) o esquema de alimentagcédo sugerido produz um hidrolisado
com 120,11 ¢g/L de glicose, o que corresponde a um aumento de 8% na
concentragao final atingida com essa estratégia. Ainda analisando as simulagées
com BH, o cenario mais promissor (com N, = 5) prevé um hidrolisado com
concentragdo de glicose de 131,24 g/L, o que € 18% a mais que o obtido nos
ensaios em laboratério. Ainda assim, é importante notar que os rendimentos das
reacoes das simulagdes foram menores que o0 observado experimentalmente (65-
63% contra 67,56%). Porém essa diferenca pode ser atribuida a inibicdo por
produto.

No caso das simulagdes realizadas considerando o bagaco deslignificado,
foram verificados aumentos percentuais muito pequenos na concentracéo final de
glicose, proximos da ordem de grandeza do erro do modelo. Na melhor situagéo
(com Ngim = 5) o teor de glicose atingido (131,46 g/L) foi apenas 3,5% superior ao

medido experimentalmente. Além disso, os rendimentos preditos para as reagdes
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diminuiram consideravelmente, passando de 66,16% para 55-52%. Também é
possivel observar que os cinco esquemas de alimentacao propostos na Tabela 4.9
levam a teores finais de agucar que diferem entre si por menos de 2%, indicando
que a estratégia de batelada alimentada de BAD sofre com as limitagdes resultantes
da diminuicdo da conversdo com o aumento da carga de sdélidos nos sistemas

operando com esse substrato (efeito sélido).

Portanto, de acordo com as simulagdes realizadas, a ado¢ao dos novos
esquemas de alimentagdo pode levar a hidrolisados com maiores concentracdes de
glicose (especialmente para o BH). Ademais, os dados expostos nas Tabelas 4.8 e
4.9 mostram que a recuperacéo final de glicose obtida usando os dois bagagos em
estudo é muito similar (ambos chegando a atingir aproximadamente 131 g/L de
glicose). Esse resultado sugere que, apesar do processo de deslignificacdo melhorar
a digestibilidade da biomassa quando comparado ao hidrotérmico (AITA et al.,
2011), ele pode nao ser suficiente para garantir uma maior eficiéncia de hidrolise
quando a reacao € conduzida em batelada alimentada com alta carga acumulada de
sélidos. Uma possivel saida seria procurar alternativas para minimizar a inibicao por
produto, como conduzir a hidrélise em batelada alimentada junto a etapa de
fermentacao (processo SSF). Contudo, é importante destacar que os resultados das
simulacdes realizadas servem como um guia para direcionar estudos futuros, sendo
imprescindivel comprovar experimentalmente o desempenho dos esquemas de

alimentagao propostos antes de chegar a quaisquer conclusdes.

4.3.2 Estratégia de hidrolise em etapas

A avaliacdo da hidrélise em etapas foi feita determinando-se os valores de
quatro variaveis do processo, visando maximizar a concentracéo final de glicose
obtida com essa estratégia. Foram consideradas quatro varidveis: a carga inicial de
sélidos da primeira etapa (S;), o tempo de reacdo da primeira etapa (t;), a carga

inicial de sélidos da segunda etapa (S,) e o tempo de reacao da segunda etapa ().

As restricdes impostas durante a otimizag&o incluiram o tempo total de
hidrélise (t; + t, < 72 h) e as cargas de sélidos: 20% (m/v) e 25% (m/v) para o BH e
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20, 25 e 30% (m/v) para o BAD (limites impostos considerando os valores atingidos
experimentalmente apds as operacdes de filtracdo de cada substrato).

A Tabela 4.10 apresenta as condi¢oes de operacao calculadas, assim

como os resultados das simulagbes para cada substrato em estudo.

Tabela 4.10. Resultados da otimizagao da estratégia de hidrélise enzimatica em etapas.

Condicoes operacionais Predicao
Sistema ? S (%) t; (h) S, (%) t, (h) Glicose (g/L)
BH, 20% 20,00 22,6 20,00 49,4 82,27
BH, 25% 25,00 20,9 25,00 51,1 102,16
BAD, 20% 20,00 27,6 20,00 44,4 108,34
BAD, 25% 25,00 26,1 25,00 45,9 133,81
BAD, 30% 30,00 24,3 30,00 47,7 158,33

& Substrato, restricdo de carga de sélidos (%, m/v).

A analise da Tabela 4.10 mostra que as simulagdes realizadas com os
sistemas limitados a 20% (m/v) de soélidos atingiram concentragdes de glicose
similares as obtidas nos ensaios de hidrélise em batelada apo6s 72 h (82,27 g/L e
108,34 g/L contra 85,14 g/L e 106,97 g/L, vide Anexo I). Assim, a estratégia de
hidrélise em etapas parece ser interessante apenas quando as cargas de sélidos

sao mais elevadas.

Avaliando a proposta de hidrélise de BH com carga de sélidos limitada a
25% (m/v) é possivel verificar um aumento significativo (16,8%) na concentracéo
final de glicose, quando sdo comparados os valores predito (102,16 g/L) e medido
no ensaio em laboratério (87,45 g/L, vide Anexo Ill). De forma analoga, a proposta
de operagdo com BAD limitada a 30% (m/v) de sélidos sugere a possibilidade de
atingir 158,33 ¢/L de glicose no hidrolisado, o que representa um aumento de 13,2%
sobre o valor obtido experimentalmente (139,92 g/L).

Logo, as novas condicées determinadas para a estratégia de hidrélise
enzimatica em etapas indicam a possibilidade de obter hidrolisados mais
concentrados em agucar (para ambos os substratos em estudo). Porém, assim como
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7

mencionado na Subsecdo 4.3.1, é importante ressaltar que os resultados preditos

necessitam de comprovagao experimental.

Ademais, apesar do potencial apresentado pelo processo de hidrolise em
etapas, devem ser consideradas as limitagdes impostas pelos estagios de filtracao
(necessarios para concentrar 0 meio reacional). Dessa forma, essa estratégia de
operacao prevé um volume de hidrolisado rico em glicose inferior ao produzido
através de outros processos e, além disso, os estagios de filtragcdo representam um
custo adicional ao processo, o que é relevante, especialmente pensando em
aplicagdo industrial. Outro ponto a ser levado em conta é o custo energético
associado a agitagdo, uma vez que as simulagcbes realizadas indicam que os
resultados promissores em termos de concentracao final de glicose sb ocorrem em

sistemas operando com cargas de solidos muito elevadas (25% e 30%, m/v).
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Conclui-se que foi possivel desenvolver um modelo matematico para a
descricao da hidrolise enzimatica de bagaco de cana em sistemas operando com
uma ampla faixa de concentragdo de soélidos (5-20%, m/v). No caso, a modelagem
proposta esta baseada em um esquema de uma Unica reagao e cinco parametros,
incorporando fatores como a reatividade do substrato, a inibicdo competitiva por
glicose e o aumento do grau de severidade da inibicdo em fun¢ao do teor de agucar
do meio. Essa abordagem conseguiu ajustar satisfatoriamente os dados de hidrolise
enzimatica em batelada de dois substratos (BH e BAD), ainda que a presenca de
parametros altamente correlacionados tenha contribuido para a existéncia de
problemas de identificabilidade (conforme verificado pelos intervalos de confianga
dos parametros).

ApOs a etapa de reestimacao, a robustez do modelo foi comprovada pela
sua capacidade de descrever com acuracia aceitavel os dados de hidrélise obtidos
por diferentes estratégias de operacao (batelada alimentada e processo em etapas).
Ademais, intervalos de confianca mais estreitos foram determinados apds a
reestimacdo. Contudo, no caso da estratégia de reacdo com reciclo do hidrolisado,
observou-se que o comportamento dos dados experimentais ndo foi reproduzido
adequadamente, indicando a necessidade de contabilizar o aumento da carga

enzimatica ao longo do processo.

Por fim, a andlise das diferentes estratégias de hidrolise enzimatica
permitiu apontar futuras diregdes a serem tomadas por projetos na area de hidrélise
enzimatica de bagago de cana. As simulagdes de processos em batelada alimentada
permitiram concluir que a ado¢ao dos novos esquemas de alimentacao pode levar a
um aumento significativo da concentracdo de glicose obtida quando BH é utilizado
como substrato. Mesmo assim, a conversao final verificada com essa estratégia é
relativamente baixa, sugerindo que uma alternativa interessante seria investir na
busca por estratégias que minimizem a inibicdo por produto. O resultado da
otimizagdo do processo em etapas, por sua vez, aponta a possibilidade de aumento
do teor de agucar nos hidrolisados gerados tanto com BH como com BAD. Porém, o
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potencial de aplicacdo dessa estratégia ainda precisa ser estudado, tendo em vista

questbes como o volume de hidrolisado produzido e o custo de operagao.

5.1 Sugestoes para Trabalhos Futuros

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, sao apresentadas as

seguintes sugestdes para continuidade e desdobramentos do projeto:

1.

Repetir a estimagédo de parametros dos Modelos #1 e #2 utilizando
novos dados experimentais, se possivel incluindo resultados de
ensaios de hidrolise com variagdo na concentracdo inicial de

celobiose.

. Repetir os ensaios da estratégia de hidrolise enziméatica com

reciclo efetuando a quantificacdo da concentracdo de enzimas no
hidrolisado, de forma a permitir a avaliacdo do desempenho da
modelagem proposta (Modelo #4) apés incorporar o aumento da
carga enzimatica entre uma reacao e outra ao longo do processo.
Realizar ensaios de hidrélise em batelada alimentada considerando
0S novos esquemas de alimentacdo sugeridos para os dois
substratos estudados, visando a validagdo dos resultados obtidos
nas simulacoes.

Investigar novas estratégias de hidrélise, nas quais seja possivel
minimizar a inibicdo por produto (sistemas SSF, por exemplo).
Realizar ensaios de hidrélise em etapas considerando as novas
condigcdes operacionais propostas para os substratos estudados,
objetivando validar os resultados das simulacdes e também avaliar
a aplicabilidade dessa estratégia, em termos dos volumes de
hidrolisado produzidos e do consumo energético do processo.
Testar o desempenho do Modelo #4 para a descricdo da hidrélise
enzimatica de bagaco de cana submetido a outros tipos de pré-
tratamentos, ou até mesmo para o ajuste de dados de hidrélise
enzimatica de outras biomassas. E possivel considerar também a

generalizacdo do modelo utilizando cross-validation.
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APENDICES

Apéndice A

Neste apéndice sao apresentados os perfis de concentracao de celobiose
em funcao do tempo de hidrélise preditos pelos Modelos #1 e #2.

A inspecao visual desses perfis serve de auxilio na avaliacdo da
capacidade de ajuste dos modelos, complementando a anadlise ja realizada na
Secao 4.1. No caso, as Figuras A.1 e A.2 mostram, respectivamente, os perfis
obtidos com os Modelos #1 e #2.

Figura A.1. Perfis de concentracao de celobiose em funcao do tempo segundo o Modelo #1
para a hidrélise de: (a) BH; (b) BAD. Cargas de sélidos usadas no ajuste: 5, 15 e 20% (m/v).
Validacéo: 10% (m/v).
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Figura A.2. Perfis de concentracao de celobiose em funcao do tempo segundo o Modelo #2

para a hidrélise de: (a) BH; (b) BAD. Cargas de sélidos usadas no ajuste: 5, 15 e 20% (m/v).

Validagao: 10% (m/v).
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A seguir estao dispostos os dados de hidrélise enzimatica em batelada

utilizados no processo de estimacdo de parametros e validacdo dos modelos

considerados neste trabalho.

As Tabelas 1.1-1.4 foram construidas com base nos dados disponibilizados

por Machado (2018) e apresentam as concentragdes médias de glicose e celobiose

medidas durante os experimentos em batelada de hidrélise enzimatica de BH

(bagaco de cana submetido a pré-tratamento hidrotérmico) e BAD (bagaco de cana

pré-tratado com &cido diluido e deslignificado com NaOH).

Tabela 1.1. Dados de hidrolise enzimatica em batelada; carga inicial de sélidos de 5% (m/v)
(MACHADO, 2018).

Tempo (h)
Glicose (g/L)  Celobiose (g/L) Glicose (g/L)  Celobiose (g/L)

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
3 8,57 £ 0,74 0,80 + 0,04 11,34 £ 0,52 0,73 £ 0,05
6 11,13+ 0,42 0,84 + 0,03 16,16 £ 0,77 0,80 + 0,08
9 12,50 + 0,09 0,78 + 0,07 19,51 + 0,31 1,27 £ 0,86
12 13,61 £ 0,38 0,67 + 0,24 21,55 +0,95 0,92+ 0,10
24 17,57 £ 0,14 0,60 + 0,74 26,02 +0,19 0,94 + 0,01
48 20,76 + 0,80 1,23 £ 0,05 32,94 + 2,26 1,16 £ 0,08
72 21,68 £ 0,19 1,14 £ 0,04 34,19 + 1,68 1,03+0,13
96 22,73 £ 0,86 1,08 £ 0,05 36,20 £ 0,70 0,68 + 0,09
144 23,45 + 0,00 1,04 £ 0,02 38,22 +1,23 0,73 £ 0,01
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Tabela I.2. Dados de hidrélise enzimatica em batelada; carga inicial de solidos de 10% (m/v)
(MACHADO, 2018).

BH BAD
Tempo (h)
Glicose (g/L)  Celobiose (g/L) Glicose (g/L)  Celobiose (g/L)

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
3 15,99 + 0,09 1,64 +£0,18 22,80 £ 1,62 1,51 £ 0,10
6 20,92 + 1,39 1,87 £ 0,52 29,20 + 0,48 1,59 + 0,04
9 23,35 + 4,38 2,33+0,12 35,07 £ 0,47 1,76 £ 0,07
12 26,94 + 2,06 2,54 £ 0,10 39,35+0,10 1,87 £ 0,00
24 32,00 £ 4,31 2,79 +0,24 52,04 £ 1,61 2,37 +£0,15
48 38,52 + 5,41 2,27 £ 0,94 60,09 + 0,04 1,10 £ 0,22
72 43,45 + 0,03 3,17 £0,24 64,10 + 1,40 0,90 + 0,09
96 44,02 £ 0,18 2,77 £ 0,17 65,32 £ 1,53 1,14 £ 0,14
144 47,21 £ 1,51 2,95 £ 0,00 72,10 £ 0,88 1,22 £ 0,01

Tabela 1.3. Dados de hidrélise enzimatica em batelada; carga inicial de sélidos de 15% (m/v)
(MACHADO, 2018).

BH BAD
Tempo (h)
Glicose (g/L)  Celobiose (g/L) Glicose (g/L)  Celobiose (g/L)

0 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
3 25,20 + 1,06 2,90 £ 0,36 35,27 £ 2,54 2,35+ 0,11
6 31,06 £ 0,17 3,21 +£0,10 47,90 + 0,48 2,60+ 0,10
9 36,71 £ 2,33 3,42 +£0,15 56,10 + 1,79 2,74+ 0,13
12 41,15+£0,92 3,66 + 0,21 62,52 + 1,04 3,18+ 0,10
24 52,58 + 1,06 4,47 + 0,05 78,80 + 1,46 1,29+ 0,09
48 61,11 £ 0,95 4,81 £ 0,52 90,99 +2,99 1,80+ 0,02
72 67,60 £ 0,11 4,68 + 0,60 97,12+ 0,20 2,03+ 0,04
96 68,18 + 0,34 4,62 + 0,36 104,00 £ 0,85 1,86+ 0,13
144 69,08 £ 0,58 4,67 £ 0,42 107,15+ 1,44 1,99+ 0,08




Tabela 1.4. Dados de hidrélise enzimatica em batelada; carga inicial de solidos de 20% (m/v)

(MACHADO, 2018).
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BH BAD
Tempo (h)
Glicose (g/L)  Celobiose (g/L) Glicose (g/L)  Celobiose (g/L)

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
9 38,51 +2,78 429+0,13 81,19 + 1,56 12,62 + 0,12
12 49,43 + 2,35 4,50 + 0,08 82,77 £ 2,25 12,84 + 0,08
24 68,52 + 0,87 5,49 + 0,07 98,33 + 0,21 14,68 + 0,03
48 83,50 + 0,52 7,23 + 0,01 106,73 + 0,01 1,52 + 0,01
72 85,14 + 0,96 6,86 + 0,11 106,97 + 0,72 15,87 + 0,04
96 88,84 + 0,70 6,80 + 0,10 111,81 £ 2,19 3,87 +0,70
144 95,37 + 2,34 6,75 + 0,09 115,54 + 2,92 3,07 £ 0,32
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Anexo Il

A seguir estao dispostos os dados de hidrélise enzimatica em batelada
alimentada utilizados no processo de reestimacao de parametros dos modelos

considerados neste trabalho.

A Tabela II.1 foi construida com base nos dados disponibilizados por
Machado (2018) e apresenta as concentracbes médias de glicose e celobiose
medidas durante os experimentos em batelada alimentada de hidrélise enzimatica
de BH (bagaco de cana submetido a pré-tratamento hidrotérmico) e BAD (bagaco de
cana pré-tratado com acido diluido e deslignificado com NaOH).

Tabela Il.1. Dados de hidrdlise enzimatica em batelada alimentada; carga de sdlidos
acumulada de 24% (m/v) (MACHADO, 2018).

BH BAD
Tempo (h)
Glicose (g/L)  Celobiose (g/L) Glicose (g/L)  Celobiose (g/L)

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
3 18,71 + 0,48 2,31 £ 0,03 23,76 + 0,51 1,58 + 0,02
6 23,96 + 0,93 2,15+ 0,45 31,61 £ 0,44 1,75 + 0,07
9 33,53 + 0,49 2,97 + 0,02 45,80 + 1,69 2,57 £ 0,04
12 36,93 + 0,99 3,21 £1,75 55,86 + 1,33 2,99 + 0,01
18 55,95 + 0,90 5,56 + 0,12 83,64 + 2,61 4,86 + 0,20
24 73,42 + 1,43 6,53 + 0,07 104,96 + 1,32 6,29 + 0,15
48 94,75 + 1,64 8,79+0,16 108,02 + 1,97 5,88 + 0,07
72 103,40 + 1,77 8,28 + 0,47 122,35 + 1,14 6,54 + 0,88
96 108,04 + 2,11 8,30 + 0,18 125,26 + 0,87 4,61 +0,25
144 111,19 + 2,43 8,16 + 0,30 127,00 + 0,95 12,00 + 0,53
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Anexo lll

A seguir estdo dispostos os dados de hidrolise enzimatica em multiplas
etapas que foram utilizados no processo de reestimagédo de parametros dos modelos

considerados neste trabalho.

A Tabela 1ll.1 foi construida com base nos dados disponibilizados por
Machado (2018) e apresenta as concentragbes médias de glicose medidas durante
os experimentos de hidrélise enzimatica em multiplas etapas de BH (bagacgo de cana
submetido a pré-tratamento hidrotérmico) e BAD (bagaco de cana pré-tratado com
acido diluido e deslignificado com NaOH).

Tabela Ill.1. Dados de hidrélise enzimética em multiplas etapas (MACHADO, 2018).

Tipo de teste Tempo (h) Glicose (g/L) - BH Glicose (g/L) - BAD
0 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
12 33,40 £ 0,02 57,91 £ 0,92

12h/48h
36 70,10 £ 0,87 112,02 £ 0,85
60 80,77 + 7,53 133,24 £ 0,07
0 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
12 33,40 £ 0,02 57,91 £ 0,92

24h/48h 24 40,89 + 0,56 66,59 + 1,89
48 76,10 £ 1,33 116,25 £ 0,31
72 87,45 £ 2,23 139,92 £ 2,19
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Anexo IV

A seguir estao dispostos os dados de hidrélise enzimatica com reciclo que
foram aplicados na reestimacdo de parametros dos modelos considerados neste

trabalho.

A Tabela IV.1 foi construida com base nos dados disponibilizados por
Machado (2018) e apresenta as concentragbes médias de glicose medidas durante
os experimentos de hidrélise enzimatica com reciclo usando BH (bagaco de cana
submetido a pré-tratamento hidrotérmico) e BAD (bagaco de cana pré-tratado com
acido diluido e deslignificado com NaOH).

Tabela 1V.1. Dados de hidrélise enzimética com reciclo (MACHADO, 2018).

Tipo de teste Tempo (h) Glicose (g/L) - BH Glicose (g/L) - BAD
12 39,00 + 0,13 47,83 + 0,98
4x12h 24 51,57 £ 0,91 58,08 + 0,68
36 62,79 + 0,76 68,85 + 0,32
48 75,47 £ 0,41 84,99 + 0,30
12 35,29 + 0,08 49,59 + 0,29
24 47,12 £ 0,23 64,51 £ 1,37
36 56,73 + 0,27 75,25 £ 1,43
4x24h 48 62,10 £ 0,12 82,93 + 0,38
60 70,75+ 0,08 85,34 + 0,26
72 73,04 £ 0,04 97,11 £1,11
84 84,22 + 0,66 109,61 £ 0,42
96 86,96 + 0,71 117,84 + 3,56
12 36,06 + 0,54 45,20 £ 2,75
24 44,62 + 0,20 57,09 + 0,45
36 50,74 + 0,10 60,95 + 0,11
48 55,65 + 1,67 69,41 + 0,07
60 63,02 + 0,53 81,42 + 0,59
4x48 h 72 69,23 + 0,59 86,16 + 1,24
84 73,25 + 1,05 88,17 £ 0,42
96 76,38 £ 0,00 90,50 + 1,03
108 80,52 + 0,26 92,99 + 0,23
120 87,81 £ 1,70 94,10 £ 1,54
132 89,24 £ 0,17 98,05 + 0,05




Tabela IV.1. (continuagdo)
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4 x48 h

144
156
168
180
192

91,22 +0,76
97,08 £ 0,56
98,53 £ 0,55
104,05 + 0,46
104,78 £ 0,18

102,10 + 0,29
108,13 £ 0,34
110,75 £ 0,33
114,79 + 1,37
122,48 + 2,98




