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RESUMO

Dentre as etapas necessarias para a producdo do bioetanol, utilizando biomassa
lignocelulosica, o pré-tratamento e hidrélise enzimatica podem ser classificados como as
mais importantes. Em geral, a biomassa lignocelul6sica ¢ composta por celulose,
hemicelulose e lignina. A lignina se organiza de forma complexa e ndo uniforme,
promovendo a recalcitrancia da biomassa. Tal caracteristica dificulta o ataque enzimatico
a celulose para a conversdo em glicose, e, consequentemente, a producdo do
biocombustivel. O desempenho na hidrélise enzimatica é caracterizado pelo rendimento
e produtividade da glicose, que depende da composicdo e pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica, concentracdo de enzima, dentre outros fatores. Portanto, a hidrdlise
enzimatica em batelada alimentada empregada na conversdo de biomassa em
biocombustiveis foi analisada nesse trabalho. Em funcdo da sua complexidade, a
descricdo matematica deste sistema, influenciada pela composicdo da biomassa e a
formagdo de inibidores, é um desafio. Para abordar essa complexidade, o estudo visa
modelar o processo, realizando estimacao de parametros para atingir altas concentractes
de glicose em um biorreator operando em batelada alimentada. Usando propriedades
termodinamicas, especialmente a analise exergética, buscou-se avaliar o desempenho e a
sustentabilidade do processo. Sendo assim, foi utilizado um estudo previamente
desenvolvido por Cavalcanti-Montafio et al. (2013). Ao considerar a evaporagdo do
solvente do meio reacional, o comportamento do perfil para o volume predito nesse
trabalho foi semelhante ao volume experimental obtido na literatura. Além disso, a partir
da estimacdo de parametros, foi possivel obter taxas de concentracdo de glicose iguais a
204,23 g.L* para uma concentragéo glicose potencial inicial de 44 ggiicose-potencial. Lsolucao ™.
Além disso, O potencial exergético total disponibilizado ao sistema foi de 1239,93 kJ,
sendo que 30% dessa exergia foi destruida ao final da operagéo. O sistema alcangou uma
eficiéncia exergeética global de 70,04%, enquanto a racional atingiu 37,33% no final do
processo. Além disso, o indicador de sustentabilidade do processo (ISP) atingiu um valor
de 1,67 e o sistema alcancou um valor para a sustentabilidade termodindmica de 3,34.
Portanto, o sistema demostrou sua sustentabilidade termodinamica, em que o indice de
sustentabilidade do processo confirma uma abordagem promissora para a operagao em
batelada alimentada.

Palavras-chave: Hidrolise enzimatica; estimacdo de pardmetros; anélise de exergia;
biocombustivel; sustentabilidade; biomassa; glicose.



ABSTRACT

Among the steps necessary for the production of bioethanol, using lignocellulosic
biomass, pre-treatment and enzymatic hydrolysis can be classified as the most important.
In general, lignocellulosic biomass is composed of cellulose, hemicellulose and lignin.
Lignin is organized in a complex and non-uniform way, promoting biomass recalcitrance.
This characteristic hinders the enzymatic attack on cellulose for conversion into glucose,
and, consequently, the production of biofuel. Performance in enzymatic hydrolysis is
characterized by the yield and productivity of glucose, which depends on the composition
and pre-treatment of lignocellulosic biomass, enzyme concentration, among other factors.
Therefore, fed-batch enzymatic hydrolysis used in the conversion of biomass into biofuels
was analyzed in this work. Due to its complexity, the mathematical description of this
system, influenced by the composition of the biomass and the formation of inhibitors, is
a challenge. To address this complexity, the study aims to model the process, estimating
parameters to achieve high glucose concentrations in a bioreactor operating in fed-batch
mode. Using thermodynamic properties, especially exergy analysis, we sought to evaluate
the performance and sustainability of the process. Therefore, a study previously
developed by Cavalcanti-Montafo et al. (2013). When considering the evaporation of the
solvent from the reaction medium, the behavior of the profile for the volume predicted in
this work was similar to the experimental volume obtained in the literature. Furthermore,
based on parameter estimation, it was possible to obtain glucose concentration rates equal
to 204.23 g.L* for an initial potential glucose concentration of 44 ggiucose-potential. Lsolution™.
The total exergy potential available to the system was 1,239.93 kJ, with 30% of this
exergy being destroyed at the end of the operation. The system achieved an overall exergy
efficiency of 70.04%, while the rational efficiency reached 37.33% at the end of the
process. Furthermore, the process sustainability indicator (PSI) reached a value of 1.67
and the system achieved a thermodynamic sustainability value of 3.34. Therefore, the
system demonstrated its thermodynamic sustainability, where the process sustainability

index confirms a promising approach for fed-batch operation.

Keywords: Enzymatic hydrolysis; parameter estimation; exergy analysis; biofuel;
sustainability; biomass.
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1 INTRODUCAO

A crescente globalizagdo e industrializagdo sdo 0s principais motores geradores do
impacto ambiental que é visto na Terra. Aliado a isto, tem-se 0 aumento das emissdes de
gases de efeito estufa (GEE), o descarte de residuos agroindustriais, o consumo de
combustiveis fosseis, dentre outros. Sendo assim, € possivel encontrar pesquisas na
literatura relacionadas ao desenvolvimento de propostas sustentaveis que minimizem

esses impactos ambientais (Gohil et al., 2020; Gaur et al., 2022).

A energia obtida através de uma tecnologia com foco no desenvolvimento de processos
ambientalmente corretos, dando valor agregado aos residuos, € denominada bioenergia
(Sarkar et al., 2021). Estima-se que até 2060, a producdo de bioenergia passara de
56x10'8] para 145x108], devido a aplicacdo de propostas alternativas a cadeia energética
na utilizacdo de recursos bioenergéticos, dentre eles algas, culturas e biomassa

lignocelulosica (Duarah et al., 2022).

Maleh et al. (2021) salientam que, mundialmente, 80% da energia fornecida poderia ser
gerada a partir de fontes renovaveis. Neste contexto, a biomassa lignocelulésica pode ser
matéria-prima alternativa para a producdo de biocombustiveis liquidos, por exemplo. De
acordo com Singh et al. (2022), EUA e Brasil contemplam 87% da producdo de

biocombustiveis global.

Dados relevantes mostram que no Brasil, a partir de 2019, existem 370 unidades
sucroalcooleiras com capacidade de 43,1 bilhdes de litros para a producdo de bioetanol
(Huang et al., 2020). De acordo com Padella et al. (2019), a Bioflex e Raizen, plantas
inauguradas em 2014 no Brasil para a producdo de etanol celuldsico, apresentam

capacidade de producéo de 65 kt/ano e 36 kt/ano, respectivamente.

Em geral, a biomassa lignocelulésica é composta por celulose, hemicelulose e lignina.
No entanto, a lignina se organiza de maneira complexa e ndo uniforme na parede celular
da biomassa, fato que promove a recalcitrancia da biomassa (Gu et al., 2019; Ashokkumar
et al., 2022). Em outras palavras, este comportamento dificulta o acesso quimico e
bioldgico a celulose. Portanto, esta caracteristica influencia o processo de conversédo da

matéria-prima em produto de valor agregado.

Na producao de bioetanol, a partir de material lignoceluldsico, é necessario que a celulose

fique acessivel ao ataque enzimatico, e posterior producdo deste biocombustivel liquido
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(Guetal., 2019). Sendo assim, o pré-tratamento é utilizado para realizar a deslignificagdo
da biomassa. As principais etapas para 0 processo na producdo do bioetanol incluem o
pré-tratamento, hidrélise, fermentacdo e destilagdo. No entanto, o pre-tratamento e
hidrolise sdo as etapas que demandam uma atencdo diferenciada. A reducdo da
recalcitrancia e cristalinidade da celulose tornam o pré-tratamento ndo trivial. Além disso,
0 comportamento cinético das enzimas presentes na hidrdlise enzimatica deixa esta etapa

complexa.

Segundo Maleh et al. (2021), a celulose bruta é a maior fonte organica presente na
biomassa celuldsica, sendo produzida pelo processo de fotossintese a uma taxa de,
aproximadamente, 720 bilhGes de toneladas de massa por ano. Sendo assim, a hidrolise
acida ou enzimatica é utilizada, normalmente, para hidrolisar a celulose e liberar os

acucares hexose e pentose.

De acordo com Panahi et al. (2020), o processo de hidrolise acida demanda custo de
processo elevado, pois € necessario avaliar o descarte do catalisador com o minimo
impacto ambiental. Em contrapartida, o processo de hidrolise enzimatica pode alcancar
elevadas especificidades no hidrolisado, por trabalhar em condi¢fes brandas de pH e
temperatura (Panahi et al., 2020; Meenakshisundaram et al., 2021). Além disso, esse
método proporciona elevadas taxas de concentracdo de glicose sem ocasionar problemas
de corrosdo (Meenakshisundaram et al., 2021). Portanto, a hidrélise enzimatica sera
analisada nesse estudo, ja que a biomassa a ser trabalhada apresenta elevada concentragédo

de celulose.

Na literatura, notam-se esforcos relacionados a modelagem e otimizagdo na etapa de
hidrolise enzimatica, pela complexidade que este sistema apresenta na producdo de
bioetanol (Morales et al., 2018; Zhang e Wu, 2021; Kilmanoglu et al., 2021). Zhang et al.
(2021c) relatam que, a partir da modelagem cinética € possivel identificar a eficiéncia da
difusdo das moléculas enziméticas na superficie da celulose presente na biomassa pré-
tratada, avaliando o rendimento da conversdo deste polissacarideo em glicose. Assim,

esta técnica pode oferecer uma analise minuciosa para o processo de hidrélise enzimatica.

Ashokkumar et al. (2022) salientam que a etapa de hidrolise enzimatica demanda custo
elevado pela presenca de biocatalisadores. Sendo assim, a analise exergética vem sendo
utilizada para avaliar a eficiéncia deste processo. Esta abordagem termodinamica

relaciona a Primeira e Segunda Leis da termodinadmica.
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A andlise de exergia proporciona avaliar a eficiéncia exergética do processo, relacionando
a andlise de sustentabilidade, custo e producdo (Ortiz et al., 2020). Em outras palavras,
esta técnica permite uma aproximacao de como o desempenho real se compara ao ideal,
identificando causas e irreversibilidades, como também o impacto ambiental causado
pelo sistema (Silva et al., 2018a). Com isso, esta ferramenta é usada para simulacao e
otimizacdo de processos, possibilitando definir parametros 6timos de operacdo e,
consequentemente, melhorias no sistema de producdo do biocombustivel (Khounani et
al., 2021).

Neste contexto, a proposta do estudo é avaliar a etapa de hidrélise enzimatica em batelada
alimentada visando obter elevadas concentracBes de glicose. Além disso, objetiva-se
analisar o desempenho termodinamico dessa etapa crucial a producéo de biocombustivel,

a partir de biomassa lignoceluldsica, utilizando analise de exergia.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse estudo consiste em propor uma metodologia que envolva
modelagem cinética e estimacdo de parametros na etapa de hidrélise enzimatica da
celulose, com o propdsito de produzir elevadas taxas de concentracdo de glicose e,
consequentemente, aprimorar a producdo de bioetanol. Em outras palavras, propor um
método que possibilite a analise das condicGes operacionais empregando balancos de
massa e calculo de propriedades termodinamicas, visando o uso eficiente da biomassa

lignocelul6sica na producédo de biocombustivel.

2.1 Obijetivos especificos

Os objetivos especificos consistem em:

- Obter o ponto 6timo para o rendimento da producdo de glicose, na etapa de hidrolise

enzimatica, a partir do modelo cinético proposto por Cavalcanti-Montafio et al. (2013);

- Propor uma metodologia de analise exergética para a etapa de hidrdlise enzimatica em
biorreator que opera em batelada alimentada;

- Realizar analise de exergia, com objetivo de avaliar o desempenho termodinamico do

[processo,

- Determinar parametros objetivos capazes de quantizar a sustentabilidade termodinamica

do sistema.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Bioenergia e o aproveitamento de residuos para a producdo de biocombustiveis

A crescente demanda por energia tem incentivado pesquisadores na busca por energia
limpa e sustentavel, jA& que os combustiveis fosseis apresentam reservas finitas e
degradam o meio ambiente. Além disso, as emissdes de gases de efeito estufa (GEE),
poluicdo do ar, chuva acida e aquecimento global estdo se intensificando a cada dia pelo
aumento na utilizacdo desses combustiveis fosseis (Nanda e Berruti, 2021). Tabatabaei e
Aghbashio (2020) afirmam que o setor de transporte representa 30% do consumo anual

de combustiveis fosseis do mundo.

Atrelado a isso, existe a preocupa¢do com o descarte dos residuos oriundos de industrias,
agroindustriais, residuos solidos urbanos, dentre outros. Na perspectiva da
sustentabilidade ambiental, os residuos agroindustriais vém ganhando espago como

matéria-prima para a geracao de produtos renovaveis (Yaashikaa et al., 2022).

Na literatura, pode-se encontrar pesquisas relacionadas a utilizacdo de residuos organicos
para a obtencdo de energia, biocombustiveis, biofertilizantes e racdo animal (Kardung e
Drabik, 2021; Yaashikaa et al., 2022; Gaur et al., 2022). Por exemplo, a partir de testes
experimentais, Billen et al. (2015) e Gohil et al. (2020), utilizaram dejetos de aves para
produzir eletricidade e biogas para uso veicular, respectivamente. Billen et al. (2015) com
objetivo de avaliar o impacto entre o uso direto dos dejetos de aves no solo ou através da
producdo de eletricidade, desenvolveram uma planta piloto de combustdo em leito
fluidizado. Assim, observaram que a producéo de eletricidade apresenta menor impacto
ambiental do que o espalhamento direto no solo. Gohil et al. (2020) realizaram testes
experimentais, avaliando o desempenho de um motor a diesel monocilindrico de quatro
tempos, e foi possivel obter reducdo no consumo de diesel de 37,5% a partir da mistura

de 30% de biogas ao combustivel.

Estima-se que a producdo anual de biomassa celulosica é 130 bilhdes de toneladas
métricas com base no peso seco, equivalente a 65 bilhGes de toneladas métricas de carvao
padrdo (Wang et al., 2022c). Portanto, existem estudos relacionados a conversdo de
biomassa celulésica em biocombustiveis, incluindo o bioetanol. O bioetanol e o biodiesel
tém sido os biocombustiveis mais promissores em substituicdo aos combustiveis fosseis
(Tabatabaei e Aghbashlo, 2020).
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Neste contexto, Sukai e Kana (2018), Silva et al. (2018), Malik et al. (2021), Lyu et al.
(2021) e Ai et al. (2021) com o objetivo de produzir bioetanol, utilizaram espigas de
milho, batata doce, caule de algoddo, palha de mandioca e palha de arroz,
respectivamente. Portanto, biomassa pode ser convertida em bioenergia por meio de
processos sustentaveis para a producgdo, por exemplo de bioetanol. Em todo o mundo,
esse tipo de conversdo tornou-se prioridade para minimizar as emissdes de dioxido de

carbono na atmosfera (Liu et al., 2022; Wang et al., 2022c).

Tendo em vista 0s recursos ndo-comestiveis e a biomassa, segundo Tabatabaei e
Aghbashlo (2020) o bagago foi rotulado como matéria-prima para obtencdo de
biocombustiveis de terceira geracdo, por ser gerado atraves de diferentes processos e nao
estdo relacionados com qualquer ambiente a montante (por exemplo, emissdes de GEE).
Por exemplo, Su et al. (2020), a partir da celulose presente no bagaco de sorgo sacarino,
produziram bioetanol e biobutanol. J& Zhang et al. (2021a) obtiveram bioetanol a partir

da hemicelulose constituinte na fibra de milho.

Portanto, com o objetivo de aprimorar a eficiéncia energética e a produtividade do
processo, bem como garantir o uso sustentadvel da biomassa, tém sido conduzidas
pesquisas voltadas para o desenvolvimento de processos que geram multiplos produtos.
Essa abordagem visa melhorar a viabilidade econdmica das matérias-primas envolvidas
(Tabatabaei e Aghbashlo, 2020).

De acordo com Laltha et al. (2021) e Liu et al. (2022), a biomassa € composta por
celulose, hemicelulose, lignina, amido, 6leo, componentes inorganicos e uma parcela
minima de agua. Além disso, Silveira et al. (2015) destacam que a celulose e a
hemicelulose podem ser convertidas em agUcares fermenteciveis e outros produtos
quimicos de grande interesse. Ja a lignina possui diversas aplicacdes, podendo ser
utilizada como ligante em sistemas construtivos, aditivos para plasticos biodegradaveis,
adesivos, resinas fenolicas e epoxi, entre outras possibilidades (Silveira et al. 2015). Com
base nesses diferentes componentes e considerando o processo empregado, é possivel

obter uma variedade de produtos de alto valor agregado.

3.2 Biomassa lignocelulésica

De acordo com Carpita e Mccann (2020) a biomassa lignocelulésica é um recurso

potencial para a obtencdo de produtos com valor agregado, visto que apresenta
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caracteristicas renovaveis, em abundancia e com potencial neutro de carbono. Com isso,
este material pode ser matéria-prima para a conversao em biocombustiveis e,

consequentemente, reduzir a emissdo de CO: e a poluigdo ambiental.

Sabe-se que 75% da biomassa lignocelulésica é ocupada por blocos poliméricos de
acucar, que sdo gerados pelo processo de fotossintese (Ashokkumar et al., 2022). Em
outras palavras, os tecidos vegetais da biomassa sdo constituidos, majoritariamente, por
celulose, hemicelulose e lignina. Estes tecidos estdo presentes na parede celular vegetal.
Sendo assim, estima-se que a celulose € o polissacarideo em maior percentual presente
na estrutura da biomassa, seguido da hemicelulose e lignina (Gu et al., 2019; Liu et al.,
2022). Kuczer et al. (2022) salientam que a parede celular é responsavel por modelar a

célula para a formacdo dos tecidos vegetais.

A Figura 3.1 apresenta um esquema dos principais constituintes na parede celular vegetal.
O acesso quimico e biologico a celulose pode ser afetado pela forma complexa e nao
uniforme da lignina. Em outras palavras, este comportamento promove a recalcitrancia
da biomassa (Gu et al., 2019; Ashokkumar et al., 2022). Segundo Ashokkumar et al.
(2022), a recalcitrancia € influenciada pela cristalinidade da celulose, hidrofobicidade da
lignina e encapsulamento da celulose pela matriz lignina-hemicelulose, associada pelas

fortes ligagdes covalentes e de hidrogénio.

By Lignina

Hemicelulose

Celulose

Figura 3.1 - Representacéo esquematica dos constituintes lignocelulésicos da parede celular
vegetal Fonte: Adaptado de Fernandes et al. (2021).

A celulose e hemicelulose séo os polissacarideos essenciais para a hidrolise do agucar e

conversdo em biocombustiveis (Gu et al., 2019). Fato relevante, ja que a celulose €
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constituida por monossacarideo (hexose) altamente fermentescivel, que se transforma em

unidades de glicose a partir de processos quimicos, termoquimicos ou bioldgicos.

Em relacdo a composicdo quimica presente na parede celular vegetal, pode-se encontrar
percentuais entre 35-50% de celulose (Gu et al., 2019). Esse componente é o principal
homopolimero presente na parede celular, ou seja, que constitui a biomassa
lignocelulosica (Souza, 2009; Fernandes et al., 2021). A Figura 3.2 apresenta a estrutura
molecular da celulose, em que se tem uma cadeia linear com repetidas unidades de p-D-

glicopiranose.

Celobiose

I
( )
OH OH
OH HO OH
0 o
HO OH
HO g O{o&/o J [THo
OH OH
OH OH

Figura 3.2 - Estrutura molecular da celulose Fonte: Santos et al. (2012).

A rigidez e estabilidade da parede celular € dada pelas ligacbes covalentes entre as
unidades B-D-glicopiranose e ligacdes glicosidicas -(1,4), conforme observa-se na
Figura 3.2. As unidades repetitivas, chamadas de celobiose, contém seis grupos hidroxilas
que estabelecem ligacdes de hidrogénio e forca de van der Waals, intra e intermolecular
(Silvaetal., 2009; Fernandes et al., 2021). Assim, nas regides da celulose em que ocorrem
ligacOes de hidrogénio, tem-se elevado grau de cristalinidade e, consequentemente, sdo
insollveis em &gua, limitando a acessibilidade da enzima (Souza, 2009; Kuczer et al.,
2022). Caso contrario, tem-se a regido amorfa da celulose, em que existem varias cadeias
de glicose curtas desorganizadas (Sidana e Yadav, 2022). E nesta regido que a hidrolise

acontece com maior facilidade.

A hemicelulose € um conjunto de polimeros (varios monossacarideos polimerizados)
ligados a celulose por ligagdes de hidrogénio (Silva et al., 2009). Estes monossacarideos
sdo acucares (carboidratos) de cinco ou seis carbonos, denominados pentoses e hexoses,
respectivamente. Em vegetais lenhosos (produtos florestais), a unidade de xilose presente
na hemicelulose é a mais abundante, que se une por ligacdes glicosidicas nas posi¢Ges 1
e 4, conforme Figura 3.3 (Silva et al., 2009; Fernandes et al., 2021).
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OH

Figura 3.3 - Estrutura molecular da hemicelulose Fonte: Santos et al. (2012).

Comparado a celulose, as hemiceluloses apresentam baixo grau de cristalinidade e de
polimerizacdo, sendo mais facilmente degradaveis. Este fato pode ser justificado pela
estrutura ramificada e aleatoria das hemiceluloses (Silva et al., 2009). Gu et al. (2019)

salienta que a parede celular vegetal contém, aproximadamente, 15-35% de hemicelulose.

De acordo com Fernandes et al. (2021), a lignina € um polimero fendlico tridimensional
amorfo e altamente ramificado. Ela é constituida por unidades de fenilpropano (alcoois
p-coumarilicos, coniferilico e sinapilico), ligados de maneira irregular e randomizada (Gu
etal., 2019; Fernandes et al., 2021). Este fato pode ser observado pela Figura 3.4, em que
se percebe a complexidade estrutural da lignina. A lignina é encontrada em percentuais

entre 20 a 25% na parede celular vegetal e fornece protecédo a celulose (Gu et al., 2019).
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Figura 3.4 - Representacdo esquematica da lignina Fonte: Santos et al. (2012).

Diante do exposto, nota-se que as paredes recalcitrantes da lignina sdo barreiras que
dificultam a acessibilidade das enzimas, em rotas enzimaticas, para a conversdao dos
carboidratos (celulose e hemicelulose) em agucares redutores. Logo, tem-se a necessidade
de processos que sejam capazes de romper a estrutura recalcitrante da parede celular,
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aumentando a acessibilidade a celulose e, consequentemente, melhorando o processo

enzimatico.

Com isso, € essencial o desenvolvimento de processos economicamente vidveis e
sustentaveis para o fracionamento da matéria lignocelul6sica, deixando a celulose
acessivel para a hidrélise, para assim produzir um combustivel alternativo aos

combustiveis fosseis, por exemplo o bioetanol.

3.3 Processos para a conversdo da biomassa celulésica em biocombustivel liquido

Paises como Brasil, China, Estados Unidos e Unido Europeia tém se empenhado no
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para energia e combustiveis renovaveis. A
Unido Europeia, por exemplo, estabeleceu a Diretiva RED UE 2018/2001, que busca
alcancar 3,5% da meta de 14% para energias renovaveis no transporte até 2030 (Padella
etal., 2019).

No Brasil, o programa RenovaBio foi criado com o objetivo de reduzir as emissdes de
gases de efeito estufa em 10%, incentivando o uso de alternativas renovaveis aos
combustiveis fosseis (Padella et al., 2019). Além disso, a China esta trabalhando para
uma mudanca nacional que priorize 0 uso de combustiveis renovaveis até 2025 (Huang
et al., 2020).

Os processos de conversdo da biomassa celulosica tém o potencial de gerar calor de
aquecimento, energia elétrica, combustiveis liquidos e gasosos. Esses processos
normalmente envolvem quatro etapas distintas: pré-tratamento, hidrolise, fermentagdo
alcodlica convencional e destilacdo. No entanto, o pré-tratamento e a hidrolise séo etapas
criticas, e € fundamental que a celulose seja acessivel para a conversdo enzimatica em
acucares fermentesciveis, como a glicose, que sdo posteriormente utilizados na producgéo
de bioetanol (Jugwanth et al., 2020). O pré-tratamento desempenha um papel crucial ao

aumentar o rendimento do hidrolisado na etapa de hidrolise enzimatica.

3.3.1 O pré-tratamento

As técnicas de pré-tratamento modificam a estrutura macromolecular e conteudo
quimico, liberando a celulose e hemicelulose da protecdo da lignina e da estrutura
cristalina, de modo a torna-las acessiveis para posterior aplicagdo (Saravanan et al., 2022),

conforme Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Esquema do pré-tratamento de biomassa lignocelulésica Fonte: Adaptado em
Phuttaro et al. (2019).

No entanto, a liberacdo dos constituintes da parede celular pode acarretar a formacéo de
produtos inibitérios, tanto na etapa de pré-tratamento como na hidrdlise. Este fato
acontece pela degradacgdo das pentoses, hexoses e lignina. Os produtos inibitdrios afetam
o0 crescimento celular e o metabolismo dos microrganismos, sendo potenciais inibidores
na fermentacéo e, consequentemente, impactam na producédo de bioetanol (Chen et al.,
2020; Hemansi et al., 2022).

Fockink et al. (2020) enfatizam que a remocdo da lignina € um fator essencial para
melhorar a eficiéncia da hidrdlise enzimética, uma vez que a lignina pode causar ligaces
improdutivas e/ou irreversiveis entre as celulases e as B-glicosidases, o que dificulta o
processo de hidrolise. Esses mesmos pesquisadores destacam que o aumento da area de
superficie da biomassa proporciona uma maior acessibilidade das enzimas aos
carboidratos, facilitando a agdo enzimatica. Além disso, estudos realizados por Bernardo
et al. (2019) e Fockink et al. (2020) demonstram que a alteracdo e reducdo da
cristalinidade da biomassa também podem contribuir para melhorar a eficiéncia da

hidrélise enzimatica.

Sabe-se que o principal desafio na conversdo da biomassa lignocelulésica em
biocombustivel, por exemplo bioetanol, é reduzir a recalcitrancia da biomassa. Portanto,
a eficiéncia do preé-tratamento pode ser afetada pela cristalinidade da celulose, baixa
disponibilidade de area superficial acessivel, teor de lignina e o arranjo de

encapsulamento da parede celular (Saravanan et al., 2022).

De acordo com Ashokkumar et al. (2022), o pré-tratamento apresenta custo elevado pela
demanda em operacdo e gasto energético. Com isso, para o adequado desenvolvimento
desta técnica € necessario visar a reducdo de custos, preocupacdes ambientais,
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minimizacao na formacéo de inibidores que possam afetar a fermentacao e producédo de

solidos com elevada concentragdo de celulose e hemicelulose.

No contexto de superar a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica, a utilizacdo de
técnicas fisicas, fisico-quimicas, quimicas e bioldgicas de pré-tratamento é essencial
(Jugwanth et al., 2020; Saravanan et al., 2022). Diferentes pesquisadores, como Fockink
etal. (2020) e Bernardo et al. (2019), tém analisado a eficcia de diversos pré-tratamentos
e 0 impacto no rendimento da hidrélise enzimatica. Por exemplo, Fockink et al. (2020)
empregaram residuos da fiacdo de algoddo (residuo de algoddo sujo “cotton filter
powder” — DCR e p6 de filtro de algoddo “dirty cotton residue” — CFP) como matéria-
prima, buscando converter glucano em glicose e xilano em xilose. Ja Bernardo et al.
(2019) utilizaram palha de trigo e residuos de eucalipto para converter glucano em

glicose.

Os pesquisadores aplicaram diferentes pré-tratamentos, como o uso de imidazol, liquido
ibnico e acetato por Fockink et al. (2020) e Bernardo et al. (2019), respectivamente. Estes
processos permitiram a obtencéo de fracGes de celulose, hemicelulose e lignina de alta
pureza. A mudanca na cristalinidade da celulose da biomassa foi observada a partir dos
métodos de pré-tratamento propostos por Fockink et al. (2020) e Bernardo et al. (2019),

o0 que afetou diretamente o rendimento de glicose na hidrélise enzimatica.

Os resultados obtidos pelos pesquisadores foram notaveis. Fockink et al. (2020)
alcangaram 45,5% (p.v!) de deslignificacio para biomassa DCR, obtendo um rendimento
de 78,0 mol% para a conversao de glucano e 94,9 mol% para a conversao de xilana. Por
outro lado, a biomassa CFP com 16,0% (p.v!) de deslignificacdo obteve 75,8 mol% de
glucano e 94,9 mol% de xilano. Utilizando 13,7 % p.p™* de sélidos totais do substrato e

20 FPU.g* de glucano, eles conseguiram 40 g.L* de glicose.

Em relacdo ao pré-tratamento com acetato, Bernardo et al. (2019) obtiveram um
rendimento de 93,1 mol% para a conversdo de glucana em glicose para a palha de trigo e
82,9 mol% para o eucalipto. No entanto, a partir da biomassa palha de trigo e eucalipto
com hidrogenossulfato liquido ibnico no pré-tratamento, eles obtiveram 61,6 mol% e 7,9
mol%, respectivamente. Esses resultados destacam a importancia dos diferentes pré-

tratamentos na eficiéncia da hidrolise enzimatica.

Existem varios métodos descritos na literatura e a selecdo do tipo de pré-tratamento a ser

utilizado na deslignificacdo da biomassa é fundamentada na composi¢do da matéria-
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prima e o produto final. A Figura 3.6 exemplifica a classificacdo para os diferentes

métodos encontrados na literatura.

Fisico Fisico - Quimico Quimico Bioldgico
- Cominui¢io mecénica - Explosdo por vapor: - Acido; - Micro-organismos
(moagem e trituragao) - Explosdo por amonia - Alcalino; (fungos, bactérias e
(AFEX); - Liquidos idnicos; enzimas)
- Agua quente liquida - Solvente organico
(organosolv)

Figura 3.6 - Classificacdo das técnicas de pré-tratamento Fonte: O Autor.

a) Pré-tratamento Fisico

Geralmente, o pré-tratamento fisico é o pré-requisito para outros processos (Li et al.,
2022b). Nesta técnica, ocorre a reducdo mecanica do tamanho das particulas, antes da
introducdo destas em um reator, como também a reducdo da cristalinidade da celulose
(Ashokkumar et al., 2022). Esta diminuicdo de tamanho ocorre por processos de
cominuicdo, tais como moagem e trituracdo (Saravanan et al., 2022). Além disso, também

se tem o processo de irradiacéo.

Heller e Einfalt (2020) ressaltam que a biomassa pré-tratada por técnicas fisicas
apresentam resultados efetivos na hidrdlise enzimatica. Isto ocorre pelo aumento da area
superficial de contato e reducdo na cristalinidade da celulose (Ashokkumar et al., 2022).
Por exemplo, Chouaibi et al. (2020) utilizaram como primeira etapa em Seu processo a
trituracdo da casca de abdbora para a producdo de bioetanol, com o objetivo de reduzir o
tamanho das particulas e aumentar a superficie de contato para a hidrdlise e fermentacao.
O mesmo foi realizado por Raina et al. (2020), porém a serragem foi a biomassa utilizada

neste estudo.

Ortiz e Oliveira Janior (2014) salientam que a moagem e trituracdo S0 processos
mecanicos, em que a biomassa fica em contato com esferas dentro de um tambor circular
para obter tamanhos de particulas uniformes. Ja o pré-tratamento por irradiagdo tem-se

presenca de raios gamas para ocorrer a quebra das ligagdes B-1,4-glicosidicas.

b) Pré-tratamento Fisico-Quimico
Esta técnica emprega condi¢des de trabalho, pressdo e temperatura, e produtos quimicos
que modificam as propriedades fisicas e quimicas da biomassa (Ashokkumar et al., 2022).

Geralmente, no pré-tratamento fisico-quimico a hemicelulose e lignina sdo removidas e
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a celulose é degradada (Saravanan et al., 2022). Na literatura, os métodos relacionados a
esta categoria incluem explosdo a vapor, explosdo por amoénia (AFEX, do inglés

Ammonia Fiber Explosion) e pré-tratamento por agua quente liquida.
o Pré-tratamento por explosao a vapor

Este pré-tratamento utiliza vapor saturado de alta pressdo, que causa descompressao
explosiva (Ashokkumar et al., 2022). Inicialmente, a biomassa € submetida a vapor
pressurizado e, em seguida ocorre a despressurizacdo para atingir a pressao atmosférica
(Rezania et al., 2020; Saravanan et al., 2022). Com isso, 0s compostos hemicelulose e
lignina sdo degradados e tem-se a remocéo da celulose (Rezania et al., 2020). Entretanto,
com a solubilizacéo da lignina, pode-se ocorrer a formacéo de inibidores (Heller e Einfalt,
2020).

o Pré-tratamento por explosdo por amonia (AFEX)

O pré-tratamento por explosdo por amdnia é semelhante ao descrito anteriormente. Dessa
forma, a biomassa é tratada com amdonia anidra pressurizada. Assim, pelo contato com a
amonia e reducdo da pressdo tem-se uma rapida expansdo de gas aménia, causando
inchago e ruptura das fibras da biomassa (Ashokkumar et al., 2022). Com isso, ocorre a
descristalizacao parcial da celulose, fato que aumenta a acessibilidade desse componente

ao ataque enzimatico, na etapa de hidrolise.

Assim, a lignina e hemicelulose s&o solubilizadas e permanecem na biomassa
(Ashokkumar et al., 2022). Além disso, a amonia utilizada no processo pode ser
recuperada e reutilizada, sendo um processo economicamente viavel. No entanto, pode-
se ocorrer modificagdes estruturais da parede celular, incluindo alteragdo na estrutura da
celulose (Zhao et al., 2020).

o Pré-tratamento por agua quente liquida

Este método também conhecido como tratamento hidrotérmico (LHW, do inglés Liquid
Hot Water), solubiliza a hemicelulose (componente removido) pela utilizacdo de agua
quente (para degradacdo da biomassa) a alta pressao (para manter no estado liquido) e
torna a celulose mais acessivel ao ataque enzimatico (Rezania et al., 2020). Assim, tem-
se a ruptura da estrutura recalcitrante da parede celular, com a remoc¢éo por degradacgao
em fragBes sollveis da hemicelulose e parte da lignina (Ortiz et al., 2020).
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Com isso, 0os componentes da fase insolGvel sdo transferidos em agua quente para a fase
solivel. Contudo, pode-se ocorrer formacdo de inibidores durante a digestibilidade,
devido a degradacao dos produtos na etapa anterior. Sendo assim, para evitar a presenca
de inibidores, na etapa de pré-tratamento, é recomendado o controle do pH entre 4 e 7
(Ortiz et al., 2020).

Diante dos processos fisico-quimicos descritos, Duarte et al. (2021) utilizaram a técnica
de agua quente liquida para pré-tratar os residuos de café, visando melhoria na conversdo
em acUcares fermentesciveis. Assim, em um reator, a biomassa foi misturada em solugéo
a 20% p/p em Hz20 quente a 230 °C, por 10 min. Com isso, teve-se a decomposi¢éo da

celulose e hemicelulose.

J& Zhang et al. (2017), aplicaram o processo de explosdo a vapor catalisada por &cido na
espiga de milho. Assim, trabalharam com concentracGes de acido entre 0,1-1,5% em peso,
para o acido sulfurico e &cido oxalico a pressdo de 1,0-1,8 MPa. Com isso, foi possivel

solubilizar a celulose e lignina, deixando a hemicelulose acessivel a hidrolise.
c) Pré-tratamento Quimico

No método de pré-tratamento quimico, tem-se a presenca de reagentes quimicos que
auxiliam na reducdo da recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica. Assim, ocorre a
remocdo da lignina e hemicelulose e, consequentemente, a reducéo da cristalinidade da
celulose (Saravanan et al., 2022). Esta categoria é composta pelos métodos de pré-

tratamento acido, alcalino, liquidos idnicos e solvente organico (organosolv).
o Pré-tratamento acido

O pré-tratamento &cido é bastante aplicado para a producéo do bioetanol (Rezania et al.,
2020). Os acidos mais utilizados para pré-tratar a biomassa séo fosforico (HsPQOa), acético
(CH3COOH), nitrico (HNOs3) e sulfurico (H2SO4). Neste método, tem-se a degradacgéo da
hemicelulose (convertidas em acgucares soliveis — ocorre solubilizagdo) e quebra das
ligacGes polissacarideo-lignina (lignina solubiliza e precipita em meio &cido), deixando a

celulose acessivel as enzimas (Rezania et al., 2020; Saravanan et al., 2022).
o Pré-tratamento alcalino

Segundo Ashokkumar et al. (2022) e Saravanan et al. (2022), as bases mais utilizadas

para essa metodologia incluem o hidréxido de sodio (NaOH), hidroxido de célcio
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(Ca(OH)2), amonia (NHs) e ureia ((NH2)2CO). Assim, na presenca de uma base ocorre
alterag@o na estrutura da lignina e solubilizacdo parcial da hemicelulose, com remocgéo

seletiva de lignina sem perder acucares redutores e carboidratos (Rezania et al., 2020).

Saravanan et al. (2022) salientam que, comparado ao método acido, no pré-tratamento
alcalino tem-se uma menor degradagdo da biomassa. Entretanto, apresenta tempo longo

de reacdo (Rezania et al., 2020).
o Pré-tratamento baseado em liquidos idnicos

Neste processo, tem-se a solubilizacdo da celulose e lignina a partir da utilizacdo de
liquidos idnicos (LIs). Estes liquidos iénicos ligam-se a biomassa lignocelulésica por
ligacGes de hidrogénio inter e intramolecular (Ashokkumar et al., 2022). Entretanto, ndo
é economicamente viavel pelo consumo elevado de energia para a recuperagdo de
reagentes e impacto ambiental significativo (geracdo de residuos com dificil recuperacéao)
(Rezania et al., 2020).

o Pré-tratamento com solvente organico

Neste método, tem-se a deslignificacdo (solubilizacdo da lignina) da biomassa por meio
de uma mistura de solventes organicos (metanol, etanol, acetona, etilenoglicol e alcool
tetrahidrofurfuril) associados a agua e a &cidos organicos (oxalico, acetilsalicilico ou
salicilico) (Rezania et al., 2020; Ashokkumar et al., 2022). Além disso, para evitar a

degradacéo da hemicelulose na deslignificacdo, pode-se realizar uma pré-hidrolise.

O método organosolv é um tipo de pré-tratamento com solvente organico. Em suma, o
processo com solvente organico tem como objetivo obter fracbes de celulose,
hemicelulose e lignina com alta pureza. Contudo, a lignina com alta pureza ¢ uma
preocupacao econémica, pois pode causar a formacéo de inibidores e afetar o rendimento

na producgdo de agucares fermentesciveis (Rezania et al., 2020).

Raina et al. (2020) realizaram o pré-tratamento da serragem a partir da técnica acida com
1,27% de HCI, em condicGes de 121 °C e 10% de biomassa, por 22,43 min. Assim,
concluiram que as ligacdes covalentes hidrofobicas entre a hemicelulose-lignina e
celulose-hemicelulose foram quebradas devido ao pré-tratamento, com remog&o parcial
de hemicelulose e lignina da biomassa. Além disso, o &cido utilizado aumentou a area de
superficie do substrato, fato que aumentou a acessibilidade da enzima para a etapa de

hidrélise enzimatica.
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A mesma técnica foi utilizada por Yu et al. (2020). No entanto, trabalhou-se com
microalgas para a produgdo de bioetanol. Além disso, as condi¢fes operacionais e acido
utilizado foram modificados, sendo utilizado &cido sulfarico (H2SOs) para o pré-

tratamento em condicdes de processo de 160-170 °C, por 5-10 min.
d) Pré-tratamento Bioldgico

A caracteristica do pré-tratamento bioldgico ¢ a utilizacdo de micro-organismos (fungos,
bactérias ou enzimas) para a deslignificacdo da biomassa (Ashokkumar et al., 2022). Por
exemplo, com o objetivo de produzir bioetanol, Torreiro et al. (2016) utilizaram fungos
Irpex lacteus para pré-tratar residuos agricolas (palha de milho, palha de cevada, sabugo
de milho e palha de trigo), tendo remocdo de 45,8% de lignina da biomassa

lignoceluldsica.

De acordo com Saravanan et al. (2022), este método tem impacto expressivo diante das
técnicas ja descritas, apresentando eficiéncia na diminuicdo da cristalinidade e
polimerizacdo, aumento na &rea de superficie acessivel e elimina¢do da lignina na

biomassa lignocelulésica pela presenca de enzimas.

No pré-tratamento bioldgico, tem-se a minima formagdo de inibidores, sem necessidade
de recuperacdo de produtos quimicos e baixo impacto ambiental (Ashokkumar et al.,
2022). Porém, é necessario longo tempo de incubacdo quando se utiliza fungos no
processo de deslignificacdo, além de produzir baixo rendimento de hidrolisado (Rezania
et al., 2020; Saravanan et al., 2022).

Em suma, estes meétodos apresentam caracteristicas distintas para a remocao de
componentes e obtencdo do produto final. Dessa forma, percebe-se que as técnicas de
pré-tratamento se encontram em fase de desenvolvimento, sendo necessario o
aperfeicoamento destes processos propostos na literatura (Sadhukhan et al., 2019;
Rezania et al., 2020; Rasid et al., 2021; Sidana e Yadav, 2022).

Conforme mencionado, tornar a celulose mais acessivel a enzima é um dos principais
objetivos do pré-tratamento para a producdo de biocombustiveis (Silveira et al. 2015).
Nesse sentido, diversos métodos de pré-tratamento removem fracdes de hemicelulose
para reduzir restrigdes estruturais durante a hidrdlise enzimatica da celulose (Girio et al.

2010). No entanto, é importante ressaltar que a hemicelulose também possui grande
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interesse, pois pode aumentar o rendimento do biocombustivel a partir da biomassa
lignocelulosica (Girio et al. 2010; Akhtar et al. 2015).

Dependendo do pré-tratamento e das condi¢Ges operacionais, a hemicelulose pode ser
convertida em agUcares hexose e pentose, que, por sua vez, podem ser transformados em
produtos de valor agregado, como xilitol, etanol, butanodiol, butanol, polilactatos, entre
outros (Girio et al. 2010; Akhtar et al. 2015). Girio et al. (2010) destacam que 0s pré-
tratamentos mais comuns para produzir a solubilizacdo seletiva de hemicelulose e sélidos
enriquecidos com celulose, visando ao posterior bioprocessamento, S0 0S processos

envolvendo acidos, 4gua e vapor.

Portanto, ao realizar o pré-tratamento da biomassa lignocelul6sica, é importante
considerar a obtencdo da hemicelulose em fatores de menor severidade, evitando a
degradacdo dos agucares hemicelulésicos (Girio et al. 2010). Dessa forma, explorar a
hemicelulose e garantir a otimizacdo do pré-tratamento podem contribuir para melhorar

0 processo de producédo de biocombustiveis a partir de biomassa lignocelulésica.

Sendo assim, a metodologia mais adequada para melhorar a acessibilidade da enzima a
celulose, minimizando a formacao de inibidores na converséo da biomassa em bioetanol,
deve ser definida. Além disso, percebe-se que 0 método escolhido esta relacionado ao
polissacarideo (celulose, hemicelulose ou ambos) a ser hidrolisado, como também a
concentracdo dos constituintes da biomassa para a formacéao dos agucares fermentesciveis
é importante. Este fato foi avaliado por Heller e Einfalt (2020), que realizaram testes
comparativos entre duas técnicas de pré-tratamento usando flores silvestres como
biomassa lignocelul6sica. Os estudiosos utilizaram o método de explosdo a vapor e
explosdo por amonia e alcangaram formacao de agUcares fermentesciveis na concentragdo
de 2,9-13,9 g.L 1 e 2,3-15,0 g.L ™%, respectivamente.

Com o proposito de melhorar o rendimento de bioetanol, é sugestivo a utilizacdo de
métodos combinados. Com isso, foi salientado por Rezania et al. (2020) e Ashokkumar
et al. (2022), a necessidade da combinacdo de alguns métodos que podem influenciar
positivamente no rendimento de glicose na hidrélise. Por exemplo, Chen et al. (2022)
realizaram o pré-tratamento da palha de milho em dois estagios. Assim, a biomassa foi
pré-tratada com acido sulfarico (H2SO4) diluido assistido por ultrassom e alcancaram
resultados satisfatérios, com degradacdo de 92,40% da hemicelulose e 57,41% de

remocao da lignina, deixando a celulose acessivel a enzima.
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3.3.2 Hidrolise

Sabe-se que a hidrolise contempla as etapas para o processo de conversdo da biomassa
lignocelulésica em biocombustivel liquido. Nesta etapa tem-se a producdo de acucares
fermentesciveis, que serdo encaminhados para o processo de fermentacdo e posterior

destilacdo, onde ocorrera a separa¢do do produto de interesse.

A partir do exposto no Tépico 3.2, percebe-se que € inviavel a hidrélise sem antes realizar
0 pré-tratamento da biomassa, devido a recalcitrancia da materia lignocelulésica. Estima-
se que somente 20% de rendimento tedrico pode ser alcancado na hidrolise enzimatica a
partir da biomassa sem nenhum pre-tratamento (Sidana e Yadav, 2022). Assim, com a
celulose e hemicelulose acessiveis, é possivel obter melhor eficiéncia na hidrélise desses

polissacarideos.

Neste contexto, existem as técnicas de hidrolise acida e enzimética para a formacéo do
hidrolisado. Um dos fatores que diferenciam os métodos de hidrélise acida e enzimatica
¢ o catalisador utilizado no processo, sendo eles acido e de origem bioldgica,
respectivamente. Além disso, a velocidade de conversdo na hidrélise acida é mais rapida
comparada a enzimatica, fato justificado pela presenca de catalisador &cido que propicia
a formacéo de hexoses (Costa et al., 2021). No entanto, os métodos bioldgicos séo 0s
mais propicios para quebrar a celulose e hemicelulose em monémeros simples (Melendez
et al., 2022). Na 4cida sdo formados subprodutos indesejaveis que reduzem a eficiéncia

na etapa de fermentagé&o.
a) Hidrdlise Acida

A hidrolise acida, como 0 nome ja remete, realiza o processo em meio &cido e na presenca
de agua, a partir da conversdo dos polissacarideos em hexoses. Normalmente, o
catalisador utilizado nesse processo é o &cido sulfdrico (H2SO4) em concentragdes
variadas (Panahi et al., 2020). De acordo com Costa et al. (2021), temperatura, pressao e

concentracdo de reagente séo os principais parametros que influenciam nesta etapa.

Inicialmente, ocorre a hidrélise da hemicelulose com a formacao de pentoses a baixas
temperaturas. Em seguida, trabalha-se com elevadas temperaturas para melhorar a
eficiéncia na hidrdlise da celulose com conversdo em hexoses. Entretanto, devido a
obtencdo desses monossacarideos, também existe a formacéo de inibidores que afetam a

fermentacdo para a producgéo de bioetanol.
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Em muitos momentos, a hidrélise &cida é vista como promissora pela sua conversao
rpida em agucares fermentesciveis. No entanto, tem-se a necessidade de trabalhar com
equipamentos resistentes a corrosao (Panahi et al., 2020). Além disso, é necessaria uma
etapa de desintoxicacdo antes da fermentacdo, ja que utilizam reagentes quimicos em seu

processo, podendo causar impacto significativo ao meio ambiente.

b) Hidrdélise Enzimética

Diferentemente da hidrdlise acida, a hidrolise enzimatica visa hidrolisar, principalmente,
a celulose a partir da utilizacdo de biocatalisadores. Além disso, demandam condi¢des
operacionais mais brandas para temperatura entre 45-50 °C e pH 4,8, por utilizar como

catalisadores enzimas e micro-organismos (Meenakshisundaram et al., 2021).

De acordo com Meenakshisundaram et al. (2021), por trabalhar em condi¢Ges mais
brandas, pode-se alcancar alta especificidade no hidrolisado, como também produzir
elevado rendimento de glicose sem ocasionar problemas de corrosdo no reator. Sabe-se
que a biomassa lignocelulésica escolhida para ser avaliada neste trabalho apresenta
concentracOes elevadas de celulose. Sendo assim, a aplicacdo da técnica de hidrolise

enzimatica para a celulose torna-se propicia na conversao em agucares fermentesciveis.

O catalisador utilizado neste processo € a celulase, que é um complexo enzimatico de
endoglucanases, exoglucanases e -glucosidases (Costa et al., 2021). Estas celulases séo
produzidas a partir de cepas de Trichoderma e Aspergillus (Zhang e Wu, 2021). Diante
do exposto no topico sobre a estrutura da parede celular vegetal, Topico 3.2, nota-se que
a celulose apresenta um elevado grau de cristalinidade, sendo impedimento ao ataque

enzimatico.

Com isso, a celulase hidrolisa a celulose via oligbmeros. Assim, as endoglucanases
realizam a quebra da molécula, as exoglucanases atacam as terminag¢fes ndo-redutoras e
removem a celobiose presente na estrutura linear da celulose e as [B-glucosidases
hidrolisam a celobiose e outros oligdbmeros a glicose (Costa et al., 2021). Entretanto, as
enzimas celulases disponiveis comercialmente apresentam baixa atividade de [-
glucosidases, ocorrendo hidrélise incompleta da celobiose (Meenakshisundaram et al.,

2021). Assim, sdo adicionadas enzimas extras de B-glucosidases a mistura de hidrdlise.
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Em suma, na hidrdélise enzimatica ocorre a adsorcéo da celulase na superficie do substrato

(celulose) e posterior quebra das ligagcfes glicosidicas em aglcares fermentesciveis.

Neste contexto, o hidrolisado formado na hidrélise enzimatica segue para a fermentacao.
Nesse momento, as moléculas de glicose sdo fermentadas pela presenca de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae), por meio da fermentacdo alcodlica e destilacdo

convencional, para a producdo de biocombustivel liquido (por exemplo, o bioetanol).

Recentemente, pesquisadores estdo intensificando esforgos para o desenvolvimento de
metodologias de alimentacdo em biorreatores com altas cargas de solidos na etapa de
hidrolise enzimatica, carga de sélidos entre 20 a 25% insolUveis em agua (Cavalcanti-
Montafio et al., 2013; Rocha et al., 2018; Pratto et al., 2020). Este tipo de técnica pode
proporcionar elevadas concentrag¢fes de aglcar no hidrolisado e, consequentemente pode
melhorar a eficiéncia energética nas etapas subsequentes (Rocha et al., 2018).

No entanto, a proposta de elevadas taxas de concentracdo de solidos na alimentacédo
implica na formacdo de inibidores, inibicdo/desativacdo enzimatica devido a alta
concentracdo de agUcares, como também ineficiéncia na homogeneidade da mistura,
causando problemas na transferéncia de massa e calor (Rocha et al., 2018; Pratto et al.,
2020). Dessa forma, é necessario encontrar um processo eficiente para a produgédo de

bioetanol.

Para tanto, a técnica de batelada alimentada pode ser promissora para a hidrélise
enzimética em elevadas cargas de sélidos (Rocha et al., 2018; Pratto et al., 2020). Esta
metodologia pode proporcionar um aumento no rendimento da converséo de celulose em
glicose e, consequentemente, melhora na homogeneidade da mistura e consumo de
energia aceitavel (Rocha et al., 2018). Entretanto, existem alguns desafios para 0 processo
em batelada alimentada, dentre eles: modelar o comportamento de reagéo e determinar

estratégias para alimentacao do substrato e enzima (Godoy et al., 2019)

Conforme relatado, a conversédo da biomassa em fonte de energia, ou bioenergia, pode ser
conduzida por diferentes rotas, as quais integram as técnicas de pré-tratamento e hidrolise
enzimatica abordadas anteriormente. De acordo com Jugwanth et al. (2020), a produgéo
de bioetanol pode ser realizada em trés tipos de processos, sendo eles: hidrélise e
fermentacdo separadas (SHF), sacarificacdo e fermentacéo simultaneas (SSF) e SSF com
etapa de pré-hidrolise (PSSF). Na Tabela 3.1 sdo apresentados alguns estudos
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encontrados na literatura que aplicaram diferentes técnicas de processo para obtengdo do

bioetanol.

Tabela 3.1 Comparacdo de técnicas na hidrélise para obtencéo de bioetanol

Método Resultados Referéncia
Sacarificacédo e co-
fermentacdo  simultaneas s 0 Chen et al.
(SSCF), usando palha de Eficiéncia no processo de 93,37%. (2022)
milho.
Sacarificacio o A planta processou 70.088 ton de

¢ . A biomassa/ano, com capacidade de :
fermentagdo  simultaneas ~ Alio et al.

producdo de 11.650 ton de etanol/ano.
(SSF) com uso de serragem . . L (2021)
Como matéria-prima foi possivel atingir 351 L/ton de
P ' produtividade de etanol.
5 p

SSF com bagaco da cana- 86,56% (p/p) de conversdo da Chatterjee e

de-agUcar.

celulose em glicose, com produgéo de
241,2 mg de bioetanol/g de biomassa

Mohan (2021)

SSF com bagaco da cana-
de-acucar.

Concentracdo maxima de bioetanol
de 3,12 g.L " € 0,29 g.L1.h"! na taxa
de rendimento de producao

Jugwanth et al.
(2020)

Hidrolise separada e co-
fermentacdo (SHCF) com
serragem.

Eficiéncia de conversdo de 97%,
concentragio maxima de 9,43 g.L* de
bioetanol e produtividade de 0,39 g.L"
1.h'1

Raina et al.
(2020)

A eficiéncia na hidrélise depende de fatores como a concentracdo e composi¢do do
substrato pré-tratado, concentracdo e desempenho da enzima, rendimento de glicose,
dentre outros. Portanto, ndo é uma etapa trivial. Assim, a modelagem e otimizacéo deste
processo pode ser essencial para a obtencdo de elevadas taxas de converséo da biomassa

em glicose, e posterior producdo de bioetanol.

4 MODELAGEM E OTIMIZACAO NA ETAPA DE HIDROLISE ENZIMATICA
PARA A PRODUCAO DE BIOETANOL

A modelagem e a simulagdo séo ferramentas essenciais em processos industriais para

prever e analisar as condi¢Ges operacionais, permitindo a minimizacéo de erros e gargalos

na producdo de biocombustiveis. Essa abordagem também promove uma melhor
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eficiéncia na utilizacdo de recursos, otimizagdo do tempo e redugdo dos custos

operacionais (Saravanan et al., 2022).

A representacdo de processos quimicos, fisicos e bioldgicos, desde testes de bancada até
operacGes em grande escala, pode ser analisada por meio de métodos matematicos e
simulacdo. Na literatura, existem numerosas pesquisas relacionadas a modelagem e
simulacdo de processos (Nogueira et al., 2020; Singh et al., 2021; Oliveira et al., 2021;
Wang et al., 2022a; Storchak et al., 2022).

A otimizacao também tem sido amplamente empregada por pesquisadores para alcancar
maior eficiéncia no processo (Locatelli et al., 2019; Godoy et al., 2019; Coelho et al.,
2020). Através da otimizacdo, é possivel identificar as condi¢des ideais de operacéo,
maximizando o rendimento e a eficiéncia do processo, bem como reduzindo custos e

tempo de operacéo.

Contudo, pesquisas tém se concentrado em obter elevados rendimentos na hidrélise
enzimatica da celulose, utilizando altas cargas de sélidos (> 15% p/p) (Godoy et al.,
2019). Entretanto, essa abordagem pode apresentar alguns problemas, como aumento da
viscosidade no meio reacional e limitagdes na transferéncia de massa, resultando em uma
diminuig&o na conversdo de celulose em glicose. Outras barreiras a produgéo de bioetanol
a partir de celulose, pela rota bioquimica, incluem o alto custo das enzimas e a cinética

lenta que reflete 0 mecanismo (baixa taxa de operacdo) (Angarita et al., 2015).

Assim, a modelagem da etapa de hidrdlise enzimatica € fundamental para avaliar o
comportamento da reacdo e determinar as politicas adequadas de alimentacao, além de
analisar e otimizar os principais parametros do sistema de conversao (Godoy et al., 2019;
Zhang et al., 2021b). Vale ressaltar que o mecanismo de uma reacdo enzimatica é
composto por uma sequéncia de reacdes elementares (Fogler, 2009), e seu entendimento
é essencial para o avanco e a eficiéncia dos processos envolvidos na produgdo de

biocombustiveis. Essa sequéncia de reacdes € representada pelas reagdes (a) até (e).

1) A enzima (E) reage com o substrato (S) para formar um complexo enzima-
substrato (E.S).

k
+EB .t ’
S+E E.S @)

2) O complexo (E.S) pode ser decomposto, voltando a substrato (S) e enzima (E).
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ky i
E.S _ &, E+sS (0)

3) Ou o complexo pode reagir com agua (W) para formar o produto (P), como

também regenerar a enzima (E).

E.S+W_K&k _P+E

(c)
Dessa maneira, pelo rearranjo entre as leis de velocidade das reacdes (a), (b) e (c), tem-
se a lei de velocidade de consumo do substrato representada pela Equacdo (4.1) (Fogler,
2009):

o Jaks(W(E)E)
ST ky(S) + ky + k(W)

(4.1)

Sendo que E; denota a concentracgdo total de enzima

Segundo Fogler (2009), para uma reagéo de substrato com enzima ocorrendo em solugéo
aquosa, provavelmente, a agua estard em excesso, e a concentracdo da agua pode ser

considerada constante. Logo,

kcar = ks w) (4.2)
_ kcat + k2
Vinax = kcat(Et) (4'4)

De acordo com Fogler (2009), os parametros k.,; conhecido como nimero de renovacao,
que “representa o nimero de moléculas de substrato convertidas a produtos em uma unica
molécula de enzima, por unidade de tempo”’; Kmé chamada de constante de Michaelis ou
constante de afinidade, que representa o valor correspondente da atragdo da enzima por
seu substrato; e Vmax € a velocidade de reacdo maxima para uma dada concentracéo total

de enzima.

Assim, pelo rearranjo da Equacéo (4.1) dividindo-se 0 numerador e denominador por ki,
como também substituindo-se as Equagdes (4.2), (4.3) e (4.4) em (4.1), tem-se a equagao
de Michaelis-Menten (ou Lei da velocidade), conforme Equacéo (4.5) (Fogler, 2009).

_ Vméx (S )

O] )
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Ressalta-se que Vmax € Km representam as reagGes enziméticas que sdo descritas pela
cinética de Michaelis-Menten, sendo que a concentragdo total de enzima influencia no
comportamento de Vmax (Fogler, 2009). Alem disso, a concentragdo do substrato é
representada pela metade da sua velocidade de reacdo maxima, ou seja, a constante de
Michaelis é igual a concentracdo para a qual a velocidade da reacdo é a metade da
velocidade maxima (Fogler, 2009).

Conforme ja salientado, um dos fatores que afetam a conversdo de celulose em glicose é
a formacado de inibidores. De acordo com Fogler (2009), estes inibidores interagem com
as enzimas, sendo incapazes de catalisar sua reacdo especifica. Na literatura, a inibicao
competitiva, acompetitiva e ndo-competitiva sdo os trés tipos mais comuns em reacdes
enzimaticas (Fogler, 2009). No entanto, nesse trabalho sera exemplificado a inibicdo
competitiva, ja que o modelo dindmico analisado no estudo utilizou equagdo de MM com

inibicdo pelo produto.

Geralmente, a ocorréncia da inibicdo competitiva é justificada pelo fato de que as
moléculas do substrato e inibidor s&o parecidas e, assim, competem pelo mesmo sitio da
enzima (Fogler, 2009). Em outras palavras, uma outra substancia (I), compete com o
substrato pelas moléculas da enzima para formar um complexo inibidor-enzima (Fogler,
2009). Assim, além das reacOes elementares descritas anteriormente, para 0 processo com
inibicdo competitiva deve-se incluir dois passos. Estes dois passos descrevem as reacoes
que o inibidor se liga de forma reversivel a enzima e estdo representados pelas reacdes
(d) e (e) (Fogler, 2009).

k, e
I+E E . I (inativa) (d)

ks
E.I E+1 ©

Com isso, a equacdo de Michaelis-Menten com inibicdo competitiva (ou Lei da

velocidade da inibicdo competitiva) é representada pela Equacéo (4.6) (Fogler, 2009).

o = —1¢ = Vméx(s) (4.6)

5+1<M(1+Kii)

Em que, Kirepresenta a constante de inibig&o.

Para avancar no entendimento e previsao das propriedades na hidrélise da biomassa

lignocelulosica, tem sido dedicado esforgos ao desenvolvimento de modelos cinéticos
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(Cavalcanti-Montario et al., 2013; Sitaraman et al., 2019; Coelho et al., 2020; Yu et al.,
2021). Esses modelos consistem em equacGes matematicas que permitem avaliar o
comportamento do processo. Através da combinacdo de testes experimentais e
modelagem, sendo possivel obter informacdes detalhadas sobre o mecanismo da

hidroélise.

Por exemplo, Cavalcanti-Montafio et al. (2013) propuseram um modelo cinético de
Michaelis-Menten pseudo-homogéneo, com inibicdo pelo produto. Esse modelo foi
desenvolvido para a modelagem dinamica de um reator em batelada alimentada com o
objetivo de sustentar elevadas taxas de producdo de glicose, adicionando enzima e
substrato simultaneamente durante o processo. O modelo foi representado por equacdes
empiricas para determinar a dindmica de alimentacdo de substrato e enzima. Os
pesquisadores ndo consideraram no modelo, de maneira explicita, adsorgéo ineficaz de
enzima sobre a lignina, efeitos de interferéncia (superlotagdo de enzimas na matriz do
substrato), inibicdo por celobiose e inativacdo térmica das enzimas. No entanto, esses
fendbmenos foram considerados nas constantes cinéticas presentes na equacdo que
determina a velocidade de hidrolise. As enzimas foram agrupadas em um Unico pseudo-

catalisador.

Para a validagcdo do modelo, Cavalcanti-Montafio et al. (2013) realizaram experimentos
em triplicata do processo de hidrélise enzimatica em reator de bancada operando em
batelada simples e alimentada. Com isso, eles compararam os resultados experimentais
com os dados simulados obtidos pelo software Matlab, para avaliar se 0 modelo cinético
ajustou-se aos resultados experimentais. Os pesquisadores observaram que foi possivel
alcancar concentracéo de glicose de 160 g.L™ na simulag&o e, nos testes experimentais
para a validacdo do modelo, a concentragdo do produto chegou a 200 g.L ™.

Tervasmaki et al. (2017) desenvolveram um modelo aplicavel a hidrélise enzimatica em
batelada alimentada, buscando elevada concentracdo de substrato. Os pesquisadores
criaram dois modelos: um simplificado e outro completo. O modelo simplificado incluiu
apenas a adsorcao enzimatica e uma reacdo de primeira ordem para o complexo enzima-
substrato. JA& o modelo completo levou em conta a inibicdo competitiva da glicose e

fatores de taxa decrescentes relacionados ao comportamento do substrato e da enzima.

Nesse contexto, a composicao do substrato foi considerada estruturalmente uniforme, sem

distingdo entre a celulose amorfa ou cristalina; a parte ndo celuldsica foi considerada
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inerte; ndo houve diferenciagdo entre comportamentos endo/exoenzimaticos; a taxa de
conversédo de celobiose em glicose ndo foi um fator limitante e ndo foi explicitamente
incluida no modelo; a adsor¢do enzimatica seguiu 0 comportamento de adsorcao tipo
Langmuir, e a taxa de reacdo foi de primeira ordem em relacdo a concentracdo de

complexos enzima-substrato; e houve inibi¢gdo competitiva da glicose.

Tervasmaki et al. (2017), nos testes experimentais, variaram concentracdo de solidos
entre 5 a 50 g.L?%, e conseguiram alcancar concentrag@es de glicose de até 100 g.L™.
Entretanto, para o modelo completo, que apresentou um ajuste mais preciso, os resultados
foram abaixo de 40 g.L™*, com uma concentraco inicial de solidos a partir de 30 g.L™.

Godoy et al. (2019) propuseram modelo cinético para descrever o processo de hidrélise
em batelada alimentada para uma ampla faixa de teor de sélidos. Além disso, otimizacao
foi realizada para fornecer estimativas iniciais das melhores condigdes para o processo de
hidrolise em batelada alimentada. Assim, avaliaram dois tipos de substrato: bagaco pre-
tratado hidrotermicamente (HB) e bagaco pré-tratado com &cido diluido e deslignificado
(ADB). Inicialmente, esses pesquisadores realizaram testes experimentais para utilizar os
resultados no modelo cinético a ser proposto por eles. A enzima utilizada na hidrdlise foi
um complexo comercial enzimatico Cellic CTec2 e a atividade de celulase foi medida em
112,65 FPU.mL™. A hidrélise enzimatica realizada por Godoy et al. (2019) ocorreu em
frascos de erlenmeyer de 500 mL, com agitacdo a 150 rpm, a 50 °C e pH 4,8 por 144h.
Durante o experimento, foram coletadas amostras liquidas para determinar a quantidade
de acucares, glicose e celobiose. Ao final, também quantificaram o rendimento de glicose
(%) e produtividade (g.L*.h).

Ap0s a realizacéo dos testes experimentais e obtencéo dos resultados para a hidrolise em
batelada, Godoy et al. (2019) desenvolveram o modelo cinético. Os parametros e a
verificacdo do modelo foram realizados a partir dos resultados obtidos com cargas de 5,15
e 20% p/v de sélidos. Dessa forma, para descrever o modelo, Godoy et al. (2019)
realizaram algumas simplificacGes: desconsiderou-se a conversdao de celobiose em
glicose, o complexo enzimatico é representado por uma Unica concentracdo, e nenhum
modelo de adsorcdo foi utilizado. Além disso, os substratos sdo uniformes em
acessibilidade e a reacdo e submetida a inibigdo competitiva pela glicose; foram
desprezados os inibidores, como celobiose e xilose; a porcentagem de hemicelulose no
bagaco pré-tratado é baixa e, assim, desprezivel, e a lignina é inerte; a inativacao

enzimatica é minima e, portanto, desprezivel.
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Godoy et al. (2019) concluiram pelos resultados experimentais que a inibi¢do do produto
se torna mais severa a medida que a carga de solidos aumenta. Portanto, a constante de
inibicdo modificada foi determinada pela Equacao (4.7).

")
Cr

ki = kg l1 —a (4.7)

Sendo k; a constante de inibicdo modificada (g.L™), k; ; a constante de inibigéo para
glicose (g.L?), G a concentracdo de glicose (g.L™?), Ct a quantidade total de celulose
adicionada ao sistema (g.L'), a um pardmetro com dimensdo (g.LH)®™ e n é um

parametro adimensional.

Diante das simplificacdes e suposi¢des, 0 modelo cinético foi desenvolvido por Godoy et
al. (2019) sendo representado pelas equacdes de balan¢co de massa, Equacdes (4.8) e (4.9),

e a taxa de reacdo, Equacéo (4.10):

ac

= (4.8)
d—G =1,111r (4.9
dt

k*ExCx*R
r (4.10)

:KM[1+<k%>]+C

Em que, C é a concentragéo de celulose (g.L™), G a concentracéo de glicose (g.L™?), téo
tempo (h), r é a taxa de reacdo (g.L™.h™%), k é a constante de velocidade da reagdo (h?), E
concentragédo de enzima (g.L™%), R reatividade do substrato, k; é a constante de inibicdo

modificada (g.L™?) e Kwm € a constante de saturacéo de celulose (g.L™).

A estimativa dos parametros foi realizada usando problema de minimizagdo. Assim,

minimizou-se a fungao M4y, Equagdo (4.11), sendo a mesma resolvida usando Octave

de_min function.

ne np

00) = 90\
M(eFZE[(f(x'Jgi)j g']>] (4.11)

i=1 j=1

Sendo que f(xi,jé)) denota a concentracdo de glicose prevista, g;; representa a

concentracéo de glicose medida, x; ; € 0 vetor que contém as variaveis de estado, 6 € 0
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vetor dos pardmetros do modelo, ne é o nimero de experimentos e np 0 nimero de pontos

experimentais por ensaio.

Dessa maneira, Godoy et al. (2019) realizaram a simulacdo e otimizacdo do modelo. As
simulacbes foram realizadas aplicando-se as condi¢fes experimentais observadas nos
testes em batelada alimentada, sendo: teor inicial de sélidos em 10% p/v, concentracao
de enzima de 15 FPU.g! e para a biomassa, a adicdo de 5% p/v de sélidos em trés
momentos a cada 6h de alimentacdo. Portanto, Godoy et al. (2019) determinaram a
resposta do modelo, sendo ela a concentracdo de glicose, durante os tempos de 3, 6, 9,
12, 18, 24, 48, 72, 96 e 144h, e os dados coletados foram usados para calcular os efeitos
de cada parametro.

Finalmente, otimizacédo foi realizada por Godoy et al. (2019) para obter as politicas de
alimentacdo que maximizam a concentragdo final de glicose. Essa otimizagdo foi
resolvida utilizando a Octave de_min function. Foram impostas duas restri¢cdes, sendo o
tempo total de reacdo limitado a 144h e a concentracédo de solidos. Com isso, a solugédo
Otima foi composta pela carga inicial de sélidos, intervalo de alimentacdo e quantidade
de solidos adicionados, e 0 nimero de operacGes de alimentacdo foi fixado durante a
solugéo do problema.

Diante das simulag¢fes para os substratos com diferentes métodos de pré-tratamento e
pardmetros estimados, conforme cada teste experimental, Godoy et al. (2019) concluiram
que o modelo cinético proposto se ajustou aos dados coletados com precisao aceitavel

para as cargas de sélidos de 5,15 e 20% p/v.

Em relacdo a otimizacdo, com numero de operacdes de alimentacdo igual a 5, para o
substrato HB, o sistema otimizado por Godoy et al. (2019) atingiu concentracéo de glicose
de 131,24 g.L%, correspondendo a 18% a mais do que no teste experimental. Além disso,
Godoy et al. (2019) observaram uma diminuig¢do no rendimento da reacdo de 67,56% para
65-63 %, devido a inibicdo do produto. J& para o substrato ADB, a otimiza¢&o foi menos
promissora, pois a concentracdo de glicose atingiu 131, 46 g.L?, sendo apenas 3,5%
superior ao resultado experimental. Os rendimentos da reacdo também foram reduzidos,
sendo 66,16% para 55-52%. Portanto, Godoy et al. (2019) observaram que a operagdo em
batelada alimentada pode alcancar elevado teor de acgucar.

A Tabela 4.1 apresenta um compilado de modelos desenvolvidos na literatura para o

processo de hidrolise enzimatica.
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Obijetivo

Descricdo do modelo

Resultados

Referéncia

Descrever o rendimento de acUcares
fermentesciveis, glicose e xilose na etapa
de hidrolise enzimatica.

Substrato: Bagaco pré-tratado com agua
quente, acido cloridrico (HCI) e
hidroxido de sédio.

Desenvolveram modelo cinético baseado
na teoria de Michaelis-Menten e modelo de
desativacdo enzimatica. Para tanto, eles
determinaram equac¢fes empiricas para a
conversao de glucano em glicose e
conversao de xilano em xilose.

Concluiram que a combinacdo dos
modelos permitiu alta precisdo de ajuste
aos dados experimentais, para hidrolise
enzimatica por diferentes composicdes de
bagaco pré-tratado, além de proporcionar
a analise do rendimento na etapa de pre-
tratamento.

Zhang et al.
(2021c)

Descrever a taxa de hidrélise enzimatica,
analisando a natureza e intensidade de
dois pré-tratamentos.

Substrato: palha de trigo, palha de milho
e talos de cardo. Essas biomassas foram
pré-tratadas com &cido sulfurico diluido
e etanol-agua.

Propuseram um modelo cinético para
avaliar a natureza e intensidade de dois pré-
tratamentos. Assim, eles definiram a
equacdo para a taxa de reagédo e constante
cinética  aparente. Essas  equacdes
dependem da intensidade do pré-
tratamento, acessibilidade da enzima ao
substrato e reatividade.

Concluiram que o modelo cinético
descreve o0s resultados experimentais
obtidos na hidrélise enzimatica para as
trés matérias-primas utilizadas no estudo,
em condigdes distintas de operagéo.
Além disso, a palha de trigo foi a mais
reativa e o talo de cardo a mais
recalcitrante.

Wojtusik
et al. (2020)

Desenvolveram modelo cinético para a
reacdo de hidrélise enzimatica em um
reator, considerando a dinamica de
fluidos e o transporte de solidos e
espécies dissolvidas.

Substrato: Substrato de celulose.

Implementacdo  de  equacdes  para
transporte de fluidos (substrato e enzima),
equacao para determinar a concentracdo de
substrato; concentracdo de enzima, levando
em consideracdo a adsorcdo da enzima a
celulose.

Concluiram que o modelo proposto
previu perfeitamente os mecanismos de
conversdo que ocorrem na hidrolise
enzimatica. Além disso, o modelo
forneceu fidelidade para capturar os
gradientes de substrato dentro do reator.

Sitaraman et al.
(2019)
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Tabela 4.1 - Comparativo entre 0os modelos cinéticos desenvolvidos na literatura para a hidrdlise enzimatica do bagaco da cana-de-agUcar (continua)

Objetivo

Descricdo do modelo

Resultados

Referéncia

Descrever o processo de hidrolise em
batelada alimentada para uma ampla
faixa de teor de solidos. Além disso,
otimizacgéo para determinar as condi¢c6es
operacionais na etapa de hidrolise
enzimética em batelada alimentada.

Substrato: Bagaco pré-tratado
hidrotermicamente (HB) e bagago pré-
tratado com 4cido diluido e
deslignificado (ADB).

Eles propuseram um modelo cinético
composto por equacBes empiricas para
determinar a constante de inibicdo
modificada, taxa de reacdo (envolve modelo
de Michaelis-Menten com inibicdo pelo
produto) e desenvolveram balangos de
massa para a concentracdo de celulose e
glicose.

Observaram que o modelo cinético se
ajustou aos dados experimentais,
principalmente para a carga de sélidos
5 15 e 20% p/v. Além disso, foi
possivel alcancar elevados teores de
aclucar para ambos substratos, em
131,24 g.L! para o HB e 131,46 g.L*
ADB. Também, perceberam que o
rendimento da reacdo para o substrato
HB diminuiu de 67,56% para 65-63%,
devido a inibi¢do do produto. Ja para o
substrato ADB, o rendimento reduziu
de 66,16% para 55-52%.

Godoy et al.
(2019)

Analisar a sacarificacdo da celulose a
partir da concentracdo de glicose, em um
biorreator horizontal operando em
batelada alimentada.

Substrato: Bagago de agave pre-tratado
hidrotermicamente.

Utilizaram um modelo cinético proposto
por Zhang et al. (2010), para descrever a
producdo de glicose. Assim, eles
consideraram no modelo a desativacdo da
celulose como reacdo de primeira e segunda
ordem.

O modelo apresentou um bom ajuste

aos dados experimentais, para um
biorreator horizontal operando em
batelada alimentada. Para o teste

experimental e simulacdo, a melhor
concentracdo de glicose obtida foi com
carga de solidos a 25% com 195,60 g.L"
! de glicose. J& com 30% de solidos
obtiveram concentragdo de glicose de
120 g.L ™.

Pino et al. (2019)
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Tabela 4.1 - Comparativo entre 0os modelos cinéticos desenvolvidos na literatura para a hidrélise enzimética do bagaco da cana-de-agUcar (conclusdo)

Objetivo Descricdo do modelo Resultados Referéncia
Foram desenvolvidos dois modelos, A concentracdo de solidos variou de 5
o simplificado e completo. O modelo para 50 g.L ™. Em testes experimentais,
Mostrar um modelo aplicavel para a gimplificado incluiu apenas a adsorcdo eles obtiveram concentracdes de glicose
hidrolise em  batelada alimentada, enzimatica e a reaco de primeira ordem do de até 100 g.L . No entanto, para o :
utilizando elevada concentragdo de  complexo enzima-substrato. O modelo modelo completo que apresentou Tervasmaki
substrato. completo envolveu a inibicdo competitiva melhor ajuste, encontraram resultados etal. (2017)
Substrato: Filtro de papel. da glicose e fatores de taxa decrescente abaixo de 40 g.L? _para uma
relacionados ao comportamento do concentracédo inicial de sélidos de 30
substrato e da enzima. g.Lt
Utilizaram o modelo cinético de Kadam et O modelo apresentou um ajuste
Descrever a hidrélise enzimaticaem alta al- (2004). O modelo incluiu adsor¢do razoavel aos dados experimentais com
concentracdo de solidos. enzimatica por inibicdo do produto, carga de solidos variando entre 10-20% Angarita et
reatividade do substrato e conversdo de e alimentacdo enzimatica entre 5 a 60
Substrato: palha de cana-de-aclicar pré- hemicelulose ~ em  xilose.  Porém, FPU.g'l. Essas condicBes permitiram al. (2015)
tratada com agua quente. negligenciou a inativacdo enzimatica obter concentracfes de glicose de
térmica e mecanica. aproximadamente 110 g.L L.
Desenvolveram modelo dindmico para a . A parti,r da simulaggo, os pesquisadqr(_es
. N . Determinaram os balangos de massa para concluiram que era  necessario
alimentacdo de substrato e enzima na o\ me substrato e produto. Além disso, alimentar trés pulsos de enzima para o
hidrolise, com propésito de alcancar consideraram a equagio para a taxa de sistema analisado. Na simulagdo, foi Cavalcanti-
elevadas concentragoes de glicose. reacdo, a partir da equacdo de Michaelis- possivel alcancar concentracbes de  Montafio et al.
Menten com inibicdo pelo produto glicose em 160 g.L? e, nos testes (2013)

Substrato: Bagaco pré-tratado por
explosdo a vapor e deslignificado com
NaOH a 4%.

(glicose). Propuseram equacdo para a
alimentacéo de substrato e enzima.

experimentais para a validacdo do
modelo, concentracdo do produto de
200 g.L™.
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Diversos objetivos e modelos foram abordados nos estudos apresentados na Tabela 4.1,
visando descrever o rendimento de agUcares fermentesciveis e a concentracao de glicose
em diferentes sistemas. Os modelos incluem abordagens como teoria de Michaelis-
Menten, desativacdo enzimatica, transporte de fluidos e adsor¢do de enzima ao substrato.
Os resultados demonstraram que os modelos propostos apresentam bons ajustes aos dados
experimentais e fornecem informacdes relevantes para o entendimento e otimizacéo da

hidrélise enzimatica.

Atualmente, pode-se observar avancos significativos na producéo de biocombustiveis por
meio da sinergia entre estudos experimentais, modelagem e simulacdo na etapa de
hidrolise enzimatica (Zhang et al., 2021b). Essas abordagens permitem aplicar estratégias
para otimizar parametros, reduzir o consumo de enzimas, reaproveita-las e alcancar altas
taxas de converséo de celulose em glicose. Por exemplo, Soares et al. (2019) utilizaram
regressdo nao-linear para determinar os parametros cinéticos de velocidade de reacdo
méaxima e a constante de Michaelis-Menten, essenciais para 0 modelo de hidrolise
enzimatica da sacarose. Com base em dados experimentais, Carvalho et al. (2013)
analisaram diferentes modelos e determinaram seus pardmetros cinéticos. Cavalcanti-
Montafio et al. (2013) realizaram um ajuste manual fino para definir os parametros do seu

modelo.

A otimizacdo também foi aplicada por Cruz et al. (2019), Leite et al. (2021) e Silveira et
al. (2017) para estimar parametros em diferentes processos. Cruz et al. (2019) analisaram
modelos empiricos da literatura para determinar a capacidade de adsorcdo de um
determinado adsorvente especifico no sistema de adsorcdo. Silveira et al. (2017)
trabalharam com equacdes empiricas para descrever o coeficiente de difusdo na extracao
de oleo essencial, enquanto Leite et al. (2021) avaliaram um modelo cinético de
desnaturacao induzida pelo calor de proteinas do leite. Esses pesquisadores aplicaram
diferentes estratégias, incluindo modelo linear e ndo-linear, para configurar o problema
de otimizacdo e estimar os parametros de cada modelo. Os parametros foram estimados
resolvendo um problema de otimizacdo baseado na soma dos erros ao quadrado entre 0s

valores experimentais e simulados.

Apesar dos avancos na producdo de biocombustiveis a partir de biomassa lignocelulésica,
ainda existem desafios, principalmente no que diz respeito a sustentabilidade do processo

(Cai et al., 2023; Xu et al., 2023). Para responder a estas preocupacdes, estdo disponiveis
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diversas ferramentas avangadas, nomeadamente a analise exergética (Ortiz et al., 2020;
Batlle et al., 2022; Joseph et al., 2023).

Neste estudo, otimizacdo dos parametros cinéticos do modelo e verificacdo do impacto
da evaporagéo no sistema para determinar o ponto ideal de rendimento na producédo de
glicose foram realizados. Em seguida, conduziu-se uma analise detalhada da etapa de
hidrolise enzimatica, aplicando conceitos de exergia. O objetivo foi compreender melhor
as perdas de energia e avaliar a sustentabilidade termodindmica do processo envolvendo

biomassa lignocelulésica.

5 EXERGIA

A exergia tem o propésito de analisar o sistema e/ou processo com foco na qualidade,
quantidade e fluxos de materiais (Soltanian et al., 2020). Essa avaliacdo termodinamica
possibilita identificar oportunidades de melhoria na eficiéncia e na utilizacéo dos recursos
disponiveis. Com o objetivo de desenvolver processos sustentaveis e econdmicos, a
literatura apresenta pesquisas que utilizam essa técnica para avaliar o desempenho de um
processo e, consequentemente adquirir informaces relevantes para a otimizagdo de um

sistema (Valderrama et al., 2020; Kilmanoglu et al., 2021).

A técnica de exergia baseia-se na primeira e segunda leis da termodindmica, em que
apresenta a porcao de energia Util que pode ser transformada em trabalho (Silva et al.,
2021). Sendo assim, a disponibilidade ou exergia é o trabalho maximo gerado por um

sistema interagindo com o meio ambiente.

A anélise exergética € uma ferramenta eficaz para avaliar sistemas de energia renovavel,
incluindo a producéao de biocombustiveis, destacando a capacidade dos componentes em
produzir trabalho atil e medir impactos ambientais. Ela identifica irreversibilidades em
cada etapa do processo, como na hidrdlise enzimatica, proporcionando oportunidades

para aprimorar a eficiéncia e sustentabilidade (Aghbashlo et al., 2018; Boro et al., 2022).

Geralmente, os parametros de desempenho termodindmico como eficiéncia e exergia
destruida sdo utilizados para determinar a viabilidade termodindmica de um sistema
(Ofori-Boateng e Lee, 2013). De acordo com Ofori-Boateng e Lee (2013), a exergia
destruida (Exg4.s) em um sistema consiste na exergia devido ao fluxo de massa, calor e

trabalho, cujos componentes representam a irreversibilidade do sistema/processo, ou seja:
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ZExQ + ZExW + ZExm,e - ZExm,s = EXges = TOSgeragio =1 (5.1)

Em que, Ex, exergia devido ao calor, Exy, exergia devido ao trabalho, Ex,, . € Exy,

exergia devido ao fluxo de massa que entra e sai do sistema, respectivamente. T, é a

temperatura no estado de referéncia, Sg..qcs0 representa a geracdo de entropia e I a

irreversibilidade.

Dependendo do tipo de recurso e processo a ser considerado, a exergia total de um recurso
devido ao fluxo de massa pode ser constituida pelos componentes fisico, quimico,
cinético e potencial (Aghabashlo et al., 2018; Soltanian et al., 2020). Logo, a exergia total

é representada por:
Ex = Expp + Excp + Expe + Expe (5.2)

em que Ex denota a exergiatotal, Ex,,, exergia fisica, Ex,j, exergia quimica, Ex,, exergia

cinética e Ex,, exergia potencial.

De acordo com Silva et al. (2021), deve-se avaliar a exergia de um sistema em relacdo a
um ambiente de referéncia. Este ambiente de referéncia é representado pela temperatura
aTo=298,15 K, pressdo a Po = 1 atm e uma composicao de espécies quimica de referéncia
(Silvaetal., 2021). Usualmente, séo definidas trés composigdes ambientais de referéncia,
sendo elas: composicao dos gases no ar atmosférico, composicao padréo da dgua do mar
e composicdo da litosfera (Szargut, 1989; Ustaoglu et al., 2017). Assim, tem-se exergia
nula ou estado morto um sistema completamente em equilibrio com seu ambiente de

referéncia, ou seja, equilibrio térmico, cinético e potencial.
a) Exergiafisica

De acordo com Ofori-Boateng e Lee (2013), a exergia fisica pode ser definida pela
temperatura ou pressdo do sistema, ou seja, exergia mecanica ou térmica,
respectivamente. A exergia fisica especifica para fluxos pode ser determinada pela
Equacdo (5.3) (Soltanian et al., 2020; Ortiz et al., 2020):

expp = h —hy — To(s — sp) (5.3)

Sendo h a entalpia especifica (kJ.kg?') e s a entropia (kJ.kg'.K?). hy, s, € T,
correspondem ao estado de referéncia para a entalpia especifica, entropia e temperatura

absoluta (K), respectivamente.
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b) Exergia quimica

Segundo Soltaniam et al. (2020), a exergia quimica especifica das correntes presentes em

sistemas de producdo de biocombustiveis pode ser definida pela Equacéo (5.4):

1 _
Excp = Z il (Z yi& + RT, Z Yiln()’i)> (5.4)

i
Em que, o primeiro termo da equacéo ( :

i

) refere-se a massa total do meio reacional

(kg), sendo que y; e M; representam a fracdo molar e massica, respectivamente. &;
correspondente a exergia quimica especifica (kJ.kg™?) para a substancia pura da corrente
i, R constante dos gases (8,314 kJ.mol"2.K* ou 0,287 kl.kg1.K?), e T, temperatura do
estado de referéncia (K).

Em relacdo aos compostos presentes no processo de producdo de biocombustiveis, as
exergias quimicas padrdo dos compostos inorganicos e organicos podem ser encontradas
na literatura (Ortiz et al, 2020). Porém, para 0s compostos inorganicos indisponiveis,
podem ser determinados utilizando a Equacéo (5.5) (Soltanian et al., 2020):

e=—-AG + Z N — Z n& (5.5)

produto reagente

Onde, G é a energia livre de Gibbs e n numero de mols. k e [ correspondem aos indices

dos componentes presentes no produto e reagente, respectivamente.

Em outras palavras, a exergia quimica de um recurso em um sistema € a diferenca do
potencial quimico e dos componentes puros do processo em relacdo as condigdes de
referéncia, temperatura a 298,15 K e pressdo a 1 atm (Ofori-Boateng e Lee, 2013). De
acordo com Ofori-Boateng e Lee (2013), a exergia quimica é a contribuicdo mais
importante para materiais lignocelulésicos, que determina o seu valor exergético. Essa

exergia tambem pode ser calculada pela seguinte equacéo:
Exch = AGJQ + Zk NkExgh’k (56)
Sendo, N, 0 nimero de moles da k-ésima espécie de referéncia, AG]? a energia livre de

Gibbs de formacéo da reagéo de referéncia e ExJy, , a exergia quimica padréo da k-ésima

espécie de referéncia.
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Foi relatado por Ofori-Boateng e Lee (2013) que para elementos e compostos em
equilibrio com o ambiente de referéncia, a exergia quimica é considerada zero. Ainda
com o objetivo de determinar a exergia quimica padréo especifica, para 0s compostos
organicos solidos estruturalmente complicados, ela pode ser calculada pela Equacéo (5.7)
(Aghbashlo et al., 2018; Soltanian et al., 2020):

ex® = 4,1868{8177,79[C] + 5,25[N] + 27892[H] — 3173,66[0]
+0,15[0](7837,677[C] + 33888,889[H]
— 4236,1[0])} (5.7)

Ou para compostos organicos liquidos e sélidos, a exergia quimica padréo especifica pode

ser determinada pela Equacéo (5.8) (Soltanian et al., 2020):

ex?, = 100{363,439[C] + 1075,633[H] — 86,308[0] + 4,14[N] + 190,798[S]
— 21,1[A]} (5.8)

emque, [C], [H], [0], [N], [S] e [A] denotam as fragdes em peso de carbono, hidrogénio,

oxigénio, nitrogénio, enxofre e cinzas na estrutura da biomassa.

No entanto, na literatura existem outros modelos para a determinacéo da exergia quimica
padrdo de compostos organicos, como também para moléculas biotecnoldgicas (Silva et
al., 2021).

Perante o exposto até 0 momento, nota-se a importancia no desenvolvimento de modelos
matematicos, a fim de propor rotinas automaticas para facilitar a analise de um processo
e/ou sistema. Além disso, esta dindmica de rotinas automaticas, alinhada a aplicacao de
analises termodinamicas visando melhor eficiéncia versus sustentabilidade, pode
proporcionar a definicdo de condi¢cdes Otimas ao processo, podendo melhorar o
desempenho, reduzir custos, como também minimizar o impacto ambiental causado pelos

processos de converséo de biomassa em produtos de valor agregados.

5.1 Andlise exergética na etapa de hidrélise enzimatica da celulose

Diferentes abordagens para otimizar a producdo de biocombustiveis sdo exploradas,
incluindo a operacdo em batelada alimentada (Godoy et al., 2019; Qian et al., 2022; Wang
et al, 2022; Roberto et al., 2023; Hemansi and Saini, 2023). Sabe-se que a hidrolise
enzimatica operando em batelada alimentada é considerada promissora em comparagéo

aos processos batelada simples, pois pode melhorar a homogeneizacdo e,
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consequentemente, aumentar o rendimento de glicose (Pino et al., 2018; Wang et al.,
2022).

Na literatura existem estudos que utilizaram a analise exergética para avaliar o
desempenho e sustentabilidade termodindmica de processos de produgdo de
biocombustiveis a partir biomassa lignocelul6sica como matéria-prima (Ortiz et al., 2020;
Batlle et al., 2022). Por exemplo, Aghbashlo et al. (2018) utilizaram o conceito de exergia
para definir as razdes e as fontes ineficientes presentes no sistema, para a producéo de
acido latico e energia elétrica, usando residuos da usina de aglcar. Sendo assim,
calcularam o desempenho exergético de todo o sistema, em que 0 sistema apresentou
207,69 MW de destruicéo total de exergia. Desta forma, concluiram que a subunidade de
geracao de vapor contribuia para a destruicao total do sistema em 63,31%. Além disso, a
eficiéncia exergética universal e funcional foram determinadas em 52,71% e 44,73%,

respectivamente.

A sustentabilidade apresenta resposta significativa e o impacto ambiental diminui
aproximando-se de zero quando a eficiéncia exergética se aproxima de 100%, conforme
apresentado na Figura 5.1. Esta relacdo entre exergia e sustentabilidade é relatada de

maneira detalhada por Dincer e Rosen (2005).

Impacto ambiental
IpepIIqeud)sng

0 Eficiéncia exergética 100

Figura 5.1 - Relagéo entre eficiéncia exergética, sustentabilidade e impacto ambiental Fonte:
Aghbashlo et al. (2018a).

Contudo, a sustentabilidade termodindmica do processo em batelada alimentada é pouco
compreendida devido as limita¢6es de estudos, conforme pode ser observado na Tabela
5.1. A Tabela 5.1 resume alguns estudos relevantes, demonstrando o potencial da
biomassa lignoceluldsica e da analise exergética na promocao de processos energéticos

sustentaveis, bem como parametros que podem ser utilizados para tal analise.



Tabela 5.1 - Parametros termodindmicos empregados na andlise de exergia para avaliar sistemas na producdo de biocombustiveis (continua)

Sistema estudado

Parametros analisados

Conclusao

Referéncia

Producdo de bioetanol a partir do bagaco
da cana-de-agUcar e algas marrons em
estado estacionario.

Exergia destruida

Perda total de 375,5 kW com utilizacdo de bagaco e
21,66 KW com algas marrons como matéria-prima.
Reacdes exotérmicas no pré-tratamento e na etapa de
hidrolise enzimatica foram identificadas como
possiveis causas de perdas de exergia.

Joseph et al.
(2023)

Obtencdo de bioetanol a partir de
macroalgas em estado estacionario,
usando trés distintos cenarios.

Eficiéncia exergética
universal e funcional,
exergia destruida
normalizada e
potencial de melhora
exergética.

Exergia destruida normalizada: 3,32%, 4,79% e 6,15%
para os cendrios avaliados. O cenario com menor taxa
de destruicdo foi o mais sustentavel. Por outro lado, o
aumento da taxa foi causado pela presenca da etapa de
pré-tratamento. A eficiéncia exergética variou de
49,22% a 53,89% e a eficiéncia funcional de 7,82% a
15,3%. A unidade de cogeracdo apresentou uma
notavel melhoria exergica.

Loh et al.
(2023)

Obtencdo de bioetanol, biodiesel e
biometanol a partir de 6leo de palma e
cana-de-agucar em estado estacionario,
considerando diferentes plantas.

Eficiéncia exergética e
exergia destruida

Comparacdo entre a eficiéncia determinada pela
primeira lei e pela segunda lei. A eficiéncia global de
acordo com a 12 Lei foi de 47% a 53%, enquanto a
eficiéncia exergética foi de 25% a 35%. Essa reducdo
na eficiéncia esta relacionada a irreversibilidades nas
etapas que apresentam reacdo quimica e transferéncia
de calor.

Batlle et al.
(2022)

51
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Tabela 5.1 - Pardmetros termodindmicos empregados na andlise de exergia para avaliar sistemas na producéo de biocombustiveis (conclusao)

Sistema estudado

Parametros analisados

Concluséao

Referéncia

Analise em estado estacionario para as
rotas convencional, bioquimica e
termoquimica na obtencéo de bioetanol a
partir da cana-de-agucar.

Eficiéncia exergética e
exergia destruida

A rota bioquimica foi a mais eficiente, tendo hidrolise,
fermentacdo e combustdo como principais fontes de
irreversibilidade.

Ortiz et al.
(2020)

Avaliacdo de diferentes processos para
producdo de bioetanol a partir de palha
de trigo.

Eficiéncia exergética e
potencial de melhora
exergética

Eficiéncia exergética variando de 65,2% a 75,5%. O
menor valor se deve a significativa entrada de energia
no sistema. O pré-tratamento mostrou o0 maior potencial
para melhoria exergética.

Hammond e
Mansell
(2018)

Analise em estado estacionario para
diferentes pré-tratamentos na producéo
de bioetanol a partir de folhas de 6leo de
palma.

Eficiéncia exergética,
exergia destruida e
indice de
sustentabilidade
termodinamico

Eficiéncia exergética: Pré-tratamento  bioldgico
(90,93%), organosolv (90,30%), explosdo a vapor
(66,65%). Indices de sustentabilidade: Pré-tratamento
bioldgico (9,32), organosolv (7,43), explosdo a vapor
(1,56). A geracédo de entropia durante os processos de
troca de calor e separagéo teve um impacto significativo
na destruicdo exergética e, consequentemente, na
eficiéncia exergética.

Ofori-
Boateng e
Lee (2013)
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Em relacdo a sustentabilidade do processo, deve-se ressaltar a importancia de processos
ecologicamente corretos que utilizem a hemicelulose e lignina (Scopel e Rezende, 2021;
Katakojwaia e Mohan, 2022; Cai et al., 2023; Li et al., 2023). Pesquisadores tém
explorado a lignina como fonte de energia e sugeriram seu uso na obtencao de produtos
com elevado valor agregado (Ortiz et al., 2020; Cai et al., 2023). Da mesma forma, a
hemicelulose tem sido utilizada para a producdo de prebidticos e outros compostos com
elevado valor agregado (Xu et al., 2019; Li et al., 2023).

Explorar o potencial da hemicelulose e da lignina é de grande importancia para maximizar
a utilizacdo de recursos e alcancar a producdo de bioprodutos com signifativo valor
agregado. Ao valorizar estes componentes é possivel avancar para processos mais

sustentaveis e economicamente viaveis.

Portanto, como uma contribuicao a literatura existente, este estudo também visa empregar
0 método baseado em exergia para avaliar o desempenho termodindmico da hidrélise
enzimatica de biomassa em um biorreator operando em batelada alimentada. Além disso,
busca-se aplicar um pardmetro que auxilie na analise da sustentabilidade do sistema,
considerando os compostos residuais da hidrolise como potencial energético para outros
processos. Isto, por sua vez, visa reduzir o impacto ambiental resultante de perdas

residuais, trabalhando com as irreversibilidades, inevitaveis, presentes no processo.

6 SISTEMA ESTUDADO

O modelo proposto e os dados experimentais obtidos por Cavalcanti-Montafio et al.
(2013) foram fundamentais para este estudo. A decisdo de utilizar esse modelo foi
motivada pela possibilidade de utilizar os resultados experimentais obtidos por esses
pesquisadores, além de apresentar um diferencial em relacdo aos modelos existentes na
literatura: a alimentacdo simultanea de enzima e substrato no sistema proposto. Essa
abordagem tornou o modelo de Cavalcanti-Montafio et al. (2013) uma escolha promissora

para a analise detalhada da etapa de hidrdlise enzimatica em batelada alimentada.

6.1 Sistema analisado na hidrélise enzimatica

A Figura 6.1 ilustra a representacdo esquematica do biorreator utilizado para o estudo. O
processo foi conduzido em um biorreator de batelada alimentada, no qual o substrato e a

enzima foram alimentados simultaneamente. De acordo com as informac@es detalhadas
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por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), o processo foi iniciado com a adigéo de 0,39 g de
enzima (equivalente a 42,5 FPU) em um biorreator de 200 mL com agitagdo mecénica.
Em seguida, o bagaco de cana-de-acgucar pré-tratado por exploséo a vapor e deslignificado
com NaOH 4% foi adicionado. A enzima foi adicionada ao sistema em trés pulsos até 30
horas do processo, conforme descrito por Cavalcanti-Montafio et al. (2013). A
alimentacéo do substrato ocorreu a cada 1 hora e foi finalizada em, aproximadamente, 90

horas de hidrdlise. Posteriormente, o sistema operou em batelada simples.

Bagaco pré-tratado (g) P

Enzima (g) _\

Mistura (g), t

50°C, | atm e pH 4,8

Figura 6.1 — Esquema do sistema a ser estudado.

A composicdo quimica do substrato utilizada por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e

analisada neste trabalho esta apresentada na Tabela (6.1).

Tabela 6.1 - Composicdo quimica do bagaco pré-tratado por explosdo a vapor e deslignificado
com NaOH 4% para a hidr6lise enzimética

Composicdo quimica do bagaco Bagaco pré-tratado
Celulose 70,12%
Hemicelulose 3,79%
Lignina 19,32%
Cinzas 4,25%

Fonte: Cavalcanti-Montafio et al. (2013).
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A enzima utilizada nos ensaios experimentais de Cavalcanti-Montafio et al. (2013) foi o
complexo comercial de celulases Accellerase® 1500 de Trichoderma reesei. Cavalcanti-
Montafio et al. (2013) salientam que o complexo possui melhor estabilidade entre 50 a 65
°C, a uma faixa de pH de 4,0 a 5,0. Dessa forma, os pesquisadores trabalharam a
temperatura de 50 °C, visto que a temperaturas mais altas o tempo de eficiéncia desse
complexo fica comprometido, devido a inativagdo da enzima. Além disso, considerou-se

que 1 g de complexo enzimatico equivale a 108 FPU.

Ademais, para determinar a atividade global do complexo, Cavalcanti-Montafio et al.
(2013) utilizaram o método de Acucares Redutores Totais (ART), sendo determinado que
a concentracdo da atividade enzimatica utilizada no processo foi de 842,4 FPU.L™.
Portanto, a Tabela (6.2) apresenta as condi¢Oes operacionais para o sistema a ser

analisado.

Tabela 6.2 - Condicdes operacionais do sistema a ser estudado

Condicg0es operacionais Valores de referéncia
Umidade (%) 82
% celulose 0,7
Volume do reator em L (200 mL) 0,2
Temperatura (°C) 50
Volume reacional inicial no reator (L) 0,05
Concentragéo de substrato inicial (g.L™) 44,44
Concentracdo de enzima inicial (FPU.L™*) 842.4

*A concentracdo inicial de enzima corresponde a concentracdo da atividade enzimatica utilizada
no processo (FPU: unidades de papel de filtro). Fonte: Cavalcanti-Montafio et al. (2013).

A alimentacdo de enzima realizada por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), ocorreu em trés
pulsos ao longo do processo, sendo adicionadas antes das primeiras 30h. Foi adicionado
as 3,3h de experimento uma quantidade de enzima de 35,6 FPU, em sequéncia 78,8 FPU
as 9,7h, e no ultimo pulso 239,1 FPU as 24h. Ressalta-se que, no tempo inicial, a
simulacdo ja comecou com um valor inicial de 42,5 FPU, totalizando 396 FPU ao final
do processo. Portanto, para este trabalho, a anélise para a alimentacéo de enzima seguiu
a mesma metodologia aplicada por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) em seus
experimentos. O sobrenadante foi coletado por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e

analisado, a fim de determinar a concentracdo de glicose ao longo do processo, em
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batelada alimentada. Detalhes adicionais sobre o sistema e dados experimentais podem

ser encontrados em Cavalcanti-Montafio et al. (2013).

6.2 Modelo analisado na hidrélise enzimética

O modelo dindmico a ser considerado neste estudo também foi desenvolvido por
Cavalcanti-Montafio et al. (2013), composto por balancos de massa e equagdes cinéticas.
O modelo é representado pelos balancos para volume, concentragdo de substrato e

concentracdo de produto, Equacdes (6.1), (6.2) e (6.3), respectivamente.

d—V = Faiim (6.1)
dt

Z_i _ Faiim ;Salim Yy Falirlr; *S (6.2)
‘;_’t’ =y fam? (6.3)
Em que,

F:m representa a vazéo de substrato alimentada (L.min™?);

Saiim: cONcentracdo de substrato na alimentacdo em termos de glicose potencial (g.L™?);
V> volume reacional em um dado instante de tempo (L);

r: taxa de reacdo que descreve o comportamento cinético do sistema (g.L.min™);

S: concentragéo de substrato no tempo em termos de glicose potencial (g.L™?);

P: representa a concentracgdo de glicose no tempo (g.L™?).

A velocidade de reacdo que descreve o comportamento cinético do sistema é representada
pela Equacdo (6.4). Ressalta-se que, ndo foi considerado no modelo cinético (equacéo
que determina a velocidade de reagédo), de maneira explicita, adsorcao ineficaz de enzima
sobre a lignina, efeitos de interferéncia (superlotacdo de enzimas na matriz do substrato),
inibicdo por celobiose e inativagdo térmica das enzimas. No entanto, estes fendmenos
foram considerados nas constantes cinéticas presentes na equacdo que determina a
velocidade de hidrdlise, e que serd apresentada na sequéncia deste trabalho. As enzimas

foram agrupadas em um Unico pseudo-catalisador.
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Kx*xexS
r= (6.4)

_KM[1+%]+S

Em que, K representa a velocidade de reacio maxima (g.L™t.min%), e é a concentragdo de
enzima dentro do reator (unidade: g.L™?), K;, € a constante de Michaelis-Menten (g.L™),
P representa a concentracdo de glicose no tempo (g.L 1) e K; representa a constante de

inibicdo da glicose (g.L™).

As dindmicas de alimentacdo de substrato e enzima sé@o representadas pelas Equacoes
(6.5) a (6.7). As Equacdes (6.5) e (6.6) representam o perfil de alimentacdo de
quantidades adicionais de enzima (e,;;m), para manter uma velocidade de reacéo elevada
(r préximo a riniciat), enquanto a reacdo prossegue, mesmo com a presenga do inibidor da

enzima (produto P).
eatim = € * V * 108 — eqcumuiada (6.5)

Sendo que a concentracdo de enzima é calculada por:

P
Tinicial * Km * (1 + K) + SO
_ 6.6
e K+S, (6.6)

Em que, e denota a concentracio de enzima dentro do reator (unidade: g.L™?), egim
representa as quantidades adicionais de enzima ao reator (unidade: FPU —do inglés, Filter
paper Unit), e,cumuiada TEPresenta a enzima jé introduzida no reator, ou seja, enzima ja
acumulada dentro do reator (unidade: FPU) e 108 FPU é a concentra¢do do complexo

enzimatico utilizado no estudo, sendo que FPU representa a unidade de papel de filtro.

A vazdo de alimentacdo do substrato é representada pela Equacédo (6.7), que relaciona
velocidade de reacdo (taxa de consumo do substrato) (r), multiplicado pelo volume do
reator (V). Essas duas varidveis sdo divididas pela diferenga entre a concentragdo do

substrato alimentada (Sg;;,,) € concentracdo de glicose potencial (S,). Essa vazéo de
. as . , .. .
substrato visa que == 0, ou seja, 0 substrato é adicionado ao reator conforme é

consumido.

F, __rV 6.7
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Em suma, o modelo dindmico proposto por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) é
representado pelas Equagdes (6.1) a (6.7), conforme apresentadas anteriormente.
Portanto, a partir dessas equacdes sera possivel determinar a concentracdo de glicose na
etapa de hidrdlise enzimatica, sendo que como diferencial ao ja proposto pelos autores,
avaliar a influéncia da evaporacdo no sistema. Posteriormente, serd possivel avaliar o

desempenho termodinamico do sistema e analisar a sustentabilidade.

7 METODOLOGIA

O trabalho dividiu-se em duas etapas, conforme Figura 7.1 que ilustra a metodologia para
o desenvolvimento deste estudo. Inicialmente, foi determinada a concentracao de glicose,
levando em consideracdo a evaporagédo ocorrida no sistema analisado. Em um segundo
momento, foi realizada a analise de exergia a fim de avaliar o desempenho termodinadmico

e a sustentabilidade do sistema.

12 Etapa: Calculo do modelo dindmico propostos por Cavalcanti-Montafio et al.
(2013). Porém, como diferencial ao j& realizado pelos pesquisadores, avaliar a
influéncia da evaporacdo ocorrida no processo, a fim de melhorar a resposta para a
concentracdo de glicose. Para tanto, aplicou-se a metodologia de otimizagdo para a
determinacédo dos parametros cinéticos do modelo e, posterior calculo do modelo.

2% Etapa: Andlise de exergia para avaliar o desempenho termodindmico e
sustentabilidade na hidrolise em batelada alimentada.

Figura 7.1 - Esquema para o desenvolvimento do trabalho

7.1 Andlise da concentracdo de glicose na hidrolise enzimatica da celulose

Para o calculo do modelo e a andlise da evaporacdo na hidrélise enzimatica da celulose
no bagago da cana-de-acUcar, foram considerados os dados experimentais obtidos por
Cavalcanti-Montafio et al. (2013). As simulagdes foram realizadas para analisar a
concentracdo de glicose e o volume do reator, levando em conta os resultados obtidos no
estudo mencionado. Os detalhes experimentais podem ser encontrados em Cavalcanti-
Montafio et al. (2013).

A fim de determinar a concentracao de glicose, foram desenvolvidos dois algoritmos. A

primeira rotina computacional teve o objetivo de estimar os parametros cinéticos do
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modelo dindmico analisado nesse estudo, sendo eles: velocidade de reacdo maxima (K),
constante de Michaelis-Menten (Kwm) e constante de inibicdo pelo produto (Ki). Ja a
segunda rotina teve o proposito de determinar a concentracdo de glicose, utilizando os
parametros cinéticos otimizados no primeiro algoritmo e considerando a evaporacdo

ocorrida no processo de hidrolise enzimética.

Assim, para a primeira rotina computacional, considerou-se que o volume para a
determinacdo dos parametros cinéticos é constante e igual a 0,05 L. As variaveis desta
primeira rotina foram a concentracao de substrato e concentracao de glicose. Além disso,
considerou-se que a alimentacdo de enzima ocorreu uma Unica vez, a concentracao de
842,4 FPU.LL.

Sendo assim, no algoritmo, definiu-se a fungéo objetivo. Essa fungéo objetivo teve como
propdsito minimizar o somatério dos erros ao quadrado em relagdo aos dados simulados
e experimentais para a concentracao de glicose, manipulando os parametros cinéticos. Em
outras palavras, neste estudo aplicou-se um modelo de regressdo ndo-linear de minimos
quadrados para estimar os parametros. A Equacéo (7.1) representa este modelo, em que
foi usado algoritmo de otimizacao para estimar os parametros que minimizam o somatorio
dos residuos ao quadrado de um determinado modelo, a partir de uma estimativa inicial
(Leite et al., 2021).

SSe = Y1 (y; — 91)? (7.1)

Em que, SSe € o somatorio dos erros ao quadrado, i € o indice de cada estimacao, no € a
quantidade de pontos experimentais, y é a observacao experimental obtida no indice i, ¥;
é o valor calculado de y pelo modelo para a observacao no indice i, usando parametros

estimados.

A Figura 7.2 apresenta um esgquema representativo da primeira rotina computacional

desenvolvida para a otimizacao dos parametros cinéticos.
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[ Entrada do algoritmo J (Modelo do processo)

[ Variaveis do processo J

______________________________________________________________________

! Entrada do algoritmo:
i - Volume constante: 0,05 L;

Concentracao inicial de glicose potencial: 44,44 g/L;
Concentragio de glicose experimental no processo em |
batelada simples;

parametros cinéticos do

Estimativa inicial para os
modelo

Integrar o modelo ] P Condlg‘oes iniciais para os parametfos a serem otimizados; j
¢ i - Equagao para a velocidade de reacao.
Ajuste dos - — . : w .
valores dos Calculo da fungao objetivo i - Concentragao de substrato predita;

| - Concentragdo de glicose predita.

parametros
pelo algoritmo
de otimizagao

Parametros
estimados
(K. KyeK)?

Figura 7.2 - Esquema da metodologia utilizada para determinar os parametros cinéticos
otimizados.

Com os parametros cinéticos otimizados, a segunda rotina computacional foi
desenvolvida. Essa segunda rotina teve como varidveis o volume, a concentracdo de

substrato e concentracao de glicose, Equacdes (6.1) a (6.3), respectivamente.

No entanto, ndo foram fornecidos por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) dados
experimentais para a concentracdo de substrato seco e vazdo volumeétrica de alimentacao.
Esses dados sdo importantes para o calculo do modelo dindmico, de acordo com as
variaveis ja relatadas no paragrafo anterior. Portanto, foi necessaria a determinacdo da
concentracdo de substrato seco e vazdo volumétrica de alimentacdo experimental. Dessa
forma, os dados experimentais para bagaco alimentado e volume reacional, foram

utilizados para o célculo.

Além disso, na segunda rotina computacional, foi necessario definir a concentracdo de
substrato na alimentacao, ou também conhecida como concentracdo de glicose potencial
na alimentagéo (S,;im)- A equacdo que determina a concentragdo predita de substrato na

alimentacéo foi baseada em Rocha et al. (2018).

Conforme salientado, a primeira etapa deste trabalho apresenta como diferencial ao
modelo dindmico ja calculado por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), a determinacéo da
taxa de evaporagdo para o processo de hidrolise enzimatica, como também a analise da
influéncia dessa taxa no calculo da concentracdo de glicose. Com isso, a taxa de
evaporacéo foi determinada, no instante em que finalizou-se a alimentacdo de substrato,

conforme dados experimentais obtidos por Cavalcanti-Montafio et al. (2013). Logo, para
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o célculo assumiu-se que a evaporacao € linear, ou seja, constante entre os intervalos de

tempo.

Também foram implementados no algoritmo outras informaces relevantes para o calculo
do modelo, obtidos experimentalmente por Cavalcanti-Montafio et al. (2013). As
informagdes foram: os pulsos de enzima, volume inicial no reator de 0,05 L, concentragao
inicial de glicose potencial de 44 g.L%, Tabela (6.2), percentual de celulose presente no
bagaco de 0,7, Tabela (6.1), e os parametros cinéticos otimizados obtidos na primeira
rotina computacional realizada neste trabalho. Assim, a integracéo foi realizada para o
calculo do modelo dindmico e a concentracao de glicose predita foi determinada. A Figura
7.3 apresenta um esquema para a segunda rotina computacional desenvolvida para o
calculo da concentracdo de glicose, avaliando a influéncia da evaporacao na resposta e
utilizando os parametros cinéticos determinados no primeiro algoritmo desenvolvido

neste trabalho.

Entrada do algoritmo:

— - Volume reacional inicial de 0,05 L; i
[ Entrada do algoritmo ] Varidveis do processo Concentragao inicial de glicose potencial: |
(modelo do processo) 44,44 g/L; !

| i - % de celulose presente no bagago: 70 %;

| | no 1° algoritmo);
Calculo da concentragio L Célculo da vazio ’ ‘ ’ - Pulsos de enzima;

de substrato seco volumétrica Calculo da taxa de Vazéo de alimentagdo de substrato;

experimental experimental Svapotasdo V"elocidade d e reagao, § 3 -
Concentragao de substrato seco experimental; |
| | - Vazao volumeétrica experimental. |
Variaveis do processo:
” " . i - Volume predito;
Célculo da concentrag3o de glicose | - Concentragio de substrato predita;
potencial na alimentagao (S,in) { - Concentragao de glicose predita.
l - Concentragdo de
Integracdo para obter o perfil de substrato;
concentracao de glicose predito, - Concentragdo de
considerando a evaporacdo do sistema produto;
Volume.

!

Figura 7.3 - Esquema da metodologia utilizada para determinar a concentragdo de glicose,
avaliando a influéncia da evaporacdo.

7.2 Analise do desempenho termodindmico na hidrolise enzimatica da celulose

A anélise do desempenho termodindmico do processo foi realizada com base nos
resultados obtidos na primeira etapa desse trabalho (Topico 7.1). A partir das informacdes
obtidas no Topico 7.1 sobre a concentracdo de substrato no tempo em termos de glicose
potencial (S), concentracdo de glicose (P) e volume (V), pode-se determinar a massa dos

constituintes presentes no bagaco, na alimentacéo e no volume de controle. As proporgdes

!
Parametros cinéticos otimizados (estimados ;
!
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consideradas para cada composto presente no bagaco sdo as mesmas apresentadas por
Cavalcanti-Montafio et al (2013) (Tabela 6.1), sendo: 70,12% de celulose, 3,79% de

hemicelulose, 19,32% de lignina e 4,25% de cinzas.

A massa dos constituintes presentes no bagaco na alimentagéo foi calculada com base na
relacdo apresentada por Pratto (2019), conforme a Equacéao (7.2). A partir do resultado
simulado, no Topico 7.1, para a concentracdo de substrato na alimentacdo em termos de

glicose potencial (S,;;,) pode-se obter a concentragdo de bagaco na alimentagéo (Cp).

Satim = Cg * Yocetuiose * 1,11 (7.2)

Em que, Cp representa a concentracio de bagaco seco na alimentagdo (g.L?), % de
celulose presente no bagaco (70,12%) e 1,11 denota o fator estequiométrico de conversao
da celulose em glicose.

A massa de celulose no volume de controle foi determinada a partir da concentracdo de
substrato no tempo em termos de glicose potencial (S) dividido pelo fator
estequiométrico de conversdo da celulose em glicose (1,11). Os demais constituintes do
bagaco sdo inertes e se acumulam ao longo do processo. Informacges detalhadas sobre a
concentracdo de substrato no tempo em termos de glicose potencial (S) e a concentracao
de substrato na alimentacdo em termos de glicose potencial (S,;;,,) estdo disponiveis no

Apéni Tabela A1, conforme obtido na simulagéo realizada no Topico 7.1.

Ainda para os célculos, foi importante utilizar os resultados para os perfis de volume
reacional () e a concentracdo de glicose (P), também obtidos no Tépico 7.1 e que serdo

apresentados no Tdpico 8.1, Resultados e Discussdes desse estudo.

E importante destacar que a alimentagao de enzima considerada para a analise exergética
também seguiu as condi¢des experimentais apresentadas por Cavalcanti-Montafio et al.
(2013), como foi realizado no Topico 7.1 para a simulacdo e determinacdo da

concentracdo de glicose maximizada.

A andlise foi conduzida considerando um biorreator operando em batelada alimentada
com acumulo dos compostos no volume de controle ao longo do processo, conforme
esquema apresentado anteriormente na Figura 6.1. A Tabela 7.1 apresenta a lista dos
componentes considerados para a analise de exergia e seus respectivos valores de exergia

quimica especifica em MJ.kg™.
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Tabela 7.1- Relacdo dos componentes considerados para a analise de exergia e seus respectivos

valores para exergia quimica especifica (MJ.kg™)

Exergia quimica especifica

Compostos Férmula quimica i
P a (e:) (MIkgh)
Agua H20 0,05°¢
) K20 0,03¢
Cinzas .
SiO2 4.37°¢
Celulose CeH100s 17,30
Enzima CH1,5000.42No0,24S0,01” 22,792
Glicose CsH1206 16,26°
Hemicelulose CsHgOs4 17,642
Lignina C73H13901,3 36,528
Calculado usando a Equacéo (7.3).
®Valor obtido por Aghbashlo et al. (2018b).
®Valor obtido por Ortiz et al. (2019).
Algumas suposicOes foram pré-definidas para a anélise de exergia:
1) Exergia cinética e potencial foram desconsideradas (Ofori-Boateng e Lee,

2013);

i) O biorreator opera adiabaticamente;

iii) A temperatura e pressdo do meio ambiente de referéncia (estado morto) foi

considerado 25 °C e 1 atm, respectivamente;

Iv) Exergia fisica foi negligenciada devido a diferenca de temperatura

insignificante entre o meio ambiente de referéncia e o sistema analisado.

O balango exergético para o processo de hidrélise enzimatica analisado € representado

pela Equacéo (7.3).

Exges = Exqisp — EXxy¢

(7.3)

Em que, Exg,s representa a exergia destruida no instante ¢ analisado, Ex;s), corresponde

a exergia quimica disponibilizada no inicio do processo até o instante t analisado, Ex,,,

denota a exergia quimica no volume de controle analisado no tempo t.

A exergia quimica disponibilizada (Exg;,) foi representada pelos constituintes do

bagaco e a enzima adicionada no biorreator. Assim, o conteido de exergia foi calculado
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considerando a massa adicionada de t = 0 a t analisado. A exergia quimica do volume
de controle (Ex,.) é composta pelo bagaco remanescente e o produto da hidrdlise

enzimatica, sendo determinada com base na concentracdo do sistema no instante t.

A exergia quimica do sistema foi calculada considerando o efeito de mistura (Aghbashlo

et al., 2017). Portanto, os contetdos exergéticos de Exg;g, € Ex,. foram determinados

usando a Equacéo (7.4).

Ex = N,y 2 Vi exon; + RT, Z y; Iny; (7.4)
i i

Em que, n,,,;, € a quantidade total de moles de todos os constituintes em uma mistura, y;
e exZ,; denotam a fragdo molar e a exergia quimica padréo (J.mol™) da substancia pura
i, respectivamente. R é a constante dos gases (J.mol. K) e T, é a temperatura do estado

morto.

A exergia quimica das substancias celulose, enzima, hemicelulose e lignina foram
estimadas pelo modelo desenvolvido por Silva et al. (2021), de acordo com Equagéo
(7.5).

g; =361,3537[C] + 1100,6547[H] -113,6193[0] + 18,3479[N] + 220,4570[S] ~ (7.5)

Sendo, [C], [H], [O], [N], [S] referem-se a porcentagem de massa de carbono, hidrogénio,

oxigénio, nitrogénio e enxofre no composto organico.

7.2.1 Parametros de desempenho termodindmico na hidrolise enzimética

O desenvolvimento sustentavel vai além do simples uso de recursos energéticos
sustentaveis. Ele envolve também a eficiente utilizagdo desses recursos disponiveis.
Nesse cenério, a anélise exergética desempenha um papel importante, pois aborda esse
aspecto de sustentabilidade ao avaliar as perdas de qualidade da energia, ou seja, a exergia
destruida. Essas perdas representam um potencial ndo aproveitado. A convivéncia e
aceitacdo dessas irreversibilidades sdo inerentes a um processo real, sendo inevitaveis.
No entanto, minimizar essas perdas, que representam irreversibilidades e o potencial

exergético desperdicado pelos subprodutos, pode reduzir o impacto ambiental. Isso ocorre
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devido ao uso mais eficaz de matérias-primas e energia, bem como pela diminuigdo na

geracdo de residuos e subprodutos indesejados no processo.

Portanto, nesse estudo foi utilizado os principios termodindmicos para avaliar o
desempenho do processo, como também a sustentabilidade na hidrélise enzimatica
considerando os residuos remanescentes nessa etapa relevante para a producdo de
biocombustivel. Para tanto, quantificou-se a exergia destruida (Ex,.s) no processo de
hidrolise enzimatica em batelada alimentada com o objetivo de avaliar as
irreversibilidades internas no sistema. Os valores de Ex,., em cada instante de tempo
foram calculados a partir do balanco de exergia (Equacdo (7.3)). A magnitude das
irreversibilidades é influenciada por diversas condi¢BGes de processo, como temperatura,

presséo e transferéncia de massa (Dincer e Rosen, 2005).

E relevante avaliar a performance do sistema considerando as irreversibilidades internas.
Assim, a eficiéncia exergética global (ngobaz) foi calculada para determinar o uso do

potencial disponibilizado, conforme Equacéo (7.6).

Ex,.

(7.6)
Exdisp

77global((%)) =

A fim de avaliar a eficiéncia na conversao de recursos em glicose, adotou-se 0 parametro
utilizado na literatura conhecido como eficiéncia exergetica racional (Aghbashlo et al.,
2016). A Equacédo (7.7) estabelece a relagdo entre a exergia quimica da glicose e os

recursos disponibilizados para a obtencéo do produto (glicose).

Ex li
Nracionai (%) = ﬁ (7'7)

Em que, Exgic05e deNota a exergia quimica da glicose até o instante t avaliado, em kJ.

Para analisar a utilizacdo eficiente dos recursos disponiveis no processo de hidrélise
enzimatica e enfatizar a sustentabilidade termodinamica, também utilizou-se o indice de
sustentabilidade termodinamica (IST), um parametro discutido na literatura (Ofori-

Boateng e Lee, 2014). O IST foi calculado como a razdo entre a exergia quimica
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disponibilizada no inicio do processo até o instante t analisado (Exdisp) e a exergia

destruida (Exg4,.s), conforme demonstrado na Eq. (7.8).

ST = s (7.8)

Na literatura cientifica, € comum utilizar a relacdo entre a exergia total disponibilizada e
a exergia destruida para avaliar a sustentabilidade de diversos processos de conversdo
(Hassan et al., 2022; Abdalla et al., 2023; Abhinav et al., 2023; Erol et al., 2023). No
entanto, como mencionado anteriormente, a sustentabilidade termodindmica esta
intrinsecamente relacionada com as irreversibilidades internas e as perdas residuais. Em
processos que envolvem reacdes quimicas, como na hidrolise enzimatica, essas perdas
residuais sdo constituidas, principalmente, pela hemicelulose e lignina. Esses
componentes residuais possuem um potencial energético que pode ser aproveitado em
outros processos, contribuindo para uma melhora no desempenho do sistema e atenuando

0 impacto ambiental decorrente dessas perdas.

Nesse contexto, este estudo também avaliou o desempenho do processo considerando
todo o potencial exergetico perdido durante o processo, utilizando o indice de
sustentabilidade do processo (ISP) (Equacéo (7.9)).

Exdisp

ISP = (7.9)

Exdes + Exhemicelulose + Exlignina

Em que, Expemicetuiose © EXiignina r€Presentam a exergia quimica da hemicelulose e

lignina até o instante t avaliado em kJ, respectivamente.

Sendo assim, a Figura 7.4 resume a metodologia utilizada nesta segunda etapa.



Entrada:
- Concentracao de glicose predita;
- Concentracao de substrato predita;
- Quantidade de bagaco alimentado;

' - Volume reacional; ,
[ Entrada | - Temperatura de referéncia = 25 °C; |
| - Pressao de referéncia = 1 atm.

Desempenho termodinamico

J |

Determinacdo da exergia Determinacao da eficiéncia global
destruida. e racional do processo.

\ |
!

Determinac¢ao da sustentabilidade
termodinamica (IST) e do processo (ISP).

Figura 7.4 — Esquema analise do desempenho termodinamico na hidrolise enzimatica e
sustentabilidade do processo.

8 RESULTADOS E DISCUSSOES
8.1 Analise da concentracdo de glicose na hidrolise enzimética da celulose

Na otimizacdo dos parametros cinéticos, um método de busca direta foi aplicado.
Segundo Edgar e Himmelblau (2001), este método foi desenvolvido por Nelder e Mead
em 1965, sendo uma versdo mais eficiente e mais complexa do Simplex Search Method.
Para tanto, na primeira rotina computacional desse trabalho, a rotina de otimizagdo do

Matlab fminsearch foi utilizada para estimar os parametros cinéticos.

Uma toleréncia € prescrita para que a rotina seja interrompida e determinado o ponto
0timo, ou seja, determinado os valores do minimo da fungédo (Edgar e Himmelblau, 2001).

Esta tolerancia foi de 107.

A fim de avaliar os resultados encontrados na simulacdo desse trabalho, a curva de
concentracédo de glicose em funcao do tempo obtida por Cavalcanti-Montafio et al. (2013)
foi reproduzida para o processo em batelada simples. Os parametros cinéticos
encontrados por Cavalcanti-Montario et al. (2013) pelo ajuste manual foram: K = 0,112
g.Ltmint, Km=1509.L? e Ki=4,5g.L™ A soma dos erros ao quadrado dividido pelo

numero de experimentos foi determinada nesta simulacéo, a fim de quantificar o desvio
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entre as curvas experimental e simulada, obtendo 5,60. A Figura 8.1 apresenta uma
comparacao entre os dados experimentais e simulados obtidos por Cavalcanti-Montafio
etal. (2013).

A Tabela (8.1) apresenta as variaveis consideradas para a otimizacdo obtidas por
Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e os parametros estimados resolvido pelo problema de
otimizacdo para minimizar SSe nesse presente estudo. Além disso, a Figura 8.1 apresenta
o resultado obtido nessa simulacao.

Tabela 8.1 — Variaveis consideradas para a otimizacdo e resultados obtidos apds a otimizacao dos
pardmetros cinéticos

Variaveis consideradas

N o para a otimizacéo, obtidas Parametros otimizados
Parametros cinéticos

por Cavalcanti-Montario et nesse trabalho
al. (2013)
K 0,112 g.L Y. min"? 0,214 g.L Y. min"t
Km 15,0 g.L? 40,8¢g.L*
Ki 45¢g.L? 3,1g.L?

Ap0s a otimizacdo, a soma dos erros ao quadrado foi de 2,12. Percebe-se pela Figura 8.1
que para tempos inferiores a 3,5h, pode-se obter uma solu¢do mais adequada aos dados
experimentais utilizando os parametros encontrados nesse trabalho. Entretanto, no
intervalo entre 10h e 30h, uma solucéo utilizando os pardmetros de Cavalcanti-Montafio
et al. (2013) foi mais apropriada. J& no intervalo entre 100h e 120h, a solu¢do encontrada
através dos parametros estimados nesse estudo e por Cavalcanti-Montafio et al. (2013)
foram similares. O erro relativo médio na simulacdo desse trabalho foi menor quando
comparado ao valor encontrado por Cavalcanti-Montario et al. (2013), 6,89% e 16,88%,

respectivamente.
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Figura 8.1 — Dados experimentais por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), resultados simulados
por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e resultados simulados nesse estudo

De acordo com pesquisas relacionadas ao assunto, os resultados obtidos para 0s
parametros cinéticos, apds otimizacdo, mostraram-se semelhantes com aqueles ja
propostos em literatura (Carvalho et al., 2013; Bezerra et al., 2016; Godoy et al., 2019;
Yun e Han, 2020; Zhang et al., 2021c). Por exemplo, Haldar et al. (2018) e Saha et al.
(2019) estudaram o processo de hidrolise, também utilizando como material
lignocelul6sico o bagaco da cana-de-agucar, e obtiveram como parametros cinéticos a
velocidade de reagdo maxima entre 0,00433 g.L-.min a 0,4046 g.L"*.min! e constante
de Michaelis-Menten entre 11,53 g.L™" a 45,66 g.L™.

A funcdo ode23 do Matlab foi implementada como um integrador para resolver o modelo
dindmico e, assim, os valores preditos para a concentracdo de glicose, concentracdo de
substrato e volume foram obtidos, sendo avaliada a influéncia da evaporacao na resposta

para a concentracao de glicose.

A Figura 8.2 apresenta um comparativo dos dados para volume experimental e simulado
obtidos por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e o resultado obtido nesse trabalho.
Percebe-se que considerando a evaporacao ocorrida no processo de hidrolise enzimatica,
o comportamento do perfil para o volume predito nesse trabalho é semelhante ao volume

experimental obtido por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), Figura 8.2.
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Figura 8.2 - Dados experimentais por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), resultados simulados
por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e resultados simulados neste estudo

Além disso, considerando a evaporacdo ocorrida no sistema em analise, o perfil para a
concentracgéo de glicose predita foi obtido, conforme Figura 8.3. Na Figura 8.3, observa-
se uma descontinuidade na primeira derivada da curva de glicose. Este fato pode ser
justificado pelo término do processo em batelada alimentada, com a diluigdo de bagaco
na alimentacdo e inicio da operacdo em batelada simples. Assim, a intensificacdo na

concentracdo de glicose pode ter ocorrido pelo fendmeno da evaporagao.

Também, o somatorio dos erros foi determinado para a simulagdo realizada por
Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e nesse trabalho. Nesse estudo, a soma dos erros ao
quadrado foi 120,95 com erro relativo médio de 8,04%. Em contrapartida, para a
simulacéo realizada por Cavalcanti-Montafo et al. (2013), o somatério dos erros ao
quadrado e o erro relativo medio foi 163,43 e 22,20%, respectivamente.
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Figura 8.3 - Dados experimentais por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), resultados simulados
por Cavalcanti-Montafio et al. (2013) e resultados simulados neste estudo

Ainda na Figura 8.3, percebe-se que ao analisar o fendmeno da evaporacdo e levando em
consideracao os parametros cinéticos otimizados para a determinacdo da concentracdo de
produto simulado, é possivel obter concentracGes de glicose em, aproximadamente,
204,23 g.LL. Este valor encontrado esta proximo ao determinado experimentalmente por
Cavalcanti-Montafio et al. (2013). No entanto, caso esse fendbmeno nédo seja considerado,
nota-se pelo resultado simulado por Cavalcanti-Montafio et al. (2013), concentracdes de
glicose em até 162 g.L 2.

Além disso, a concentragdo de glicose alcancada no sistema que atingiu 204,23 g.L™,
corresponde a um rendimento de 96% e produtividade global de 0,95 g.Lt.h. Esses
resultados foram obtidos com a adicdo de uma massa total de bagaco de 67,48 g ao

biorreator, dos quais 70% (47,24 g) era composto por celulose.

8.2 Desempenho termodinamico na hidrélise enzimatica em batelada alimentada

A andlise exergética foi empregada para avaliar o desempenho do sistema durante a
conversao do bagaco em glicose, em uma configuracao de batelada alimentada. A Figura
8.4 ilustra a evolucdo dos compostos disponibilizados ao processo ao longo das 216 horas
de operacdo. A Figura 8.4a apresenta a variacdo de massa na alimentacdo, enquanto a

Figura 8.4b mostra a variagao do conteido exergeético ao longo do tempo (Exg;sp).
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Figura 8.4 - Perfil dos compostos disponibilizados para o sistema ao longo do tempo: a)
variacdo da quantidade de massa disponibilizada ao processo; b) comportamento do contetdo
exergético

Observa-se na Figura 8.4 que o bagaco foi alimentado no biorreator até aproximadamente

90 horas. A enzima foi inicialmente adicionada, seguida por trés pulsos adicionais,
conforme proposto por Cavalcanti-Montario et al. (2013).

A Figura 8.5 apresenta os perfis dos componentes analisados na analise exergética. A
Figura 8.5a mostra a variacdo de massa no biorreator, enquanto a Figura 8.5b exibe a

variacdo do contetdo exergético no volume de controle (Ex,.).

35 500

Massa no volume de controle (g)
Exergia quimica no volume de controle (kI)

0 =TT S LS

250 0 50 100 150 200 250

Tempo (h) Tempo (h)
Celulose c ‘elulos €
i g S Cmzas
— o o Cinzas .
___________ Glicose —+=smeememem  Glicose
i —++=svmsimec=  Hemicelulose
—+mwmsvmiim  Hemicelloge [ | =
—————— Lignina 1g1
(a) (b)

Figura 8.5 - Perfil dos compostos presentes no volume de controle ao longo do tempo: a)
variacdo da quantidade de massa presente no interior do biorreator; b) comportamento do
conteudo exergético
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Até 90h de processo, pode-se observar um comportamento dindmico em relagdo a exergia
quimica dos componentes presentes no volume de controle, com exce¢do da celulose
(Figura 8.5). Essa tendéncia ocorreu porque o biorreator operou em batelada alimentada
até 90h e, posteriormente, foi alterado para batelada simples, conforme evidenciado na
Figura 8.4.

Ao longo das 216 horas, a exergia quimica disponibilizada total (bagaco e enzima) para
0 processo de hidrolise foi de 1.239,93 kJ. Durante a hidrélise enzimatica, 81,59 kJ de
potencial exergético da celulose, Figura 8.4b, foram utilizados para a conversdo em
glicose. Além disso, foram preservados 44,45 kJ de hemicelulose, 325,27 kJ de lignina e
5,65 kJ de cinzas, conforme observado na Figura 8.5b. A lignina apresentou uma exergia
quimica especifica elevada em comparacdo com 0s demais componentes, de acordo com

a Tabela 7.1, o que pode explicar seu valor significativo.

A hidrdlise enzimatica, como apontado por Hammond e Mansell (2018), € uma etapa
complexa e sensivel no processo de producdo de bioetanol. Esses autores destacam que
elementos como 0s componentes adicionados durante essa etapa e as condigoes
operacionais adotadas podem contribuir para a destruicdo de exergia no processo. Tanto
as irreversibilidades internas quanto as perdas residuais tém o potencial de impactar a
eficiéncia exergética do sistema, influenciando a conversdo do potencial exergético em

produtos de interesse.

Neste estudo, foram empregados indicadores exergéticos conceituais para avaliar o
desempenho e sustentabilidade termodinamica na hidrélise em batelada alimentada. A
Figura 8.6a ilustra o perfil da destruicdo de exergia, enquanto a Figura 8.6b mostra a
variacdo da eficiéncia exergética global (nglobal) durante o processo de hidrdlise
enzimatica. Esses valores foram calculados utilizando as Equacgbes (7.3) e (7.6),

respectivamente.
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A presenca inevitavel de irreversibilidades em um processo resulta na destruicdo de
exergia, evidenciada na Figura 8.6a. Essa perda exergética pode impactar o desempenho
da converséo de bagaco em glicose, como indicado na Figura 8.6b. Em torno das 24 horas
de processo, observa-se um pico na destruicdo de exergia, correspondente a0 momento
da ultima alimentacdo de enzima, conforme ilustrado na Figura 8.4. Instante que o sistema

atingiu o valor minimo para 74,4, de 77,72%, até 90h de processo.

Ao atingir 90 horas de hidrolise, o sistema alcancou sua eficiéncia exergética global
méaxima de 87,59% (Figura 8.6b) com a Gltima alimentacdo de bagaco para a operacao
em batelada alimentada. A destruicdo de exergia atingiu um pico em 216h de processo,
totalizando 371,50 kJ. Isso resulta na reducao da eficiéncia exergeética global para 70,04%
ao final da simulagcdo, momento em que o biorreator transitou para o0 modo batelada
simples, sem a alimentagéo de bagaco.

A eficiéncia de conversdo do potencial exergético disponivel em glicose foi avaliada. Para
tanto, foi determinada a eficiéncia exergética racional (n,.,.) (Figura 8.7). Este parametro
foi calculado a partir da Equacgdo (7.7).
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Figura 8.7 - Eficiéncia exergética racional (1,4¢)

A eficiéncia exergética racional (Figura 8.7) esta diretamente ligada a exergia quimica da
glicose (Figura 8.5b), de acordo com a Equacdo (7.5). Até 90 horas de simulacéo,
observa-se algumas flutuacBes no perfil para n,,., que podem estar relacionadas a
dindmica de alimentacdo e cinética de reacdo na hidrélise enzimatica. Apos esse intervalo
de tempo, o sistema transitou para operagdo em batelada alimentada e o0 comportamento
da curva para n,,. (Figura 8.7) foi semelhante ao da Figura 8.5b, atingindo eficiéncia
exergética racional de 37,33%.

Inicialmente (t = Oh), a eficiéncia exergética global foi de 85,60% (Figura 8.6b). No
entanto, nesse momento, ndo houve formacéo de glicose, como indicado na Figura 8.5a
e 8.5b. Por outro lado, a eficiéncia exergética racional foi nula (Figura 8.7). 1sso evidencia
que 0 pardmetro 14,54 Pode no ser eficaz para a determinacdo da eficiéncia exergética
para processos que envolvam reacdes, pois considera componentes remanescentes com
elevado contetido exergético, como na hidrdélise enzimética do bagaco. Em contrapartida,
a 1,-qc €Merge como uma métrica mais realista para avaliar o desempenho de um sistema
de conversdo quimica, como indicado por Aghbashlo et al. (2016) e (2018a) e Loh et al.
(2023) em seus estudos. A eficiéncia exergética racional considera aspectos de
rendimento do processo e os recursos disponibilizados ao biorreator (Aghbashlo et al.,
2018a).

A Figura 8.8 apresenta o indice de sustentabilidade termodindmica do processo (IST)

determinado pela Equacéo (7.8) para avaliar a sustentabilidade termodinamica. O perfil
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do IST exibiu oscilaces até 110 horas de simulacdo, podendo ser influenciadas pela
dindmica de alimentacdo do bagaco e pela cinética na hidrdlise enzimatica.
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Figura 8.8 - Indice de sustentabilidade termodinamico (IST) para biorreator operando em
batelada alimentada

As Figuras 8.6b e 8.8 destacam uma notavel semelhanga no comportamento entre 74;opq;

e IST. Isso sugere que o IST mantém uma relacdo positiva com a eficiéncia exergética
global do processo, conforme ilustrado na Figura 8.6b, e uma relagdo inversa com a
exergia destruida, como estabelecido na Equacéo (7.8). Em 90 horas de operacéo, tanto

Ngiobar QUanto IST atingiram seus valores maximos. Entretanto, aps esse periodo, a
exergia destruida aumentou consideravelmente, levando a redugdo de 7g.0pq Para

70,04% e IST para 3,34, respectivamente. E importante ressaltar que o indice de

sustentabilidade, IST, permaneceu distante do valor 1.

Além disso, é importante destacar que tanto a hemicelulose quanto a lignina séo
compostos residuais no contexto da hidrolise enzimatica examinada. Apesar disso, esses
componentes possuem um potencial exploratério em novos processos que visam a
producédo de bioprodutos com valor agregado. Essa abordagem poderia efetivamente
melhorar a sustentabilidade na producéo de biocombustivel (Katakojwaia e Mohan, 2022;
Cai et al., 2023; Li et al.,, 2023). A Figura 8.9 retrata o perfil do indicador de
sustentabilidade do processo (ISP), Equacdo (7.9), que considera toda a exergia perdida

NO processo.
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Figura 8.9 - Indicador de sustentabilidade do processo (ISP) para biorreator operando em
batelada alimentada

Ao avaliar a sustentabilidade do sistema em termos de todo o potencial perdido no
processo, a Figura 8.9 demonstra que o valor méximo para o ISP € alcangado em 90 horas
de processamento, atingindo 2,98. Apds a mudanca na operacdo, o ISP do processo
diminui para 1,67. Conclui-se que mesmo ocorrendo perdas no sistema, provenientes de
irreversibilidades internas e perdas residuais, o sistema confirmou sua caracteristica
sustentavel, atingindo um valor maior que 1. Portanto, esse pardmetro pode demonstrar
quantitativamente quanto a sustentabilidade do processo pode ser melhorada ao

aproveitar os componentes residuais presentes no sistema.

A Figura 10 apresenta o diagrama de Sankey para a analise exergética na hidrdlise
enzimatica em batelada alimentada apos 216h de operacdo. De maneira geral, 0 bagaco
de cana-de-acUcar apresentou a maior contribuicdo ao sistema, com 96,02% da exergia
total ao processo. A exergia quimica da glicose total de 462,83 kJ, corresponde a 48,70%
da exergia quimica total no volume de controle. A exergia destruida no sistema foi de
371,50 kJ.
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Figura 8.10 - Diagrama Sankey para o fluxo de exergia em 216h na hidrélise enzimatica em
batelada alimentada

Em suma, um melhor rendimento e produtividade na obtencdo de biocombustiveis esta
relacionada a obtencdo de elevadas taxas de acgUcares fermentesciveis, especialmente a
glicose. Estudos como Rocha et al. (2018) e Pratto et al. (2020) destacam que a proposta
de operar a hidrélise enzimatica em batelada alimentada pode aprimorar a eficiéncia do
processo. Apds a andlise exergética, conclui-se que essa estratégia ndo apenas melhora o
desempenho, mas também pode contribuir para a reducdo do impacto ambiental, sendo

classificada como sustentavel do ponto de vista termodinamico.

9 CONCLUSOES

A otimizacdo no processo de biocombustiveis, sobretudo a etapa de hidrolise enzimatica,
é de extrema importancia devido a sua complexidade. O sucesso dessa etapa depende de
varios fatores, incluindo a composicdo da biomassa pré-tratada, o método de pré-
tratamento, o rendimento do hidrolisado, a concentragdo de enzimas, entre outros.
Portanto, a modelagem e otimizagdo desempenham um papel fundamental na obtencéo
do ponto 6timo para o eficiente rendimento de glicose e, por consequéncia, na producéo

de bioetanol.
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Logo, com a aplica¢do de um modelo de regressdo ndo-linear de minimos quadrados para
estimar os parametros foi possivel obter o somatério de erros ao quadrado e erro relativo
médio menor quando comparado ao resultado encontrado por Cavalcanti-Montafio et al.
(2013). Além disso, com a andlise da evaporacdo no sistema, 0 modelo cinético foi
resolvido para um reator operando em batelada alimentada, com alimentacéo de substrato

e enzima.

Conclui-se que, para que os resultados obtidos pelo modelo sejam similares ao
experimental, deve-se considerar a evaporacdo ocorrida no processo. Ademais,
analisando este fendbmeno e considerando os parametros cinéticos otimizados, elevadas
taxas de concentracdo de glicose podem ser encontradas na etapa de hidrolise enzimatica
do bagaco da cana-de-acUcar. Assim, pode-se obter concentracdes de glicose de
aproximadamente 204,23 g.L, com um rendimento de glicose de 96% e uma
produtividade global de 0,95 g.L%.h™%. Percebe-se que o sistema foi avaliado em 216h de
hidrolise enzimatica. Entretanto, poderia ser analisado até, aproximadamente, 100 horas

de processo, sendo possivel reduzir custo e consumo de energia.

Além das analises convencionais, foi empregada a analise de exergia para avaliar o
desempenho da hidrdlise enziméatica em um biorreator operando em batelada alimentada,
na conversdo de bagaco em glicose. Do total de exergia disponibilizada ao sistema,
constatou-se que 65,78% era representado pela exergia quimica da celulose. Além disso,
30% da exergia util foi perdida devido a irreversibilidades internas. No final do processo,
a eficiéncia exergética global e racional para a hidrélise em batelada alimentada foram de
70,04% e 37,33%, respectivamente. Essa discrepancia enfatiza a importancia em
considerar a eficiéncia exergética com base na relagdo conceitual entre o rendimento do

processo e 0s recursos energéticos, especialmente em processos com reagdes quimicas.

Ao levar em conta as irreversibilidades internas e as perdas residuais, o sistema atingiu
um indicador de sustentabilidade do processo (ISP) de 1,67. Isso demonstra o potencial
para alcangar um indice de sustentabilidade termodindmica (IST) de até 3,34, com a
utilizacdo de residuos com potencial exergético. Esse aproveitamento de residuos pode

contribuir significativamente para a melhoria da sustentabilidade do processo.

Como sugestdo para 0s proximos passos ao estudo realizado, poderia ser desenvolvido a

otimizacdo na hidrolise enziméatica. Com isso, avaliar o tempo de alimentacdo do
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substrato e o namero de pulsos de enzima, tendo como resposta um melhor resultado para

eficiéncia exergética racional e o indice de sustentabilidade termodinamico (IST).
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Concentracéo de substrato no Concentracéo de substrato

# | Tempo (h) | tempo em termos de glicose na alimentacéo em termos

potencial (g.L™?) de glicose potencial (g.L™)
1 0,000 44,817 44,7899
2 0,452 44,387 48,6312
3 0,903 45,165 52,2041
4 1,468 43,320 53,0993
5) 2,032 42,029 53,8526
6 2,666 40,979 54,6463
7 3,300 40,208 55,4860
8 3,625 39,157 55,8713
9 3,950 38,265 56,2456
10 4,007 38,097 56,2708
11 4,065 37,934 56,3862
12 5,081 37,469 59,7199
13 6,097 37,498 62,8721
14 7,000 36,293 64,1667
15 7,903 35,365 65,4336
16 8,802 34,645 66,5626
17 9,700 34,083 67,7672
18 12,750 28,325 71,5424
19 15,799 25,634 75,1599
20 15,916 25,710 75,3592
21 16,032 25,785 75,5560
22 17,048 26,423 77,3816
23 18,065 27,029 79,1298
24 19,081 27,607 80,8054
25 20,097 28,159 82,4130
26 21,000 28,629 83,8115
27 21,903 29,082 85,1620
28 22,016 29,128 85,3011
29 22,129 29,174 85,4396
30 23,032 29,865 86,8671
31 23,936 30,511 88,1362
32 23,968 30,534 88,2430
33 24,000 30,556 88,2462
34 24,984 28,252 89,3690
35 25,968 26,519 90,3468
36 26,984 25,158 91,3753
37 28,000 24,114 92,2638
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Concentracédo de substrato no

Concentracdo de substrato na

# | Tempo (h) | tempoem termos de glicose alimentagcdo em termos de
potencial (g.L™?) glicose potencial (g.L ™)
38 28,004 24,111 92,2735
39 28,007 24,108 92,2832
40 29,020 23,306 93,2248
41 30,032 22,684 94,1311
42 31,048 22,199 95,0133
43 32,065 21,823 95,8636
44 32,908 21,576 96,4462
45 33,752 21,378 97,1060
46 33,812 21,385 97,1749
47 33,871 21,393 97,2437
48 34,887 21,235 98,1079
49 35,903 21,123 98,9445
50 36,919 21,047 99,7549
51 37,936 21,001 100,5401
52 38,896 20,979 101,2666
53 39,856 20,975 101,9726
54 39,912 20,975 102,0062
55 39,968 20,976 102,0398
56 40,984 21,007 102,8458
57 42,000 21,050 103,7188
58 42,903 21,097 104,3285
59 43,806 21,151 105,0101
60 43,919 21,134 104,9849
61 44,032 21,117 104,9591
62 45,048 21,976 105,6917
63 46,065 22,730 106,3068
64 46,968 22,682 106,2289
65 47,871 22,638 106,1540
66 48,887 22,362 105,8432
67 49,903 22,115 105,5452
68 49,907 22,114 105,5518
69 49,910 22,114 105,5584
70 50,923 22,087 106,1830
71 51,936 22,074 106,7933
72 52,718 22,072 107,2840
73 53,501 22,076 107,6897
74 53,734 22,857 108,4740
75 53,968 23,619 109,2517
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Concentracédo de substrato no

Concentracdo de substrato na

# | Tempo (h) | tempoem termos de glicose alimentagcdo em termos de
potencial (g.L™?) glicose potencial (g.L ™)
76 54,984 25,884 111,6163
7 56,000 27,928 113,8949
78 56,725 29,268 115,4156
79 57,451 30,520 116,9731
80 57,741 31,250 117,8732
81 58,032 31,962 118,7651
82 59,048 35,109 122,5960
83 60,065 37,998 126,3069
84 60,912 40,234 129,3808
85 61,759 42,329 132,2985
86 61,815 42,450 132,5083
87 61,871 42,570 132,6364
88 62,887 44,867 136,0405
89 63,903 47,003 139,2604
90 63,909 47,014 139,2883
91 63,914 47,025 139,3163
92 64,925 48,461 140,8431
93 65,936 49,760 142,2923
94 66,900 50,888 143,6011
95 67,864 51,921 144,8498
96 67,916 52,004 144,9409
97 67,968 52,087 145,1096
98 68,984 54,317 148,6902
99 70,000 56,427 152,1010
100 70,727 57,868 154,4782
101 71,454 59,257 156,8925
102 71,743 59,741 157,6597
103 72,032 60,216 158,4193
104 72,820 61,474 160,5003
105 73,609 62,680 162,5311
106 73,837 62,919 162,8629
107 74,065 63,155 163,1107
108 74,914 64,000 164,3272
109 75,763 64,794 165,4219
110 75,817 64,911 165,5128
111 75,871 65,028 165,6818
112 76,887 66,487 167,5619
113 77,903 67,846 169,3651
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Concentracédo de substrato no

Concentracdo de substrato na

# | Tempo (h) | tempoem termos de glicose alimentagcdo em termos de
potencial (g.L™?) glicose potencial (g.L ™)
114 78,808 68,979 170,8391
115 79,713 70,047 172,3351
116 79,824 70,243 172,6610
117 79,936 70,439 173,0616
118 80,722 71,797 175,4972
119 81,508 73,117 177,8934
120 81,738 73,354 177,9893
121 81,968 73,586 178,1597
122 82,815 74,402 178,8159
123 83,663 75,160 179,3723
124 83,831 75,389 179,6521
125 84,000 75,617 180,0024
126 84,908 76,804 181,6872
127 85,817 77,932 183,2478
128 85,925 77,840 182,8294
129 86,032 77,749 182,4156
130 87,048 76,917 178,8591
131 88,065 76,131 175,6281
132 88,916 75,507 173,0755
133 89,767 74,910 170,7618
134 89,819 74,904 170,6929
135 89,871 74,898 170,5686
136 114,594 43,807 170,5686
137 139,318 28,101 170,5686
138 165,350 17,990 170,5686
139 191,382 11,776 170,5686
140 203,691 9,685 170,5686
141 216,000 7,985 170,5686




