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RESUMO

Frente a um cenario em que se faz necessario o uso de fontes alternativas de energia,
otimizar a producdo de etanol por hectare plantado de cana-de-agUcar € de extrema
importancia. Estudos recentes apontam a viabilidade da producéo de etanol de segunda
geracdo a partir de subprodutos provenientes de biomassas lignocelulésicas como o
bagaco de cana-de-agucar. Para implementar este processo nas industrias, € necessario
conhecer a cinética da reacdo considerando os diferentes tipos de pré-tratamentos em que
a biomassa pode ser submetida, bem como os parametros de inibicdo causados por
subprodutos formados nesse processo. Neste trabalho um modelo cinético foi modificado
para representar os dados experimentais de fermentacdo em batelada nas temperaturas de
30 a 38 °C de hidrolisado de bagacgo de cana-de-agUcar obtido a partir do pré-tratamento
com H2SOq4 diluido seguido de uma etapa de deslignificagdo com NaOH. Os parametros
cinéticos do modelo matematico foram estimados por meio do algoritmo genético
“optim_ga” presente na biblioteca do software Scilab. Os pardmetros cinéticos
dependentes da temperatura foram re-estimados quando houveram alteragfes nas
temperaturas dos ensaios. A estimativa da vazdo de alimentacdo que maximiza a
produtividade de etanol em um processo de fermentacdo alcodlica em batelada
alimentada foi determinada adaptando-se o modelo com parametros cinéticos obtidos a
partir do ensaio de fermentagdo conduzido a 38 °C. A vazéo de alimentacdo estimada em
0,24 L/h resultou em uma produtividade de 1,198 getanoi/Lh considerando um bioreator
com volume Util de 2 L. O modelo com parametros cinéticos ajustados foi capaz de
representar de forma satisfatdria os perfis de concentracéo de etanol, substrato e leveduras
nos ensaios de fermentagdo alcoolica na faixa de temperatura considerada.

Palavras-chave: E2G. Pré-tratamento. Algoritmo genético. Estimacdo de parametros.



ABSTRACT

Facing a scenario where alternative energy sources are needed, optimizing the ethanol
production per planted area is extremely important. Recent studies are enabling the
production of second generation ethanol, made out of lignocellulosic biomass by-
produtcs, such as sugar cane bagasse In order to implement this kind of process in
industries, knowing the reaction’s kinetics considering different types of pre-treatments
in which the biomass might be submitted is needed, as well as the inhibition parameters
due to by-products made in this phase. In this present work a kinetic model was modified
so it can represent experimental data of a batch fermentation at temperatures of 30 to 38
°C of the sugar cane bagasse hydrolysate obtained from the H,SO4 pre-treatment followed
by a NaOH delignification. Kinetic parameters were estimated through a genetic
algorithm “optim_ga” disponible at the Scilab library. The temperature dependent
parameters were re-estimated for each temperature in which the experiment happened.
The estimate feeding flow rate that maximizes the production of a fed-batch
fermentation’s ethanol production was determined adapting the model obtained from the
batch reaction conducted at 38 °C. The feeding flow rate estimated at 0,24 L/h resulted
in a productivity of 1,198 getanol/Lh considering a bioreactor with a 2L volume capacity.
The model with the adjusted kinetic parameters was capable of represent satisfactorily
the ethanol, substrate and yeast concentration at the temperature rates considered.

Keywords: 2G ethanol. Pre-treatment. Genetic Algorithm,. Parameter estimation..
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O mundo reconheceu definitivamente a necessidade de se diversificar a sua matriz
energética baseada quase que exclusivamente em combustiveis fosseis e lanca-se na
busca de alternativas que permitam cada vez mais a utilizagcdo de energias limpas e
renovaveis ( GOES e MARRA, 2008).

O bioetanol é um combustivel de fonte renovavel produzido em larga escala
mundial e especialmente no Brasil, onde a cultura de cana-de-agUcar é extremamente
vantajosa. Porém, ha algum tempo, a plantacdo de cana-de-agUcar para producdo de
biocombustivel é alvo de debates, pois utiliza terra nobre que poderia estar sendo utilizada
para cultivo de alimentos como soja e trigo (MOREIRA NETO, 2011).

Neste contexto, onde a otimizacdo da producdo de bioetanol por area de cana-de-
acucar plantada é de extrema importancia, o etanol de segunda geracao, produzido através
da biomassa lignoceluldsica (e neste trabalho o bagaco da cana-de-aclcar), atraiu a
atencdo de pesquisadores que, nestas Ultimas trés décadas vém tentando desenvolver uma
série de tecnologias denominadas “hidrolise”, que permitem converter a hemicelulose e
celulose em em glicose (LEITE; CORTEZ, 2008).

No atual cenario brasileiro, o bagaco de cana residual da extracdo do caldo
realizado nas moendas das industrias sucroalcooleiras, tem como destino a caldeira, onde
serve como combustivel para a geracdo de vapor, que, posteriormente, sera utilizado em
outras etapas da producdo de agucar e etanol.

Em termos energéticos, o bagaco e palha representam aproximadamente dois
tercos da energia potencial da cana-de-agucar e, seu aproveitamento integral podera
aumentar significativamente a producdo de etanol, passando dos atuais 85 litros por
tonelada de cana de acucar para 185 litros de etanol por tonelada de bagaco de cana-de-
acucar (CARPIO e SOUZA, 2017), sem a necessidade de expansdo da area de cultivo,
além de ser possivel diminuir os custos de produgdo (SANTOS et al., 2014).

Para o aproveitamento energético desta biomassa, faz-se necessario submeté-la a
pré-tratamentos antes da etapa da hidrolise, visando aumentar a sua digestibilidade,
fazendo com que a celulose presente na biomassa fique mais acessivel as enzimas, que a
convertam em glicose para posterior fermentacdo alcodlica (CHANG; NAGWANI;
HOLTZAPPLE, 1998). Durante a etapa de pré-tratamento, pode ocorrer a formacéo de

inibidores no hidrolisado, impactando a cinética de fermentacdo, rendimento e



produtividade do etanol. A presenca de inibidores varia de acordo com o pré-tratamento
no qual a biomassa foi submetida (ANDRADE, 2012).

O processo de fermentacdo ndo esta livre de inibi¢do. Segundo Thatipamala et al.
(1992), efeitos inibitérios causados pela concentracdo do substrato comecam a ser
observados a partir de 150 g/L . Para contornar este fendmeno, mantendo a eficiéncia do
processo, a reagdo em batelada alimentada é adotada em cerca de 85% das industrias
brasileiras (GODQY et al., 2008). Nesta categoria de regime semiaberto, ndo s a inibigdo
por altas concentracdes de substrato pode ser evitada, sendo o substrato adicionado
gradativamente até se completar o volume completo da dorna, mas também a inibigéo por
altas concentrac6es de produto. Na medida em que o produto é gerado, é também diluido
no sistema, por conta do aumento do volume reacional

A modelagem matematica do processo € uma poderosa ferramenta, pois contribui
para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos, bem como o desenvolvimento
de projetos que visam a otimizagdo do processo em uma bioferinaria (QI e WRIGHT,
2016). Este projeto tem como objetivo o desenvolvimento de um modelo matematico que
descreva a fermentacdo alcodlica a partir do hidrolisado do bagaco de cana-de-acUcar pré-
tratado com H.SOs e deslignificado com NaOH diluido e, a partir do modelo
desenvolvido, maximizar a produtividade de etanol por meio da determinacdo da vazéo

6tima de alimentacdo da reacdo em regime batelada alimentada.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi encontrar a vazdo 6tima de alimentacdo que se deve
adotar em um processo de fermentacao do hidrolisado do bagaco de cana-de-agUcar pré-
tratado com H»SOs diluido e deslignificado com NaOH para que se obtenha a
produtividade maxima. Com os seguintes objetivos especificos:

. Desenvolvimento do modelo matematico para a descricdo do processo de
fermentacdo alcoolica do hidrolisado do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado com
H2SO4 e deslignificado com NaOH diluido;

o Simulac&o do modelo cinético no software Scilab;

o Ajuste dos pardmetros cinéticos do modelo de fermentagdo para diferentes
temperaturas por meio do algoritmo genético “optim_ga” presente na biblioteca do
software Scilab;

o Modelagem matematica do processo em batelada alimentada;

o Otimizacao da vazéo de alimentacdo que forneca a maior produtividade de
etanol.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-acucar é um subproduto resultante da extracdo do caldo da
cana nas moendas das usinas sucroalcooleiras. E composto basicamente de celulose,
sendo este 0 componente mais abundante, hemiceluloses e lignina. Estes componentes,
juntos, formam uma estrutura resistente, sendo responsaveis pela sustentacdo, suporte
estrutural, protecdo contra ameacas externas, transporte de nutrientes, etc (FENGEL;
WEGENER; GREUNE, 1989). Segundo (CASTRO; PEREIRA JR, 2010), a composi¢ao
do bagaco de cana-de-acucar contém 36% de celulose, 28% de hemicelulose e 20% de
lignina, e os 16% restantes sdo compostos por extrativos, que sdo materiais organicos que

variam por conta de fatores como genética e clima, e cinzas que sdo materiais inorganicos.

3.2 A producao do etanol de segunda geracgao

O etanol de segunda geracdo (2G) é produzido a partir de biomassas
lignocelulosicas, bem como palha de milho, palha de arroz, residuos florestais, bagago de
cana-de-acucar, entre outros. No Brasil, devido a sua disponibilidade nas usinas de agucar
e alcool e a possibilidade de integracdo com a infraestrutura ja existente para a producéo
de etanol de 1? geracdo (1G), o bagaco de cana-de-acucar é a biomassa lignocelulésica
com maior potencial a ser utilizada na producao de etanol 2G .

Este material lignocelulésico é composto majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina e, devido a forte cristalinidade da estrutura que a celulose
apresenta, é necessario submeter a biomassa a pré-tratamentos em uma etapa anterior a
etapa de hidrolise enzimatica e, assim entdo, a biomassa esta preparada para a
fermentagdo (MARTINS, 2015). A Figura 1 abaixo apresenta um fluxograma
simplificado com as etapas que compdem o processo de produgéo do etanol de segunda

geracao.



Figura 1: Fluxograma simplificado da producéo do etanol de segunda geracéo a partir
da biomassa lignocelulésica

Biomassa
@ Lignocelulosica
Pre-tratamento mmp | Hidrolise (mmp [Fermentacio mmp| Destilagio

Bioetanol

S

Fonte: (KRISTENSEN, 2008)

3.3 Pré-tratamento

O emprego de um algum tipo de pré-tratamento de biomassa data de 1819, onde
acido concentrado era utilizado para a sacarificacdo da madeira para a producéo de etanol
(DA SILVA et al., 2013). E a etapa menos tecnologicamente madura do todo o processo
(MARTINS, 2015), e é onde ocorre a conversdo da biomassa em acgucares
fermentesciveis. Para esta etapa ocorrer, € necessario a inclusdo de reatores resistentes a
corrosdo, produtos quimicos e uso de utilidades como vapor, acarretando em um alto
custo de producgéo, e uma reducdo no custo desta etapa ocasionaria um grande impacto
no custo final do etanol de segunda geracdo (MARTIN; KLINKE; THOMSEN, 2007).

Segundo Cardona e Sanchez (CARDONA; SANCHEZ, 2007), o maior desafio na
conversdo de biomassa em etanol de segunda geracéo € a etapa de pré-tratamento. Quando
esta etapa é muito severa, os agucares liberados sdo degradados em compostos inibitorios
para a enzima e levedura, o que ocasiona um menor rendimento para o0 processo. Para o
caso de uma etapa muito branda, o substrato ndo se tornard acessivel para a etapa de
fermentacdo (KELLER; HAMILTON; NGUYEN, 2003).

Os pré-tratamentos incluem metodos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e
biolégicos, bem como combinacGes de métodos. A escolha do pré-tratamento ideal
depende da origem da matéria prima, impacto ambiental e avaliagdo econbémica
(MARTINS, 2015).

Para ser considerado eficiente, o pré-tratamento deve diminuir o grau de
polimerizacdo e o grau de cristalinidade da celulose, aumentar a area superficial da

biomassa e dissociar o complexo lignina-celulose de forma que se tornem mais acessiveis



as enzimas conforme ilustra a Figura 2, preservando a pentose e minimizando a formacao
de compostos inibidores para as leveduras (ZHANG; LYND, 2004).

Figura 2: Pré-tratamento da biomassa deixando os agucares fermentesciveis expostos as
leveduras

> Lignina

Hemicelulose

Pré-tratamento

-—-';,‘3-—"‘9""
Uy .

m- =

00000 Cm:))_

fonte: (MOOD et al., 2013)

3.3.1 Pré-tratamento fisico

Os pré-tratamentos fisicos sdo 0s que atuam na biomassa aumentando a area
superficial e tamanho dos poros, diminuindo o grau de polimerizacéo e cristalinidade da
celulose (SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996). Exemplos de pré-tratamentos fisicos sao
pirdlise, irradiacdo e fragmentacdo mecénica. Na fragmentacdo mecanica o tamanho da
biomassa é diminuido pela combinagdo das etapas de lascagem, trituracdo e moagem
(SUN; CHENG, 2002). No processo de pirdlise 0os materiais sdo expostos a temperaturas
extremas, superiores a 300°C , sendo a celulose rapidamente decomposta em produtos
gasosos e carvao residual e, em seguida, o carvdo residual € lixiviado com agua, tendo
como principal componente no lixiviado a glicose (SARKAR et al., 2012). O processo de
irradiacdo é um processo mais caro, permite a reducdo do grau de polimerizacdo e
cristalinidade da celulose e a despolimerizacdo parcial da lignina (ZHENG; PAN;



ZHANG, 2009). Estes resultados sdo alcancados ao irradiar raios gama, ultrassom, e

outros raios de alta energia na biomassa.

3.3.2 Pré-tratamento bioldgico

Os pre-tratamentos bioldgicos utilizam de microorganismos que possuem
capacidade de degradar a celulose, hemicelulose e lignina, sendo a celulose mais
resistente ao ataque (CHIARAMONTI et al., 2012). Como exemplo dos micro-
organismos utilizados, tem-se os fungos de podriddo marrom, branca e mole. De acordo
com (SUN; CHENG, 2002), os fungos de podriddo branca sdo os considerados mais

eficazes para o pré-tratamento biol6gico de biomassa lignoceluldsica.

3.3.3  Pré-tratamento quimico

Neste tipo de pré-tratamento sdo utilizados agentes quimicos, podendo ser &cidos,
bases ou solventes organicos. O objetivo do tratamento quimico é aumentar a superficie
do substrato ao inchar as fibras e a remocao da hemicelulose e lignina, tornando a celulose
mais acessivel (MARTINS, 2015).

3.3.3.1 Pré-tratamento acido

Este tipo de pré-tratamento apresenta uma eficiéncia de 90% para a remogdo da
hemicelulose, e permite a desconstrucdo da estrutura do material lignocelulésico,
liberando monémeros de aclcar. Geralmente é conduzido com acido sulfurico diluido ou
acido cloridrico, 150°C e pressoes de até 10 atm (MARTINS, 2015). Ha também estudos
com outros acidos sendo empregados como catalisadores deste pré-tratamento. A
utilizacdo de acidos se mostrou vantajosa porém uma desvantagem € a formacdo de
inibidores provenientes da degradacdo do acucar, e a corrosdao dos reatores
(RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004).

O foco deste trabalho foi o pré-tratamento &cido utilizando acido sulfdrico diluido,

pois este se mostrou bastante eficiente na remogéo de hemicelulose (GUO et al., 2009).



No estudo de (VANCOV; MCINTOSH, 2012), ao se tratar a biomassa de palha
de sorgo pré-tratada com H2SO4 com concentragdo de 2%, por 121°C e 60 minutos de
tempo de residéncia, foi obtido a maxima solubilizagdo das hemiceluloses.

Ja no trabalho realizado por (UM; VAN WALSUM, 2009), o mesmo pré-
tratamento foi capaz de solubilizar efetivamente a hemicelulose porém a deslignificacdo
atingiu um méaximo de 22%.

A presenca de lignina restante na biomassa influencia a sacarificacdo enzimatica,
acarretando em baixos rendimentos. Para contornar este problema, a combinacéo de pré-
tratamentos é adotada. ApdOs a etapa de pré-tratamento acido, tem-se a deslignificacéo
onde estudos tem apontado bons rendimentos ao se utilizar NaOH como agente
deslignificante (ROCHA et al., 2002).

3.3.3.2 Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino por si s6 ndo é eficiente na obtencdo de glicose. Em seu
estudo, MODENBACH e NOKES, (2012) obtiveram, com 3h de tempo de residéncia e
4% (m/m) de NaOH a 70°C, uma conversao de apenas 39,2% de glicose ao pré-tratar a
palha de arroz. BARCELOS et al., (2013) obtiveram em seu trabalho uma converséao de
50% de glicose ao pré-tratar o bagaco de cana-de-agucar com NaOH 1M. Para um tempo
de residéncia de 30 minutos em pré-tratamentos com diferentes acidos, uma conversdo
de mais de 90% foi alcancada.

Para uma etapa de deslignificacdo o pré-tratamento basico é bastante eficiente, e
uma combinagdo de pré-tratamentos acido com H2SO4 diluido, seguido de pré-tratamento
basico com NaOH foi o escolhido para este trabalho.

3.4 Hidrolise enzimatica

Apos a etapa de pré-tratamento, uma etapa de hidrélise é adotada. E nesta etapa
que ocorre a quebra da celulose e hemicelulose em agucares fermentesciveis e € a etapa
mais cara do processo, devido ao elevado custo das enzimas. Nesta etapa, diversas
inibicBes podem ocorrer, seja por excesso de substrato, temperatura elevada, pH fora da

faixa adequada, entre outros. Este é outro fator motivador para o estudo e otimizacao do



etanol de segunda geracdo: para que as etapa de pré-tratamento ndo ocasione inibicdo na
etapa de hidrolise (MICHELIN et al., 2016). A hidrélise enzimética ocorre em trés etapas:
adsorcdo da enzima celulase a superficie da celulose; biodegradacdo da celulose; e
dessorcdo da celulase (SUN; CHENG, 2002).

A celulase é um complexo enzimatico bastante utilizado em diversos setores da
indUstria, como a industria téxtil, de alimentos, de detergentes, na prepara¢do do malte
nas cervejarias, entre outros. No processo do etanol de segunda geracdo, a celulase é
utilizada como biocatalisadora da etapa de hidrdlise e, comparando a hidrolise enzimatica
com a hidrolise &cida, a primeira apresenta vantagens em aspectos como elevados
rendimentos de acucares, capacidade de trabalhar em condi¢cBes mais brandas de
temperatura e pressdo, menor agressividade quimica para os reatores, e menor acumulo
de substancias inibitdrias para as células microbianas que serdo utilizadas na etapa de
fermentacdo (CASTRO; PEREIRA JR, 2010), mas também apresentam desvantagens
como o custo elevado da enzima e o longo periodo para se obter rendimentos altos, no
qual é necessario manter os grandes volumes agitados e aquecidos por até 96h (FENGEL;
WEGENER; GREUNE, 1989).

Este complexo enzimatico € composto por trés enzimas que atuam na biomassa
em sinergia umas com as outras, sendo elas: endoglucanase (1,4- §-
DGlucanglucanoidrolase, EC 3.2.1.4), a exoglucanase (celobiohidrolase, EC 3.2.1.91) e
a celobiase (B-glicosidase, EC 3.2.1.21) (ANDERSEN, 2007). A endo e a exoglucanase
atuam sobre a celulose, formando glicose e celobiose. Posteriormente, nesta Ultima, atua
a celobiase, que cliva a celobiose em glicose (DINCER; TELEFONCU, 2007). Como diz
0 nome endo e exo, interior e exterior respectivamente, cada tipo de enzima atua em uma
regido da celulose. Como mostra a Figura 3 abaixo, a endoglucanase vai agir ao longo da
cadeia da celulose, diminuindo o grau de polimerizacdo da mesma, enquanto a
exoglucanase age nas extremidades redutoras e ndo redutoras da cadeia, produzindo
principalmente a celobiose, onde atua entdo a celobiase, clivando a celobiose para a
obtencéo de glicose (MARTINS, 2015).
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Figura 3: Mecanismo da hidrolise enzimatica pelo complexo celulase

Celulose

Endoglucanase

.
.\A

elobiohidrolase

Glicose Glicose

p-glicosidase
fonte: (TEBEKA; SILVA; PETRI, 2009)

As enzimas do complexo enzimatico ndo hidrolisam a celulose de forma eficiente
quando atuando individualmente, sendo necessario a acdo complementar e sinérgica, haja
vista que o resultado da acdo conjunta € melhor que o resultado da acdo individual
somadas (MARTINS, 2015).

3.5 Fermentacao alcotlica

A fermentacéo alcodlica € uma reacdo quimica em gque um substrato é convertido
em etanol, através do metabolismo anaerobio das leveduras, ou seja, na auséncia de
oxigénio as leveduras utilizam do substrato para a sua manutencdo celular, e como
resultado da reacdo, é formado etanol e didxido de carbono. Em presenca de oxigénio, 0s
acucares do substrato sdo convertidos em biomassa (aumento da quantidade de
leveduras), didxido de carbono e agua. (ANDRADE, 2012).

As matérias primas utilizadas para a fermentacdo podem ser de diversas fontes,
como cana-de-agucar (mais comum no Brasil), beterraba, milho, sorgo, entre outros. No
caso de agucares provenientes de matérias agucaradas, estes podem ser monossacarideos,
que sdo os agUcares diretamente fermentesciveis, ou dissacarideos, sendo necessario uma
etapa de quebra da molécula, denominada de inversdao e que ocorre através da enzima
invertase, para que entdo o aclcar possa ser fermentado pela levedura. As matérias

amilaceas e feculentas, que sdo os grdos, palhas e residuos agricolas, necessitam da etapa
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de hidrélise, denominada de sacarificacdo, para que entdo as leveduras tenham a matéria
prima disponivel para a fermentacdo (DA SILVA et al., 2013)

As leveduras séo de extrema importancia para a inddstria. Para que a reagdo ocorra
de forma a se obter um bom rendimento, é necessario que as leveduras tenham uma alta
tolerancia a etanol, tendo em vista que o proprio produto gerado é um inibidor de
crescimento e de fermentacdo para a levedura (AGUDO, 1985).

A reacdo quimica de fermentacdo alcoolica bem como sua estequiometria esta

apresentada abaixo:

CsHy,04 = 2C,HOH + 2 CO,

Acucar — 2 Eetanol + 2 Diéxido de Carbono

O processo de transformacdo da glicose em etanol e CO2 no interior da célula é
formado por 12 reagdes quimicas, e cada uma delas catalisada por uma enzima diferente
contida no citoplasma celular das leveduras (DE ALMEIDA LIMA, 2019). Reacdes
paralelas inevitavelmente acontecem, e glicerol e biomassa sdo obtidos como produtos
secundérios desta reacdo, diminuindo a conversdo de substrato em etanol para valores

menores que o estequiométrico (GUIDINI, 2013).

3.5.1 Saccharomyces cerevisiae

Dentre as leveduras utilizadas na fermentacdo para a obtencéo de etanol, a S.
cerevisiae € a mais utilizada (LIN; TANAKA, 2006). Tambeém € utilizada em outros
processos na indudstria bioquimica e alimenticia, como por exemplo a fabricacdo de paes
e cervejas (SILVA, 2018). Esta levedura é comumente utilizada devido a alta resisténcia
ao etanol, produto da fermentagéo, o que aumenta a produtividade e diminui os custo de
producdo. Também é tolerante a baixos valores de pH e altas concentragdes de agtcar no
meio reacional (SCHMIDELL et al., 2001a). Enquanto outras espécies de leveduras
cessam a sua atividade ao se atingir concentracoes de 6% (v/v), a S. cerevisiae suporta
concentracdes de até 17% (v/v) (SANTOS et al., 2014)
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3.5.2 Modelos de fermentacao

Na inddstria, no que diz respeito ao modo como o processo fermentativo é

conduzido, este pode ser classificado como: batelada, semi-continuo ou continuo.

3.5.2.1 Batelada

O processo em batelada é aquele em que todos os substratos e nutrientes
necessarios para o crescimento celular e a formacdo de produto estdo disponiveis e
inseridos no meio desde o comeco da reacdo (TODARO; VOGEL, 2014). No quesito
assepsia é 0 mais seguro, pois ao final de cada batelada € necessario realizar a limpeza e
esterilizacdo do reator e, ao inicio de uma nova batelada, recebendo um novo inéculo
(SCHMIDELL et al., 2001b).

A fermentacdo ¢ considerada concluida quando a cuba “morre”, ou seja, quando

acaba 0s nutrientes necessarios para a reacdo, cessando a atividade biolégica.

3.5.2.2 Batelada alimentada

Batelada alimentada é a operacdo na qual um ou mais nutrientes sdo adicionados
continuamente ou intermitentemente ap6s o inicio da reacdo. Os produtos gerados sdo
mantidos no meio reacional até o fim da reacdo. Por conta de ter o substrato sendo
adicionado gradativamente conforme o andamento da reagdo, a levedura sente menos a
inibicdo por elevados indices de agticar no mosto, o que garante uma maior produtividade,
e também dilui o etanol a medida em que o produto é formado, sendo menos toxico para
as células (AMARAL, 2009). Além desse fator, poder controlar a quantidade de substrato
que esta presente no meio é vantajoso pelo fato de ser possivel desta forma direcionar a
reacdo para o produto desejado (CARVALHO; SATO, 2001).
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3.5.2.3 Continuo

A reacdo em modelo continuo ocorre quando todas as espécies quimicas da reagdo
sdo mantidas em taxas constantes de entrada e saida, e demanda um controle muito grande
do processo para que ndo haja desvio no processo, ocasionando morte das leveduras e,
consequentemente, elevados custos de producdo (ATALA et al., 2000). Segundo
PACHECO, (2010), algumas das vantagens de se conduzir o processo de forma continua

podem ser listadas como sendo:

o Maior produtividade;

. Menor volume de equipamentos;
o Reducdo do consumo de insumos;
o Trabalhar no estado estacionario.

Porém também existem desvantagens, que sdo elas:

o Dificuldade de operacdo do processo em estado estacionario;
o Dificuldade de manutencéo e assepsia;
o Investimento alto em automacao e controle de processo.

3.6 Fatores que afetam a fermentacao

Muitos sdo os fatores que afetam o processo de fermentacédo alcodlica. Pardmetros
como temperatura e pH tém enorme importancia no andamento da reacdo. As leveduras
Saccharomyces cerevisiae sdo substancias mesdéfilas, o que significa que a producdo de
etanol tém uma faixa de temperatura entre 26 e 35°C, podendo chegar até 38°C nas
indGstrias. O acréscimo de temperatura aumenta a produtividade das leveduras, mas
também aumenta a sua sensibilidade quanto a toxicidade do etanol (DE ALMEIDA
LIMA, 2019).

Assim como a temperatura, o controle do pH tem um papel importante para a
fermentagdo. Em meios acidos, altos rendimentos de etanol s&o alcangados devido a
reducdo da producédo de glicerol e da contaminagéo bacteriana. A faixa adequada de pH
para a fermentacdo € entre 4 a5 (DE ALMEIDA LIMA, 2019).

O processo de fermentacéo alcoolica pode sofrer inibicao de diferentes tipos.
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3.6.1 Produto

O etanol é o principal produto da fermentacdo de agucares por leveduras, e seu
efeito inibitorio acontece a partir de concentracGes de 40g/L. Alguns fatores interferem
na sensibilidade da levedura ao etanol, como por exemplo a temperatura, e o efeito
inibitdrio pode parar por completo o crescimento microbiano ao atingir a concentracéo
de 90g/L. A medida que o produto é acumulado no meio reacional, se torna agente
causador de estresse para as leveduras (FERNANDES, 2008).

3.6.2 Substrato

As leveduras também sofrem efeitos inibitérios causados pelo excesso de
substrato no meio reacional, pois apresentam uma osmotolerancia limitada. O estresse
causado pelo aumento da concentracdo externa a levedura leva a redugdo em crescimento
e a perda de viabilidade celular. Esta inibicdo pode ocorrer em faixas de concentragdo
superiores a 150g/L de substrato (GUIDINI, 2013).

3.6.3 Contaminagdo Bacteriana

Durante a fermentacdo, microrganismos contaminantes podem se desenvolver na
dorna a depender de condicdes de operagdo como pH, assepsia, concentracdo de agucares,
etc. Estes microrganismos competem com a levedura pelo substrato, geram subprodutos
que inibem o seu crescimento, aumenta a acidez do caldo, forma espumas e promovem a
floculacdo das leveduras, aléem de produzirem substancias que aumentam o estresse
celular como &cido latico (DARE, 2008).

3.7 Crescimento microbiano.

Existem varios modelos que representam o crescimento microbiano na literatura,

sendo o mais simples 0 modelo proposto por MONOD (1942). Este modelo apresentado
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abaixo relaciona a velocidade especifica de crescimento do microrganismo com a

concentracédo de substrato.

S
Uy = Hmax (Ks+5) (3.1)

Onde umax é a velocidade maxima de crescimento e Ks a constante de saturacéo,
sendo que ambos s&o obtidos empiricamente.

Monod ndo considerou, em seu trabalho, nenhum tipo de inibicéo, e
posteriormente diversos outros estudos que levavam em conta inibi¢cdes causadas por
diversos fatores foram desenvolvidos e outros modelos foram publicados.

O modelo proposto por LEVENSPIEL, (1980) considera a concentragdo
de produto como inibidora, ANDREWS, (1968) prop6s um modelo com inibi¢cdo por
substrato e Lee et al., (1983) propds um modelo que considerava inibicdo por
concentracdo de células. Com uma combinacdo dos trés modelos propostos, foi

desenvolvido o modelo de inibigdo mista apresentado na Equagao 3.2:
P

S X
e = Hmax€Xp (_KiS) Ks+S (1 - Xméx)m(l - )nX (3.2)

Pmax

Onde Ki é a constante de inibicdo pelo substrato, Ks a constante de
saturacdo, Xmax € concentracdo de células quando a reagdo cessa, Pmax € a concentracao
de produto quando a reacdo cessa, m € o parametro para descri¢do da inibicéo celular e n
0 parametro para a inibicdo por produto.

RAMOS DE ANDRADE et al., (2013) acrescentou a equacao 3.2, em seu
trabalho, um termo que contabiliza a inibicdo por acido acético que esta apresentada na
equacéo 3.3.
re= tmaxexp (—Ki8) == (1= 2)" (1--2) X1 = 2y (ay)

Kg+S Xmax max Cacmax

Onde Cac é a concentracdo de &cido acético, Cac max € a concentracao de
acido acético quando a reacdo cessa por conta da inibi¢do e nn € o parametro para inibicao

por acido acético.
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3.8 Formacao de produto

Para representar a taxa de formacéo de produto rp, 0 modelo de (LEUDEKING-
PIRET, 1959) é um dos mais utilizados, pois apresenta um bom ajuste para diversos tipos
de fermentacdo (ANDRADE, 2007).

Tp = YP/XTX + me (34)

Sendo Ypix 0 rendimento de produto baseado em células e mp a producdo de etanol

nao associada ao crescimento.
3.9 Consumo de substrato

Segundo (JAMES; JAMES; OLLIS DAVID, 1986), no caso da fermentagdo
alcodlica em processos em batelada, o consumo de substrato (Eq. 3.4) acontece junto com

0 crescimento microbiano, sendo esta cinética chamada de associada ao crescimento.:
R
s = = + mXX (35)
Yx

Sendo Yx o coeficiente global de células, e mx o parametro de manutencao.
3.10 Otimizacéo

O conceito de otimizacdo é definido como sendo o processo de busca da melhor
solucdo dentro de um conjunto de possiveis solucBes. Métodos de otimizacdo sdo de
extrema importancia, uma vez que sdo empregados em diversos problemas para encontrar
0 maior valor de uma funcéo, ou 0 menor custo de um determinado projeto.

Pode-se dividir os algoritmos de otimizagcdo em globais e locais. Algoritmos de
otimizacdo globais séo o0s que encontram a solucgdo 6tima a partir de qualquer ponto do
espaco de busca, enquanto os algoritmos locais encontram os valores de maximo ou
minimo locais de uma funcdo, sendo dependentes de configuracdes iniciais (RENO,
2007). Na Figura 4 esta ilustrado maximos locais e global de uma fungéo.

Figura 4: Maximos locais e global da fung¢do f(x) = xsen(10mx)+1
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Fonte: (DE LACERDA; DE CARVALHO, 1999)

3.10.1 Algoritmo genético

Algoritmos genéticos (AG) sdo métodos que tomam como inspiracdo a evolugdo
e sobrevivéncia dos mais fortes, principio darwiniano de selecdo natural. Desenvolvido
por John Holland, o algoritmo segue os principios da natureza nos quais o0s individuos
mais aptos sdo privilegiados, portanto com maior probabilidade de reproducdo e desta
forma, maiores chances de perpetuar seus cddigos genéticos para as proximas geracdes
(PACHECO, 1999). O funcionamento do algoritmo genético e sua estrutura geral esta
ilustrada na Figura 5 abaixo:

Figura 5: Fluxograma de funcionamento do algoritmo genético

Inicio
Inicializando
pardmetros do AG Operadores
l‘ genéticos
Sele¢do
Avaliagdo de aptidao
Crossover
l Mutagdo
NAO
Critério de
parada

Fungdo otimizada

fonte: adaptado de (SHABIR; SINGLA, 2016)
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Os AGs tratam da evolucdo dos individuos (cromossomos) a partir de uma
populagéo inicial, selecionando e analisando a aptidao individual e aplicando operadores
genéticos (mutacdo, crossover) até que se tenha a solugdo 6tima para o problema. Assim
como o algoritmo genético € inspirado na biologia, a terminologia também o é. A tabela
1 abaixo representa o termo e seu respectivo significado, disponivel em (DE LACERDA,;
DE CARVALHO, 1999).

Tabela 1: Significados de terminologias dos algoritmos genéticos

Termo Significado

Cromossomo  Estrutura de dados que codifica uma solucdo para o problema

Individuo Cromossomo e sua aptidao

Conjunto de individuos, ou seja, pontos e candidatos a solucéo

Populagao
putag do problema
Gene Parametro codificado no cromossomo. Elemento que descreve
certa variavel
Geracao Iteracdes executadas pelo algoritmo

Operacg0es Operac0es realizadas pelo algoritmo sobre 0s cromossomos
Genéticas (crossover e mutacao)
Modificacéo aleatoria do cromossomo com intuito de gerar

Mutacéo A g N
novos individuos (novas possiveis solucdes)

Genotipo Informagé&o contida no cromossomo

Alelo Valores que 0 gene pode assumir

Algumas vantagens podem ser destacadas ao se usar algoritmos genéticos, como
por exemplo usar diretamente a funcdo a ser otimizada, sem necessidade de encontrar
derivadas de func¢des complexas (SHAPIRO, 1999).
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3.10.1.1 Populacéo inicial

A populacéo inicial de individuos é comumente gerada de forma aleatoria,
podendo também ser geradas dentro de um intervalo conhecido de onde a solucdo 6tima
se encontra. Implementar restricdes acelera a solucdo do problema, porém segundo
GOLDBERG (1989) isso nao é obrigatorio, desde que a populacdo inicial contenha

cromossomos suficientes.

3.10.1.2 Selecéo

Inspirado no modelo de selecdo natural dos mais aptos, o algoritmo genético
seleciona os melhores cromossomos da populagéo inicial para gerar cromossomos filhos
através de operacbes genéticas de mutacdo e crossover. Geralmente 0s pais sdo
selecionados com probabilidade proporcional a sua aptiddo (DE LACERDA; DE
CARVALHO, 1999).

Existem diferentes algoritmos para a selecdo dos pais, podendo ser pela roleta
onde 0s cromossomos sdo ordenados de forma a preencherem uma roleta com area
proporcional a sua aptiddo, tendo mais chance de ser escolhidas em cada rodada da roleta
0S Cromossomos que possuem maior area, até que se complete 0 nimero necessario de
cromossomos para as operacdes genéticas. (RIVERA, 2017).

No método de sele¢do por torneio, sdo escolhidos n (n > 2, porém normalmente n
= 3) ao acaso com iguais probabilidades, e o de maior aptiddo € selecionado enquanto o
restante é descartado, até que se complete 0 nimero necessario para as operacoes
genéticas (DE LACERDA; DE CARVALHO, 1999).

O melhor cromossomo pode ser perdido de uma iteragdo para outra devido ao
corte do crossover ou a ocorréncia de mutacdo. Desta forma € interessante transferir o
melhor cromossomo de uma geragao para a outra para que o melhor resultado encontrado
até o momento néo se perca. Esta metodologia é chamada de elitismo (MOREIRA NETO,
2011).



20

3.10.1.3 Operadores genéticos

Os operadores genéticos sdo fungdes aplicadas em individuos de cada geracéo
para se obter uma populacéo nova. Dois tipos de operadores genéticos sao mais utilizados,
sendo eles (PACHECO, 1999):

o Crossover: Este operador é responsavel por combinar caracteristicas dos
pais em novos individuos que vao herdar estas caracteristicas. A ideia é que os herdeiros
sejam melhores que 0s progenitores.

o Mutacdo: Processo pelo qual os individuos que foram recombinados na
etapa de crossover sao submetidos. Este operador modifica o valor de um ou mais genes
do individuo com o objetivo de aumentar a diversidade da populacao.

De uma forma simplificada, os individuos selecionados na etapa de selecdo se
reproduzem e a nova geracdo herda os genes dos progenitores. Os novos individuos sdo
submetidos aos operadores genéticos onde sdo recombinados (crossover) com uma
probabilidade pc, e passam pelo processo de mutagdo com probabilidade pm, conforme

mostra as Figuras 6 e 7 abaixo.

Figura 6: Recombinacdo de um ponto (one-point crossover)

ponto de corte aleatorio

fonte: (PACHECO, 1999)

Figura 7: Mutacdo de um cromossomo

Cl 1 1110[0[| antes @
i T depois da mutagao

fonte: (PACHECO, 1999)
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3.10.14 Critérios de parada

Critérios de parada sdo condi¢fes que quando atingidas, encerra a execucao do
algoritmo. Segundo LACERDA e CARVALHO, (1999):

o Quando um determinado numero de iteracdo € alcancado, tendo ou nao
chegado ao resultado étimo para a funcéo, o algoritmo €é interrompido;

o Quando as iteracdes apresentam valores suficientemente proximos aos
obtidos nas iteracdes anteriores (convergéncia);

. Quando se conhece o valor da funcédo objetivo e este valor é alcancado, o

algoritmo é interrompido.
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4 METODOLOGIA

4.1 Dados experimentais

Os dados experimentais utilizados neste trabalho s&o dados de fermentacdo
alcoolica por Saccharomyces cerevisiae utilizando hidrolisado enzimatico de bagaco de
cana-de-agucar submetido ao pré-tratamento com H>SOj4 diluido e deslignificado com
NaOH. As fermentacGes foram realizadas nas temperaturas de 30, 32, 34, 36 e 38°C sendo
estes resultados obtidos da tese de MARTINS (2015). A tese foi desenvolvida no
Laboratorio de Engenharia de Processos Fermentativos e Enziméticos presente na
Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, e abaixo estd apresentada a

metodologia realizada pela autora do trabalho para a obten¢do dos dados:

4.1.1 Matéria prima

Os ensaios foram conduzidos com bagaco de cana-de-agUcar fornecido pela Usina
da Pedra, doada pelo Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol
(CTBE), situado na cidade de Campinas-SP. A matéria foi seca em temperatura ambiente
até uma umidade de 6 a 10%.

4.1.2 Pré-tratamento com H2SO;4 diluido

O bagaco de cana foi pesado e teve o teor de umidade descontado, e em seguida,
variando condi¢des de concentracdo de sélidos e tempo de reacdo, foram transferidos para
frascos com volume reacional de 100mL de com concentragdo de 1% (m/v) de &cido
sulfarico, e estes frascos foram entdo transferido para a autoclave na condigdo de 121°C
e 1 atm. Apo0s a despressurizacao da autoclave, os frascos foram resfriados por 15 minutos
e em seguida o bagaco pre-tratado foi filtrado para a retirada do licor do pre-tratamento.
Apos filtrado, o bagaco foi lavado com agua corrente até o pH neutro. Posteriormente, o
bagaco foi secado e armazenado em sacos protegidos de umidade e onde tiveram a

composicao quimica do bagaco pré-tratado analisada
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4.1.3 Deslignificacdo do bagaco pré-tratado

O bagaco pré-tratado com H2SOj4 diluido, com 20% de volume de sélidos e 150
minutos (ensaio 3 do trabalho de Martins (2015)) foi submetido ao tratamento com NaOH
1% (m/v). Para isto, o material foi seco a temperatura ambiente até que fosse atingido
uma umidade menor que 10%. Em seguida o material foi pesado e, descontando o valor
da umidade, foi adicionado a solugdo 1% (m/v) de NaOH. Os frascos dos diferentes
ensaios com diferentes condicGes de concentracdo de sélidos foram entdo fechados e
levados a autoclave e mantido a 100°C por 1 hora. Apds a reacdo, o material solido foi
separado do liquido pelo processo de filtracdo e lavado com agua até atingir o pH neutro.
O processo de lavagem foi realizado sobre uma peneira ultrafina para evitar a perda de

massa.

4.1.4 Hidrélise enzimatica

Nesta etapa o bagago pré-tratado e deslignificado foi hidrolisado em uma
concentracdo de 10, 20 e 30% de sdlidos em solucdo tampdo de citrato de sédio com um
pH 4,8 a 0,05¢/L complementado com 0,07% de azida sddica para cada grama de bagaco.
Foram utilizados 15 FPU de celulase (EC 3.2.1.91) por grama de biomassa, e 25 CBU de
B-glicosidase (3.2.1.21) por grama de biomassa no substrato da reagdo, que foi conduzida
em um Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos foram mantidos agitados a 150 rpm e a
temperatura de 50°C. As analises da composicdo quimica do hidrolisado para o ensaio de
10% apresentou concentracao de 54,52 g/L de glicose, um aumento de 43,06% frente ao
resultado encontrado na hidrélise do bagaco pré-tratado apenas com H2SO4 que foi de
38,11 g/L.

4.1.5 Ensaio de fermentagéo

A etapa de fermentacdo ocorreu no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos
da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP. O microrganismo utilizado foi

obtido pela Usina Santa Adélia S/A, localizada em Jaboticabal — SP.
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Foi preparado o meio de ativacdo e de crescimento do microrganismo, e ap6s a
esterilizacdo do hidrolisado, deu-se inicio a etapa de fermentacdo, onde o in6culo crescido
em meio sintético foi transferido para o Erlenmeyer contendo o hidrolisado, com uma
concentracdo de glicose de aproximadamente 60 g/L. O volume reacional foi de 100 mL.
Amostras de 2 mL foram retiradas para analises gravimétricas durante o periodo de 24 h.

Os ensaios foram realizados nas temperaturas de 30, 32, 34, 36 e 38 °C.

4.2 Métodos matematicos

Nesta parte do trabalho serdo apresentados os métodos de tratamento dos dados
experimentais, desde a importa¢do do banco de dados até a simulacéo e estimacdo dos
parametros cinéticos do modelo. O fluxograma esté apresentado na Figura 8:

Figura 8: Fluxograma do cédigo implementado no software Scilab para a obtencéo do
fator de diluicdo que maximiza a produtividade de etanol.

I)EFIH'O DOS
BANCO DE DADOS PC.NETES‘S’S
INICIAIS

DADOS
EXPERIMENTAIS siM
SE AJUSTARAM
A SIMULACAO?

REESTIMACAO DOS

OVOS PARAM&ROS
ETROS ATRAVES DO

CINETICOS ALGORITMO GENETICO

SIMULACAO COM
DIFERENTES

CON ES DE
ALIME! AGSPAD
OBTER A VAZAO F OBTENCAO DO
Tl I QﬂE . QUE APRESENTOU O ‘_Pmlglgo I;'mmmm PR . 0TI IDADE EM
PRODUTIVIDADE VALOR MAXIMO DE 0 PONTO MAXIMO

ENCONTRADO PRODUTIVIDADE

Fonte: Arquivo pessoal
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4.2.1 Importacdo dos dados

Os dados de fermentacdo obtidos do trabalho de MARTINS, (2015) foram

importados de uma planilha do Excel para o software Scilab através da subrotina readxls.
4.2.2 Modelagem matematica do processo em batelada.

Para a modelagem do processo de fermentacdo em batelada é necessario
realizar o balanco de massa para todos 0s componentes presentes no meio

reacional. A equacdo geral do balanco de massa esta apresentada na equacéo 4.1.
Acumulo = Entra — Sai + Geragdao — Consumo (4.0)

Em um processo em batelada, ndo ha entrada e nem saida de produtos e/ou

substratos, dessa forma, a Eq. 4.1 pode ser simplificada para a eq. 4.2.

wey )
de

Em que V é o volume reacional, Cj é a concentragcdo do componente i, ri é a
velocidade de formacgdo do componente i.

Ao assumir que o volume néo sofre alteracGes significativas durante a reacdo, pois
a coleta de amostras retira quantidades muito pequenas do meio, e as perdas dos gases
para a atmosfera também sdo despreziveis (ANDRADE, 2007), temos a Eq.4.3 para o

componente i:

ac; _
== (4.3)

Aplicando a Eq. 4.3 para o perfil de concentracdo de células (X), produto

(P) e substrato (S) ao longo do tempo de fermentacéo, obtém-se as Eqgs. 4.4 a 4.6:

ax
P 5% (4.9)
dap
Fr Tp (4.5)
as
— = -7y (4.6)

at
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Onde ry, rp € 1s S0, respectivamente, a taxa de crescimento celular, formacéo de
produto e consumo de substrato. A integral com relacdo ao tempo destas equacdes fornece
o perfil de concentracdo de cada componente da fermentagéo.

Para a implementacdo deste sistema de EDOs no Scilab, foram utilizados as

equacdes 3.2, 3.3 e 3.4 para as taxas rx, Ip € I's,respectivamente.
4.2.3 Subrotina ODE

Em posse do sistema de EDOs obtidos através do balanco de massa deste sistema,
foi utilizada a sub-rotina ODE (Ordinary Diferential Equations, ou Equacdes Diferenciais
Ordinarias em portugués) disponivel na biblioteca do Scilab. Esta sub-rotina utiliza um
algoritmo de integracdo baseado no método de Runge-Kutta de 42 ordem.A subrotina
ODE recebe como variaveis de entrada um vetor contendo as condicGes iniciais do
sistema de EDOs a ser resolvido, o tempo inicial dos ensaios, um vetor contendo o
intervalo de integragédo desejado, 0 a 24 h com incremento de 0,01 entre cada tempo ti, e
a funcdo a ser integrada, neste caso o sistema de EDOs obtido anteriormente na etapa de

modelagem.
4.2.3.1 Estimativa dos parametros cinéticos por algoritmo genético

Os parametros cinéticos do modelo foram estimados por meio do algoritmo
genético “optim_ga” presente na biblioteca do software Scilab. Nessa subrotina os
parametros, dependentes e ndo dependentes da temperatura, sdo estimados pela
minimiza¢do de uma fung¢do objetivo E(0). 6 € o vetor que contém todos os pardmetros
cinéticos a serem otimizados. O objetivo da otimizagdo é encontrar 8 pela minimizagdo

da funcéo objetivo (Equacéo 4.7)
E(Q) = 2221[

Na Equacdo 4.7 np representa 0 numero de amostras colhidas em cada

(Xp—Xep)? (Sp—Sen)? (Pp—Pep)?

2 2 2 ]
X €max S €max P €max

(4.7)

experimento, Xen, Sene Pen sdo dados experimentais de concentracdo de células, glicose
(substrato) e etanol nos tempos de amostragem. Xn, Sn e Pn S0 as concentracdes de
células, glicose (substrato) e etanol preditas pelo modelo nos tempos de amostragem e 0s
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subscritos max correspondem a maior concentragédo para cada variavel, X, S e P, medidos

experimentalmente.

4.3 Reestimacgao de parametros

Uma vez feita a estimacdo dos parametros do modelo matematico para os dados
de fermentacdo em batelada conduzida a 30 °C, foi feita a reestimagdo dos parametros
dependentes da temperatura (umax, Xmax, Pmax, Yx, YPx, Cmax € Nn) para 0s ensaios
conduzidos a 32, 34, 36 e 38°C.

4.4 Balanco de Massa para a reacdo em batelada alimentada

Para esta etapa do trabalho, o modelo cinético (Egs. 4.4 a 4.6) foi adaptado para
descrever o processo em batelada alimentada. Tendo em vista que o processo em batelada
alimentada possui variacdo no volume reacional ao longo do tempo de reacao, ao resolver

a equacdo 4.1 para o balanco de massa global, temos:

dpV
%> = pF, — pF,

at
Sendo p a densidade, Fo a vazdo volumétrica na alimentacdo e Fs a vazéo
volumétrica na saida do reator. Considerando a densidade constante durante o processo,

e zerando o termo de saida, temos a equacao 4.9

av
L =F (48)

Realizando o balanco de massa para 0s demais componentes da reacdo, temos o

seguinte sistema de equacdes diferenciais:

ax XF

E =T — 7 (4.9)
dp PF

P Tp — > (4.10)
ds F(Saiim—S

= + Baim=5) (4.11)

dat %4
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Onde Saiim corresponde a concentracao de substrato na vazao de alimentacdo, e V
0 volume reacional. As taxas de formagdo e consumo de cada componente foram as

mesmas utilizada na modelagem do processo em batelada.
4.5 Determinacéo da vazao 6tima de alimentacao

O sistema de EDOs obtido no se¢éo 4.4 foi implementado no software Scilab a
fim de determinar o valor de F que maximiza a funcdo objetivo descrita pela equacédo
(4.12).

Prod = finat (4.12)

trotal

O comportamento da produtividade, ao ser alterada a vazéo de alimentagéo, teve
a tendéncia analisada, e desta forma foi definida a vazdo que apresentou maior
produtividade. As condicdes iniciais do problema adotadas nesta etapa do trabalho estdo

apresentadas na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2: Condigdes iniciais da fermentagdo em batelada alimentada adotadas.

Vo Xo SO Salim
(L) (g/L) (g/L) (g/L)
0,2 1,1 0 58

Fonte: Arquivo pessoal
Estes valores foram adotados simulando um biorreator de bancada, com volume
atil de 2L, simulando as condi¢des de operacao industriais onde incialmente, as dornas
sdo preenchidas com o in6culo em aproximadamente 10% do volume do biorreator. Para
um resultado mais confiavel, foi adotado valores de concentracdo de substrato e levedura

préximos aos valores do banco de dados utilizado para o ajuste dos parametros cinéticos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Simulacdes iniciais do processo em batelada

Foram realizadas simulac6es do processo de fermentacdo alcoodlica, onde 0 mosto
utilizado no processo foi o hidrolisado enzimatico de bagaco de cana-de-agucar
submetido ao pré-tratamento com H>SO4 diluido e posteriormente deslignificado com
NaOH 1% (m/v). As fermentacOes foram conduzidas a 30, 32, 34, 36 e 38°C. As
simulacdes iniciais para cada temperatura foram feitas utilizando os parametros cinéticos
determinados por Andrade (2012) apresentados na Tabela 3, que foram obtidos através
do ajuste de pardmetros cinéticos de uma fermentacao em regime batelada do hidrolisado
do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado com peroxido de hidrogénio, e as concentracdes
iniciais de massa seca (células de leveduras), glicose e etanol ao inicio de cada
fermentacdo do banco de dados a tese de Martins (2015) foram adotadas como condi¢cfes
iniciais da simulacdo. Os resultados apresentados para cada simulagdo, assim como 0s

dados experimentais, estdo apresentados nas Figuras 10 a 14.

Tabela 3: Pardmetros cinéticos utilizados como pardmetros iniciais da simulacéo.

Parametro| M Xumax Pmax Y Y Ks Ki m m n m

(h)  (g/L)  (g/L) * X (g/L) (gb) P
Valor 0,224 79,936 129,915 0,045 3,967 4,10 0,004 0,20 1,00 1,5 0,10
adotado

Fonte: adaptado de ANDRADE (2012)
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Figura 9: Resultado da simulacdo da fermentacdo em batelada a 30°C expressa em g/L

versus tempo (h) com parametros cinéticos obtidos de Andrade et al (2012).
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Figura 10: Resultado da simulacdo da fermentacdo em batelada a 32 °C expressa em g/L

versus tempo (h) com parametros cinéticos obtidos de Andrade et al (2012).
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Figura 11:Resultado da simulacdo da fermentacéo em batelada a 34 °C expressa em g/L
versus tempo (h) com parametros cinéticos obtidos de Andrade et al (2012).
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Figura 12: Resultado da simulacdo da fermentacdo em batelada a 36 °C expressa em g/L
versus tempo (h) com parametros cinéticos obtidos de Andrade et al (2012).
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Figura 13: Resultado da simulacdo da fermentacdo em batelada a 38 °C expressa em g/L
versus tempo (h) com parametros cinéticos obtidos de Andrade et al (2012).
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Como esperado, as simulagdes com os parametros iniciais ndo apresentaram resultados

suficientemente préximos aos obtidos nos ensaios experimentais e, desta forma, foi

realizada a etapa de otimizacao.

5.2  Ajuste dos parametros cinéticos do processo em batelada

Com o auxilio do software Scilab, e das sub-rotinas ODE e optim_ga de sua

biblioteca, foram determinados os pardmetros que minimizaram a funcéo objetivo (Eqg.

4.7). Os parametros independentes da temperatura foram determinados para a temperatura

de 32°C e posteriormente fixados para a simulacdo da reacdo em batelada nas demais

temperaturas.

Tabela 4: Parametros otimizados ndo dependentes da temperatura.

Parametros nao depententes da temperatura

Ks Ki Mp MX

M n

4,581 0,010 0,104 0,141

1,178

1,522
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Os valores para os parametros ndo dependentes da temperatura obtidos estéo
préximos aos obtidos por ATALA et al. (2001), que foram obtidos através do ajuste de
parametros cinéticos do modelo aos dados experimentais de um processo de fermentagao
do melaco de cana-de-agucar com altas concentracdes de biomassa considerando o efeito
da temperatura. Os parametros dependentes da temperatura foram obtidos e seus valores

estédo apresentados na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5: Parametros dependentes da temperatura para reacdes em batelada nas
temperaturas de 30, 32, 34, 36 e 38°C.

T(°C)  Hmax Xmax Pmax Ypix Yx Crmax Nn
30 1,065 68,38 17,715 3,087 0,086 2,301 2,273
32 1,769 60,573 17,697 3,521 0,081 1,785 1,852
34 1,532 31,103 18,941 3,052 0,089 1,553 2,901
36 1,388 15,105 19,114 3,131 0,089 1,392 5,503
38 1,290 12,110 19,040 3,113 0,093 1,500 5,544

O comportamento obtido para o parametro umax foi de um aumento inicial ao
aumentar a temperatura, seguido de uma queda para temperaturas mais elevadas,
conforme mostrado na Figura 14, esse é um comportamento esperado de um processo
fermentativo. Os valores obtidos, porém, foram ligeiramente mais altos que os obtidos
por Atala et. al (2001). Essa diferenca pode ter se dado pois, na ocasido, a fermentacao
foi conduzida a partir do melaco, que contem altas concentracdes de substrato, o que pode

ter ocasionado inibicdo as celulas.

Figura 14: comportamento de umax em funcéo da temperatura
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O paréametro Cmax apresentou tendéncia de queda com o aumento da temperatura,
0 que pode ser explicado pelo fato de que elevadas temperaturas deixam as leveduras
mais sensiveis a substancias toxicas a elas, fazendo com que seja menor a quantidade
méaxima destes produtos no meio reacional, conforme mostra a Figura 15.

Figura 15: comportamento de Cmax em fungdo da temperatura
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Devido ao aumento da sensibilidade das leveduras a substancias toéxicas com o
aumento da temperatura, 0 comportamento do Xmax também diminui com a temperatura,
tendo em vista que o meio reacional fica mais toxico para as leveduras, a atividade celular

tambem diminui, o que estd mostrado na Figura 16.

Figura 16: comportamento de Xmax em fungdo da temperatura
100,00

80,00

60,00

xmax

40,00
20,00

0,00
28 30 32 34 36 38 40

T (°C)

fonte: Arquivo pessoal
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Com o aumento da temperatura a levedura tende a produzir mais etanol, alterando
a produtividade Ypix. Conforme a Figura 17 abaixo, observou-se um pequeno aumento
de produtividade com a temperatura para os ensaios a partir de 34°C.

Figura 17: comportamento de Ypix em funcdo da temperatura
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fonte: Arquivo pessoal

Os perfis de concentracdo obtidos para a reacdo em batelada, com os parametros
ajustados, estéo apresentados nas Figuras18 a 22 .

Figura 18: resultado da simulacdo da fermentacdo em batelada com os parametros

otimizados a 30°C expressa em g/L versus tempo (h).
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Figura 19: resultado da simulacdo da fermentacdo em batelada com os parametros otimizados a
32°C expressa em g/L versus hora.
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Figura 20: resultado da simulagéo da fermentacdo m batelada com os parametros
otimizados a 34°C expressa em g/L versus hora.
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Figura 21: resultado da simulagéo da fermentacdo m batelada com os parametros
otimizados a 36°C expressa em g/L versus hora
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Figura 22: resultado da simulacdo da fermentacdo em batelada com os parametros otimizados a
38°C expressa em g/L versus hora.
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A qualidade da previsdo do modelo utilizando os parametros ajustados foi
caracterizada utilizando o desvio-padréo residual (RSD), representado pela equagéo 5.1.
A magnitude do RSD varia de acordo com a magnitude da variavel, dado isso, o valor
percentual é mais facil para tomar as analises.

VRSD (5.1)
RSD (%) = —— % 100

l

Onde:

1

No qual yi € o valor experimental, ypi 0 valor predito pelo modelo, n € o nimero
de pontos experimentais e y, é a média dos valores experimentais.

Tabela 6: RSD de cada uma das varidveis em funcao da temperatura.

(5.2)

T°C Células Substrato Produto
30 23,61%  22,23%  11,46%
32 14,39% 20,89% 13,18%
34 18,54%  19,57% 17,73%
36 16,99%  19,55%  14,26%
38 17,04% 9,67% 12,68%

Fonte: arquivo pessoal
Os valores abaixo de 25%, para o conjunto de dados, é considerado aceitavel,
segundo RIVERA et al. (2007). Desta forma, o modelo se ajustou de forma satisfatéria
aos dados experimentais.
A Tabela 7 abaixo apresenta o coeficiente de correlacdo entre os parametros
ajustados obtidos e a temperatura. Este coeficiente é obtido através da equacéo (5.3), onde
x ey séo dois conjuntos de dados que se tem interesse em conhecer a correlacao.

Y (x—%)(y—9)
5.3
V(=52 L (y-7)2 (6:3)

Correl(X,Y) =

Tabela 7: Correlagéo entre os parametros ajustados e a temperatura.

Mmax Xmax Pmax Yp|x Yx Cmax nn

-0,09 -0,93 0,51 0,21 0,71 -0,87 0,96

Valores proximos de 1 indicam que o parametro apresenta uma correlacéo linear
com a temperatura, ou seja, aumenta sempre que a temperatura aumenta. Valores
proximos de -1 apresentam correlacdo linear inversa com a temperatura, sendo diminuido

com o incremento da temperatura. Valores proximos de O representam parametros que
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ndo possuem uma correlagdo linear com a temperatura, porém podem ser dependentes de
outra forma.

Analisando estes valores, observa-se que 0 pardmetro Pmax N80 apresentou o
comportamento esperado, que seria uma correlacao negativa, o que significa que deveria
diminuir ao se aumentar a temperatura o que pode ser o motivo dos valores de RSD

elevados para algumas variaveis.

5.3 Simulacéo do processo em batelada alimentada

Com os parametros cinéticos obtidos na etapa anterior, para a temperatura de
38°C, que foi a que apresentou o melhor ajuste, foi implementado o modelo em batelada
alimentada no software Scilab conforme apéndice Il, adotando as condigdes iniciais
apresentadas na Tabela 2. A simulacéo foi realizada adotando um biorreator hipotético de
bancada com o volume util de 2L, sendo completado durante a fase de alimentacdo até o
70% de seu volume, com a reagdo durando até a “morte” da dorna, onde 0 meio reacional
ndo apresenta mais concentracao de substrato suficiente para que a formagao de etanol
continue a ocorrer. A faixa do pardmetro F para a avaliacdo da produtividade foi de 0,12
a 0,28 L/h, que correspondem a tempos de enchimento de 4,3 a 10h, tendo em vista que
nas industrias, o tempo de enchimento das dornas no processo Melle-Boinot esta dentro
deste intervalo. A tendéncia da produtividade em funcdo da vazdo F esta apresentada na

Figura 23.

Figura 23: Comportamento da produtividade (g/Lh) em funcéo da vazao de alimentacédo
F (L/h) para a fermentagéo em batelada alimentada a 38°C.
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Vazdo F (L/h)

Fonte: Arquivo pessoal
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Analisando o comportamento da Figura 23, a produtividade maxima é em torno
de 1,198 getanol/Lh, correspondendo a uma vazédo de alimentacdo de aproximadamente
0,24 L/h ,que foi o valor de vazédo considerado como sendo o 6timo. Nesta vazdo, a dorna
leva cinco horas para ser preenchida até 70% do seu volume, e outras 7,7h para que todo
0 substrato seja consumido, gerando 15,212 g/L de etanol ao fim da reacdo, em uma
produtividade de 1,198g/Lh, uma melhora de 27,31% com relagédo a produtividade da
reacdo no modelo em batelada para as mesmas condigdes, que foi 0,941 g/Lh . O perfil
simulado para este processo esta apresentado na Figura 24.

Figura 24: resultado da simulagéo da fermentacdo em batelada alimentada com os
parametros otimizados a 38°C expressa em g/L versus hora, a uma vazéo F de 0,24L/h.

34

Concentragdo de células

Concentragdo de substrato

30 concentralﬁo de etanol

25
20 4
15

10

fonte: Arquivo pessoal

Os perfis de concentracdo simulados tiveram o comportamento esperado, onde a
concentracdo de substrato aumentou durante o periodo de alimentacéo e, ao cortar a vazao
F, teve um comportamento descendente pois, 0 que restou no meio reacional, passou a
ser consumido. Ja a concentragdo de etanol foi aumentando de forma contida durante a
etapa de alimentagdo, sendo o etanol presente no mosto diluido conforme se é alimentado
substrato a dorna, e ap0s esta etapa, o crescimento foi mais acentuado. A concentracdo de
células decaiu durante a etapa de alimentacdo e, apds esta etapa, conforme o esperado
para a simulag&o, aumentou com o tempo de reacdo. Estes comportamentos mostram que
0s parametros cinéticos encontrados durante a etapa de otimizagdo deste trabalho estdo

dentro do esperado para a reacdo de fermentacdo do etanol de segunda geracao a partir
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do hidrolisado pre-tratado. Vale ressaltar que estas condicdes de reacdo foram simuladas
com os parametros obtidos a partir de uma banco de dados experimentais e desta forma
n&o se pode simular condigdes distantes das que foram validadas experimentalmente. Em
uma reacdo Melle-Boinot na industria, a concentracdo de células no inéculo é de
aproximadamente 60g/L. SimulacBes com estas condic¢Bes iniciais resultariam em
produtividades mais altas, porém os pardmetros cinéticos poderiam ser diferentes por

conta de diferentes comportamentos das células em cada ambiente em que se € utilizada.
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6 CONCLUSOES

A metodologia adotada para ajuste dos parametros cinéticos para a fermentagéo
em batelada do hidrolisado do bagaco de cana-de-acUcar para a obtencdo do etanol de
segunda geracgdo foi satisfatorio a luz do parametro RSD, que foi aceitavel para todas as
temperaturas e varidveis medidas. A Simulagdo do processo em batelada alimentada
seguiu conforme esperado, podendo predizer resultados de reacdes que sejam realizadas
perto adotadas para a etapa de simulacdo deste trabalho. A produtividade encontrada foi
de 1,198g/Lh ao fim do processo, confirmando a teoria sobre as vantagens de se seguir
uma reacdo no modelo de Melle-Boinot. Valores mais baixos de vazdo, e
consequentemente tempos mais baixos de alimentacdo, tendem a resultar em uma
concentracdo de etanol mais alta no mosto ao fim da reacdo, porém ndo se faz vantajoso
devido ao tempo total de reacdo que também aumenta, influenciando na produtividade do
processo. Para valores mais altos de concentragdo de substrato no mosto e concentragao
de células no inoculo, a produtividade também seria maior. Porém com o0s parametros
obtidos a partir do banco de dados de Martins, (2015), ndo se pode predizer com confianca

qual seria 0 comportamento do processo.
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APENDICE | -CODIGO DE OTIMIZACAO DOS PARAMETROS

//Importagdo dos dados experimentais

readxls(“diretério da planilha do banco de dados”)
sheets1=sheets(1)

tempo = sheets1(3:15,3)

celulas = sheets1(3:15,4) // concentragdo de biomassa g/L
glicose = sheets1(3:15,6) // concentragdo de substrato
etanol = sheets1(3:15,5) // concentragdo de etanol

Cac = 1.18 //valor médio de Cac no ensaio

//Parametros ndo dependentes da temperatura

// CHAMADA DA FUNCAO BAT
function [dw]=Bat(t, y)
//EDOs do modelo cinético
Xn=y(1)
Sn=y(2)
Pn=y(3)
//Defini¢do das taxas
if Pn > pmax then
rx=0 // a biomassa ndo se multiplica mais, jd que jd foi formada a quantidade max.
de produto
else
rx = (umax*(Sn/(Ks+Sn))*exp(-Ki*Sn)*((1-(Xn/xmax)) m)*((1-
(Pn/pmax))”n)*Xn)*(1-((Cac/Cmax)”nn))
end
rs = (rx/yx)+(Mx*Xn)
rp = (ypx*rx)+(Mp*Xn)
if Sn <0.5 then //concentragdo de substrato na qual a reagdo cessa por falta de
substrato
dw(1)=0
dw(2)=0
dw(3)=0
end
dw(1)=rx
dw(2)=-rs
dw(3)=rp

endfunction

// Chamada da fungdo custo
function [Custo]=cost(par)
//declarando os parametros do modelo cinético
umax = par(1)
xmax = par(2)
pmax = par(3)
ypx = par(4)
yx = par(5)
Cmax = par(6)
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nn = par(7)
Ks = par(8)
Ki = par(9)
Mp = par(10)
Mx = par(11)
m = par(12)
n =par(13)

X0= [Xo;So;Po] //condigées iniciais da simulagdo

t=[0:0.1:24] //intervalo de integragdo da simulagdo (0 a 24h, passo de 0,1h)

t0=0 //tempo inicial

y=0de(X0,t0,t,Bat) //chamada da fungdo que resolve o sistema de equagoes
diferenciais

//estrutura para comparar o valor de cada varidvel (X, P e S)obtido pela simulagédo e o
obtido experimentalmente

for i=1:length(tempo)
for j=1:length(t)
if t(j)==tempo(i) then
tempo_sim($+1)=tempo(i)
celulas($+1)=y(1,j)
substrato($+1)=y(2,j)
produto($+1)=y(3,j)
end
end
end
//calculo do custo a ser minimizado
E=[tempo_sim,celulas,substrato,produto]
02 =sum(((E(:,2)-(dados(:,2)))*2/max(dados(:,2))"*2)) // parte 1 eq
03 =sum(((E(:,3)-(dados(:,3)))*2/max(dados(:,3))"2)) // parte 2 eq
04 =sum(((E(:,4)-(dados(:,4)))"2/max(dados(:,4))"2)) // parte 3 eq
Custo = 02+03+04 //fungdo a ser minimizada
disp([par(1),par(2),par(3),par(4),par(5),par(6),par(7),Custo])
disp(E) //programa imprime o valor do erro a cada ieragdo
endfunction

// OTIMIZACAO DOS PARAMETROS

PopSize= 100 // o tamanho da populagdo de individuos (valor padrdo: 100).
Proba_cross= 0.7 // a probabilidade de cruzamento (valor padrdo: 0,7).
Proba_mut= 0.1 // a probabilidade de mutagdo (valor padrdo: 0,1).

NbGen = 20 // o nimero de geragdes a ser calculado (valor padrdo: 10).

Log = %T //se% T, chamard a fungdo de saida no final de cada iteragdo

// Dados de inicializagdo do algoritmo de minimizagdo do custo

ga_params = init param()

ga_params = add param(ga_params,"minbound",[1.0; 10; 10; 2; 0.05; 1; 5.5]) //limite
inferior de cada parametro

ga_params = add param(ga_params,"maxbound”,[1.2; 25; 20; 4; 0.09; 2; 6.5]) //limite
superior de cada parametro

ga_params = add param(ga_params,"dimension"”,3)
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[pop_opt,fobj_pop_opt]=

optim ga(cost,PopSize,NbGen,Proba_mut,Proba_cross,Log,ga_params) //fornecendo os
parametros a fungdo optim_ga

disp(pop_opt,fobj_pop_opt) //programa imprime o resultado dos parametros
otimizados e o valor da fung¢do objetivo minimizada.



APENDICE Il — SIMULACAO DA FERMENTACAO EM BATELADA
ALIMENTADA

//Parametros dependentes da temperatura para a temperatura de 38 °C
umax =1.585

Xmax =66.857

Pmax =16.387

Ypx =2.949

Yx =0.090

Cmax =1.839

nn =2.159

//Parametros ndo dependentes da temperatura
Ks=4.5812763

Ki =0.0096774

Mp =0.1104124

Mx =0.1410991

m =1.1777395

n=1.5216676

Cac=1.11

F =0.24 //Vazao de alimentacgao

Sa =58 //concentracdo de substrato na alimentagdo

//modelagem matematica do sistema em batelada alimentada
function [dw]=FedBatch(t, y)

//EDO's do modelo cinético

Xn=y(1)

Sn =y(2)

Pn =y(3)

Vn =y(4)

//Definicdo das taxas
if Pn>Pmax then
rx =0 //cessa a reacdo por conta do elevado volume de produto
else
rx = (umax*(Sn/(Ks+Sn))*exp(-Ki*Sn)*((1-(Xn/Xmax))*m)*((1-
(Pn/Pmax))”*n)*Xn)*(1-((1.11/Cmax)”nn))
end
rs =-(rx/Yx)-(Mx*Xn)
rp = (Ypx*rx)+(Mp*Xn)
if Vn>1.4 then //alimentagdo zera ap6s 70% do volume util.
F=0
end
if Sn<1 then // reagdo cessa por falta de substrato no mosto.
dw(1)=0
dw(2)=0
dw(3)=0
dw(4)=F
else
dw(1)=rx - Xn*F/Vn



dw(2)=rs + F*(Sa-Sn)/Vn
dw(3)=rp - Pn*F/Vn
dw(4)=F

end

endfunction

t0 =0;

x0 =[1.1;1;0;0.2];

t=10:0.1:15];

y=o0de(x0,t0,t,FedBatch)' //resolucdo do sistema de EDOs.
dados = [y(:1),y(:2),y(:,3)]

plot(t,dados) //plotagem do perfil de concentragao em batelada alimentada;



