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RESUMO

Visando a ampliacdo de escala de processos de fermentacdo em estado sélido (FES), torna-se
necessario o desenvolvimento e o aprimoramento de biorreatores apropriados. Destacam-se 0s
biorreatores de leito empacotado (BLES), que ja vem sendo estudados para producgdo de enzimas
Uteis a cadeia de processamento de biocombustiveis, como celulases para etanol de segunda
geracdo. No entanto, um dos principais problemas na operagcdo destes biorreatores é o
superaguecimento do leito, de modo que estudos de transferéncia de calor nestes sistemas se
fazem necessarios. Neste contexto, o objetivo do presente projeto foi avaliar o comportamento
térmico de um leito empacotado com residuos solidos agroindustriais, sem e com a ocorréncia
de cultivo. Para ensaios sem cultivo, o leito foi empacotado com o substrato Umido (mistura de
bagaco de cana e farelo de trigo na proporcdo massica de 3:7), mas ndo inoculado. Foram
avaliados, com auxilio de termopares e de um termovisor, os perfis térmicos radiais em regime
permanente, para uma altura de leito fixa, com escoamento de agua pela camisa e de ar
percolando o leito nos sentidos co-corrente (dgua e ar ascendentes) e contra-corrente (ar
ascendente e 4gua descendente) e sob as vazdes de 175 e 350 L/h de percolacdo de ar saturado
em umidade. Foram determinados parametros efetivos através do modelo a dois parametros
tradicional, com base nos quais foram definidos e calculados numeros adimensionais
modificados para permitir uma melhor anélise térmica do sistema. Para uma dada vazdo, 0s
parametros térmicos foram maiores para escoamento dos fluidos em contra-corrente, assim
como aumentaram com o aumento da vazao de ar. O estudo de caso de cultivo foi o da producgéo
de celulases por Myceliophthora thermophila. Ao longo do cultivo, foram registrados os perfis
transientes de temperatura em varias posicdes radiais e axiais. Com escoamento dos fluidos
pela camisa e ar percolante novamente em co e contra-corrente, a temperatura maxima atingida
foi em torno de 52°C, cerca de 7°C acima da 6tima para cultivo. Por fim, para testar uma
estratégia para possivelmente amenizar o sobreaquecimento do sistema, foram realizados
cultivos com reversdo periddica do fluxo de ar percolante. Embora a maxima temperatura
atingida tenha sido a mesma, foi observada maior homogeneidade térmica no leito,

provavelmente melhor distribuicdo de ar entre os modulos.

Palavras-chave: Bioprocessos; Fungos filamentosos; Cultivo em estado solido; Leitos

empacotados; Modo de operacédo; Biorreatores.



ABSTRACT

Aiming at expanding the scale of solid-state fermentation processes (SSF), it is necessary to
develop and improve appropriate bioreactors. Of note are the packed-bed bioreactors (PBBs),
which have already been studied for the production of enzymes useful in the biofuel processing
chain, such as cellulases for second-generation ethanol. However, one of the main problems in
the operation of these bioreactors is the overheating of the bed, so that heat transfer studies in
these systems are necessary. In this context, the objective of this project was to evaluate the
thermal behavior of a bed packed with solid agro-industrial waste, with and without the
occurrence of cultivation. For tests without cultivation, the bed was packed with the the humid
substrate (mixture of sugarcane bagasse and wheat bran in a 3:7 weight ratio), but not
inoculated. With the aid of thermocouples and a thermal imager, the radial thermal profiles
were evaluated in a steady state, for a fixed bed height, with water flowing through the jacket
and air percolating through the bed in co-current directions (water and air ascending) and
counter-current (ascending air and descending water) and under flows of 175 and 350 L/h
percolation of air saturated in humidity. Effective parameters were determined through the
traditional two-parameter model, based on which modified dimensionless numbers were
defined and calculated to allow a better thermal analysis of the system. For a given flow, the
thermal parameters were higher for fluid flow in counter-current, as well as increased with the
increase in air flowrate. The cultivation case study was the production of cellulases by
Myceliophthora thermophila. During cultivation, transient temperature profiles were recorded
at various radial and axial positions. With fluid flow through the jacket and percolating air again
in co and counter-current, maximum temperature reached was around 52°C, around 7°C above
the optimum for cultivation. Finally, to test a strategy to possibly mitigate the overheating of
the system, cultivations were carried out with periodic reversal of the percolating air flow.
Although the maximum temperature reached was the same, greater thermal homogeneity was
observed in the bed, probably due to the better air distribution between the fermenting modules.

Key-words: Bioprocesses; Filamentous fungi; Solid-state cultivation; Packed-beds; Modes of

operation; Bioreactors.
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1 INTRODUCAO

No inicio do século XX, as pesquisas deram grande destaque para o desenvolvimento
de refinarias de petrdleo, carvao e gas natural, a fim de explorar o estoque disponivel de
combustiveis fosseis, alternativas relativamente baratas de produgdo de combustivel. Em vista
do esgotamento das jazidas desse tipo de combustivel, além do fato de ndo serem considerados
sustentaveis, uma vez que a queima dos mesmos contribui em grande parte para 0 aumento do
nivel de CO> na atmosfera (que tem sido associado diretamente ao aquecimento global), a busca
por alternativas sustentaveis e ambientalmente amigaveis como fontes de energia se tornou
urgente nos ultimos anos (NAIK et al., 2010). Dessa forma, a producao de combustiveis limpos
em larga escala é uma area estratégica a ser explorada. No Brasil, em 1975 foi criado o
Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), impulsionado pelo primeiro “choque do
petroleo” em 1973, e foi um passo inicial para tornar o pais o segundo maior produtor de etanol
no mundo, atrds apenas dos EUA. O sucesso do programa é notério, uma vez que a producdo
brasileira de etanol cresceu de 0,55 em 1975/1976 para 32,5 bilhdes de litros na safra 2020/2021
(UNICA, 2023).

Como consequéncia do aumento da producdo de etanol, também houve o aumento da
producdo de cana de acUcar, principal matéria-prima utilizada para a producdo desse
combustivel no pais (PEREZ, 2020). Ao passo que a producdo de etanol se destacou, as
vantagens econdmicas e a facilidade de producdo, somados ao fato de ser uma energia limpa e
renovavel, aumentaram a demanda desse combustivel. As estratégias adotadas para o aumento
de producéo foram, além do aumento da area plantada, aumento da produtividade. No entanto,
preocupacBes com 0 meio ambiente e com o aumento do pre¢o dos alimentos fixam limites a
producdo de biocombustiveis de primeira geracdo (PEREZ, 2020).

Nesse contexto, uma alternativa € a utilizacdo de matéria-prima lignocelulésica, que
consiste basicamente de residuos vegetais, para a producdo dos chamados biocombustiveis de
segunda geracdo. Entretanto, a tecnologia necessaria para tal ainda estd em desenvolvimento,
sendo que muitos obstaculos econdmicos e técnicos precisam ser superados para a viabilizacdo
de sua produgio em larga escala (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

O bagaco de cana-de-agUcar, residuo da producdo de etanol de primeira geracdo, é
considerado promissor como matéria prima para a producéo de etanol de segunda geragdo, uma
vez que o Brasil produz cana-de-agtcar em grandes quantidades, gerando um enorme volume

desse residuo. Além da disponibilidade, o bagaco é constituido por aproximadamente 50% de



celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina, caracterizando-se como uma fonte potencial
de acucares fermentesciveis. A utilizacdo deste residuo agroindustrial em bioprocessos é uma
alternativa racional para producdo de substratos para fermentacdo e uma contribuicdo para
solucionar o problema da poluicdo ambiental, causada pelo acimulo de residuos no meio
ambiente (PANDEY et al., 2000). No entanto, para que a celulose seja convertida em agucares
fermentesciveis, sdo necessarias enzimas celuloliticas, que encarecem o processo.

Neste contexto, o emprego de residuos solidos agroindustriais na fermentacdo em estado
solido (FES) é técnica e economicamente interessante, tendo em vista a facil disponibilidade e
0 baixo valor comercial desses subprodutos (CASCIATORI, 2011), e a possibilidade de
produzir enzimas a mais baixo custo. A fermentacao em estado sélido (FES) pode ser definida
como um bioprocesso no qual ocorre o crescimento de microrganismos sobre uma matriz sélida
porosa e Umida. Embora possa haver gotas de dgua ndo absorvidas pela fase solida, o espacgo
entre as particulas é preenchido majoritariamente por uma fase gasosa continua (MITCHELL
et al., 2006). Diversas aplicacdes da FES séo relatadas na literatura, como a producdo de
biofertilizantes, suplementos para racdo animal, biopesticidas, biofungicidas, esporos,
probidticos, pigmentos, enzimas celuloliticas, dentre outras (RODRIGUES, 2021).

Os microrganismos mais utilizados comercialmente para a producéo dessas enzimas sao
os fungos filamentosos Aspergillus niger e Trichoderma reesei. No entanto, trabalhos recentes
vém mostrando o potencial do fungo termofilo Myceliophthora thermophila para a produgéo
de endoglucanase (CASCIATORI et al., 2015; PEREZ; CASCIATORI; THOMEO, 2019;
ZANELATO et al., 2012). A utilizacdo de microrganismos termofilos tem a vantagem de
produzir enzimas termoestaveis, podendo-se utilizar temperaturas elevadas no processo de
hidrélise, evitando a contaminacgao por microorganismos externos e também possibilitando que
as enzimas penetrem mais facilmente no substrato, ja que a porosidade expandira com o
aumento da temperatura (BRUINS; JANSSEN; BOOM, 2001; COWAN, 1997; PAES;
O’DONOHUE, 2006).

Em especial, o numero de trabalhos voltados para a producdo de enzimas requeridas no
processo de obtencdo de biocombustiveis, como o etanol de segunda geracdo (E2G), tem
aumentado nos ultimos 20 anos (VANDENBERGHE et al., 2020). Nesse sentido, varios
pesquisadores passaram a investigar a producédo de celulases e hemicelulases por meio da FES
(RODRIGUES, 2021; CASCIATORI et al., 2016; SALOMAO et al., 2019; MARIN et al.,

2019; PEREZ et al., 2019 ), uma vez que elas podem ser produzidas nas préprias biorrefinarias,



utilizando sub ou coprodutos como substratos, como bagaco de cana (BC), tornando possivel o
compartilhamento de instalages, utilidades e colaboradores (BEHERA; RAY, 2016).

A escolha do biorreator é extremamente importante para obtencdo de bons resultados
na FES, afinal é nele que a bioconversdo acontece (Perez, 2020). Esses fermentadores
conhecidos como biorreatores, sdo definidos como recipientes que buscam simular as condic¢oes
do habitat natural de determinados microrganismos para que ocorra a producao dos compostos
desejados. Biorreatores de FES podem ser de leito fixo, de bandeja, tambores rotativos, entre
outros (ZANELATO, 2011). Dentre esses modelos, destacam-se os biorreatores de leito
empacotado (BLEs), que ja vém sendo estudados para producdo, por FES, de enzimas Uteis a
cadeia de processamento de biocombustiveis. Além de ter como vantagens a simplicidade do
projeto, o custo reduzido e a facilidade de manutencdo (CASCIATORI, 2015), este tipo de
biorreator favorece o desenvolvimento de microrganismos sensiveis ao atrito, devido a
inexisténcia de movimento de suas particulas ao longo do cultivo (CALIXTO, 2019).

O biorreator de leito empacotado (BLE), que tradicionalmente consiste em uma coluna
de secdo transversal cilindrica encamisada de fundo perfurado para permitir a percolacao de ar
forcado, é o tipo mais comumente empregado em FES. Além de geralmente ser um
equipamento de menor custo, a chance de contaminagdo nesse biorreator € menor em relacao
ao de bandeja, dado que sua estrutura é fechada (SOCCOL et al., 2017).

Apesar de varios trabalhos e patentes ja terem sido publicados sobre producdo de
celulases e outras biomoléculas por FES em BLEs, a maioria das aplicacdes ainda ndo se
estabeleceu em ambito industrial. Esses equipamentos sdo raramente operados em grande
escala, por dificuldades relacionadas ao controle e monitoramento desses processos, devido
principalmente a remogé&o deficiente do calor metabdlico gerado pela FES no interior do leito.
Dessa forma, diversos pesquisadores vém buscando alternativas que possam minimizar esses
problemas e viabilizar a operacao desses biorreatores em ambito industrial, sendo um desafio
aumentar a escala mantendo elevados rendimentos e um custo competitivo. Fundamentalmente,
a solucdo desse impasse depende de estudos de engenharia (RODRIGUES, 2021).

Mediante a necessidade de dissipar o calor gerado durante a FES para evitar danos a
produtividade do bioprocesso, o conhecimento dos mecanismos, modelos e propriedades de
transferéncia de calor em BLES mostra-se de fundamental relevancia, dando suporte a projetos
de equipamentos para FES (CASCIATORI, 2011). Diante do exposto, o presente trabalho teve

como intuito principal buscar um maior entendimento dos fenémenos de transferéncia de calor



em biorreatores de FES em leito empacotado, o que é essencial para o desenvolvimento de

estratégias eficientes de manutencgdo de condigdes térmicas ideais nestes sistemas.

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar o comportamento térmico de um leito empacotado com residuos soélidos

agroindustriais, sem e com a ocorréncia de fermentacdo em estado sélido (FES).

2.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, podem-se enumerar os seguintes:

Analisar perfis de temperatura em regime permanente em leito empacotado com
uma mistura de bagaco de cana e farelo de trigo na proporcdo massica de 3:7,
sendo o leito encamisado e sujeito a percolacdo de ar saturado sob as vazdes de
175 e 350 L/h e sob escoamento de agua pela camisa e de ar percolando o leito
nos sentidos co-corrente (paralelo) e contra-corrente;

Determinar parametros térmicos efetivos: o coeficiente convectivo de troca de
calor (hp) e a condutividade térmica efetiva radial (Kr) em regime permanente
com base no modelo tradicional a dois parametros da literatura;

Analisar perfis de temperatura em regime transiente durante a FES no mesmo
leito empacotado, mediante inoculagdo do fungo Myceliophthora thermophila I-
1D3b;

Analisar o efeito da reversdo periddica do sentido do escoamento de ar
percolante nos ensaios de FES;

Avaliar o desempenho do cultivo com base na producao de endoglucanase e nos
perfis de temperatura e de producdo de gas carbonico.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1  Residuos agroindustriais no Brasil

O agronegdcio tem sido reconhecido como um vetor crucial do crescimento econémico
brasileiro. Em 2020, a soma de bens e servigos gerados no agronegdcio chegou a R$ 1,98 trilhdo
ou 27% do PIB brasileiro. Dentre os segmentos, a maior parcela é do ramo agricola, que
corresponde a 70% desse valor (R$ 1,38 trilhd0o); a pecuaria corresponde a 30%, ou R$ 602,3
bilhdes (CEPEA, 2022). O valor bruto da producdo (VBP) agropecuaria alcancou R$ 1,10
trilhdo em 2020, dos quais R$ 712,4 bilhdes foram na producdo agricola e R$ 391,3 no
segmento pecuario. As estimativas e projecfes mais recentes apontaram que o VBP de 2021
seria de R$ 1,20 trilh&o, dos quais R$ 792,0 bilhdes seriam oriundos da producéo agricola e R$
406,3 do segmento pecudrio, representando um incremento de 8,6% em relacdo a 2020 (CNA,
2021). O crescimento acentuado do agronegdcio brasileiro o coloca em posicao de destaque no
processo de desenvolvimento do pais, ao mesmo tempo em que culmina na larga producéo de
residuos (FAO, 2013).

Os residuos agroindustriais foram gerados na quantidade de 1.090 mil bep/dia (barris
equivalentes de petroleo por dia) e devem atingir cerca de 1,5 milhdes de bep/dia na projecao
para 2030. Estes residuos encontram-se ja concentrados em unidades industriais, como usinas
de etanol e aculcar e unidades de beneficiamento agroindustrial, sendo a maximizagdo do
aproveitamento de seu conteudo energético (como na forma de agropellets, biocarvdo ou
torrefacdo) dependente de tecnologia industrial de minimizacdo de consumo energético dos
processos produtivos e de tecnologia de geracdo termelétrica de maior eficiéncia. O potencial
de energia priméria dos residuos agricolas (que poderiam ter um aproveitamento energético),
com valores da ordem de 7,5 milhdes de bep/dia em 2021 e de 8,9 milhdes de bep/dia na
projecao para 2030 requer investimentos para o desenvolvimento de rotas tecnologicas para sua
recuperacdo, referentes ao maquinario capaz de recuperar de forma adequada esta biomassa que
fica no campo, e dispéndios de disponibilizacdo, referentes aos custos desta operagéo e do seu
transporte até uma unidade que efetivara sua aplicacdo como combustivel para geracdo de
energia (ABIB, 2022).

O aproveitamento desses residuos se traduz em uma forma de minimizar os impactos
ambientais causados pelo descarte incorreto destes no ambiente. Além disso, eles representam
materias-primas interessantes para a producao de produtos com possivel valor agregado. Uma

maneira para 0 aproveitamento desses residuos € o bioprocessamento para a producdo de



produtos como biocombustiveis (etanol, butanol e hidrogénio), produtos quimicos valiosos,
como 4acidos organicos (acido butirico, acido succinico, &cido itaconico, &cido latico, acido
fumarico e acido malico), triacilglicerdis, polihidroxialcanoatos, e também enzimas e outras
biomoléculas (MARZO et al., 2019).

3.2  Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulosica constitui o material mais abundante do planeta,
correspondendo a 90% da biomassa de carbono disponivel na biosfera (NOGUEIRA, 2017).
Os materiais lignocelul6sicos podem ser classificados de acordo com a sua origem, dividindo-
se em quatro grupos principais: a biomassa florestal, os residuos agricolas (palha de arroz,
bagaco de cana de acUcar, casca de coco-verde, dentre outros), os residuos de culturas
energéticas e os residuos celulésicos com origens variadas (residuo sélido municipal, de
serrarias e da industria de papel e celulose). Deste modo, observa-se que esses materiais
possuem uma composicao bastante variada e complexa, sendo influenciada, por exemplo, pela
espécie da planta, as condicdes de crescimento, o tecido vegetal e o tipo de processamento
aplicado a biomassa (KIM; LEE; KIM, 2016).

A Tabela 3.1 traz dados quantitativos de biomassa agroindustrial gerada no Brasil na
safra de 2021-2022, a partir das principais culturas do pais, onde se evidencia 0 enorme
potencial de aproveitamento desses materiais.

O bagaco de cana-de-acUcar, residuo da producdo de etanol de primeira geracdo, é
considerado promissor como matéria prima para a producéo de etanol de segunda geracédo, uma
vez que o Brasil produz cana-de-actcar em grandes quantidades, gerando um enorme volume
desse residuo (PANDEY et al., 2000). Segundo a CONAB (2022), a produtividade da atual
safra de cana-de-agUcar comeca a mostrar sinais de recuperacdo, ap0os dois ciclos consecutivos
de adversidades climaticas. O aumento de 1,6% na média nacional no rendimento das lavouras
do pais é um contraponto para a reducédo de 2,6% na area total de cultivo. Com isso, a producgéo
deve chegar a 572,9 milhdes de toneladas de cana-de-agUcar, o que representa ainda uma ligeira
queda de 1% em comparagdo com o ciclo anterior, como indica o segundo levantamento da
safra 2022/2023. No ciclo de 2021/2022, a produtividade dos canaviais esteve estimada em
69.355 kg por hectare, ao passo que em 2020/21, o desempenho das lavouras ficou em torno de
70.357 kg por hectare de cana plantada, valor muito proximo ao que € esperado para a atual

temporada.



Tabela 3.1. Potencial de biomassa agroindustrial gerada no brasil na safra de 2021-2022.

TIPODE CULTURA/BIOMASSA

ALGODAO HERBACED (CAROCO)
AMENDOIM (CASCA E PAHA)
ARROZ (PALHA)
ARROZ (CASCA)
CAGAU (CASCA)
| CAFE{CASCAE PERGAMINHO)
| CEVADA/MALTE {(BAGAGO £ PALHA)
COCO VERDE (CASCA)
FEUAO (PALHA)
MILHO (PALHA)
SOJA (PALHA)
TRIGO (PALHA)
CANA-DE-AQUCAR (BAGACO)
CANA-DE-ACUCAR (PALHA)
AGAI{CAROGO)
| CASTANHA PARA/BRASIL (CASCA)
‘ COCO BABACU (CASCA)
‘ DENDE(CASCAFIBRA)
| FRUTICULTURA LARANJA (BAGAGO)
FRUTICULTURA UVA (BAGACO)
GRAMINEAS CAPIM ELEFANTE
GRAMINEAS SORGO
MANDIOCA
TOTAL BRASIL BIOMASSA

PRODUGAO
BRASIL
6.600.000
692.300
10.300.000
10.300.000
224.168
3.400.000
453.300
3.508.850
3.200.000
111.900.000
116.200.000
7.700.000
596.100.000
596.100.000
1.698.657
32.000
47.706
395.000
15.300.00
1.500.000
202.500
2.661.900
24.500.000

1.938.440
18.097.100
3.605.000
145.709
2.550.000
770.610
5.614.160
1.696.000
257.370.000
290.625.000
13.475.000
160.947.000
166.908.000
1.189.059
51.200
44.366
395.000
7.803.000
600.000
202.500
2.661.900
12.103.000
967.005.044

Extraido de: https://www.aviculturaindustrial.com.br/imprensa/potencial-de-biomassa-
de-residuos-agroindustriais-no-brasil.

Tendo em vista que a cana-de-agucar € utilizada tradicionalmente na producdo de aglcar
e alcool no Brasil e que séo gerados em média 200 kg de bagago para cada tonelada de cana
moida, é possivel ter ideia da abundancia e baixo valor comercial deste subproduto no Brasil
(SOCCOL, 2006). O bagaco de cana é empregado principalmente nas caldeiras da prépria usina
para geracao de energia elétrica, o que reduz os custos do processo. No processamento da cana-
de-agUcar, para cada tonelada da matéria-prima, 140 kg de bagaco em base seca séo gerados. O
grande volume de bagaco de cana gerado e sua composi¢do o torna uma biomassa de grande
interesse para a producdo de etanol celuldsico (SANTOS et al., 2014; CONAB, 2018b). Além
da disponibilidade, o bagaco é constituido por aproximadamente 50% de celulose, 25% de
hemicelulose e 25% de lignina, caracterizando-se como uma fonte potencial de agucares
fermentesciveis. A utilizacdo deste residuo agroindustrial em bioprocessos é uma alternativa

racional para producdo de substratos para fermentacdo e uma contribuicdo para solucionar o
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problema da poluicdo ambiental, causada pelo acimulo de residuos no meio ambiente
(PANDEY et al., 2000).

A parede vegetal desta biomassa organica € um material heterogéneo composto
principalmente, na sua forma natural, por celulose, hemicelulose e lignina, e em menor
proporc¢do, ha a presenca de proteinas estruturais, lipideos e substancias inorganicas (ANWAR,;
GULFRAZ; IRSHAD, 2014; PAUL et al., 2021). A Figura 3.1 ilustra a distribuicdo destes

componentes e a organizacao estrutural mais comum da parede celular vegetal.

Biomassa lignocelulésica

Célula vegetal =

Parede celular =

Macrofibrilas =
Microfibrilas s——
Lignina =
Celulose w—
Hemicelulose

oM

Figura 3.1. Organizacdo esquematica estrutural da parede celular vegetal. Fonte:
Adaptado de Magalhaes et al. (2019).

A biomassa lignocelulésica € recalcitrante e esta caracteristica se deve a estrutura da
parede das células vegetais, na qual é contida uma rede de polissacarideos, proteinas
glicosiladas e lignina (ZHAO; ZHANG; LIU, 2012). Essa recalcitrancia funciona como
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mecanismo de protegdo contra microrganismos ou enzimas para o0s vegetais. Outros fatores
contribuem para a recalcitrancia da biomassa vegetal como o tecido epidérmico da planta,
particularmente a cuticula e ceras epicuticular, o grau de lignificacdo, a complexidade da parede
celular como microfibrila e polimeros da matriz, entre outros (ZHAO; ZHANG,; LIU, 2012).

Por ser considerada uma fonte renovavel, ela tem despertado interesse pois atraves de
processos quimicos € possivel converter parte da biomassa em bioprodutos de alto valor
agregado como o biocombustivel ou a nanocelulose. No entanto, devido a alta recalcitrancia e
a complexa estrutura baseada na celulose, hemicelulose e lignina, sdo necessarios pré-
tratamentos antes do processo de conversdo de biomassa e esses tém sido um desafio para a
viabilidade de uma biorrefinaria. Os pré-tratamentos consistem em deixar a celulose e
hemicelulose mais expostas, removendo a lignina. Os processos da conversdo da biomassa
podem ser feitos através de microrganismos como bactérias ou fungos que secretam enzimas
que conseguem agir na biomassa. O pré-tratamento auxilia deixando a celulose e a hemicelulose
mais acessiveis as enzimas (KATAYAMA, 2021).

3.3  Fermentacdo em estado solido (FES)

A tecnologia de fermentacdo em estado sélido (FES) abre portas para novas
oportunidades no ramo agroindustrial, por permitir o uso de subprodutos do setor como
substrato para a fermentacdo, sem a necessidade de pré-tratamentos extensos, levando a
producdo de alta concentracdo de biocompostos de alto valor agregado, como enzimas
(CASCIATORI et al., 2016). A fermentacdo em estado sélido (FES) pode ser definida como
um tipo de cultivo ou bioprocesso fermentativo realizado em uma matriz sélida, cuja
caracteristica é a auséncia ou quase auséncia de agua livre (DE FRAGA, 2018). Cabe salientar
gue esse processo pode ser aerdbio ou anaerdbio, considerando que a palavra fermentacdo pode
ser entendida como a transformacgdo de compostos organicos por microrganismos na presenca
ou auséncia de oxigénio (BERENJAN; MAHDINIA, 2021).

A selecdo de um substrato apropriado é um fator chave para o sucesso da FES. Além de
ter composicdo adequada para induzir a formacdo do bioproduto desejado, o tamanho de
particula também deve ser considerado. Pequenas particulas oferecem uma maior superficie de
contato e uma maior acessibilidade aos nutrientes; entretanto, dependendo do nivel de umidade
e do tipo de substrato, pode ocorrer compactacdo do material, dificultando a aera¢do do meio e

a transferéncia de calor, o que limita o crescimento de microrganismos. Por outro lado, grandes



particulas facilitam a aeracdo, porém podem dificultar o acesso dos microrganismos, limitando
a superficie de contato e dificultando a transferéncia de calor (MARTINS et al., 2011).

O substrato deve ter umidade suficiente para o desenvolvimento microbiano e formacao
do produto de interesse. Inumeros produtos de origem microbiana podem ser obtidos a partir
da FES. As enzimas representam amplamente esses produtos, entre elas estdo as amilases,
proteases, xilanases, celulases e pectinases (SILVA; ANDRADE., 2016). Outros parametros
também influenciam na eficiéncia dos processos fermentativos, como umidade inicial do
substrato, pH, temperatura de incubacéo, quantidade de inoculo, suplementacdo do meio com

nutrientes, extracao e purificagdo do produto final (PANDEY, 2003).

3.3.1 Microrganismos utilizados na FES

Dentre os microrganismos produtores de celulases e hemicelulases por FES encontrados
na literatura, algumas linhagens do fungo termdfilo Myceliophthora sp. tém apresentado
resultados promissores, como levantado recentemente por Henrique (2022).

Os fungos filamentosos sdo organismos ideais para sistemas de FES devido a sua
capacidade de crescimento e producdo de enzimas extracelulares em altas concentraces em
ambientes com umidade suficiente apenas para manutencdo do crescimento e metabolismo do
microrganismo (auséncia de agua livre) (FARINAS, 2015) e tambem devido a sua versatilidade
de aplicagdo (BALASUBRAMANIEM et al., 2001; DEL BIANCHI et al., 2001), uma vez que
sdo capazes de crescer em graos, residuos agroindustriais ou frutas.

Zanelato et al. (2012) avaliaram a producdo de endoglucanase pela linhagem de
Myceliophtora thermophila 1-1D3b usando uma mistura de farelo de trigo (FT) e bagaco de
cana (BC) como meio de cultura cultivados em sacos plésticos e biorreator de leito empacotado.
Neste trabalho foram avaliadas as condi¢fes de temperatura (40, 45, e 50°C), umidade inicial
(75, 80, e 85% em base Umida, b.u.), e a proporcdo de BC:FT (1:1, 7:3, e 9:1). As maiores
atividades enziméticas em sacos plasticos para endoglucanase foram obtidas utilizando BC:FT
7:3 (m/m), temperatura de 45°C e umidade de 75%. Casciatori (2015) testou a ampliacdo de
escala do biorreator usando essas mesmas condi¢oes, tendo também obtido bons resultados de
atividades enzimaéticas.

Mais tarde, Perez, Casciatori e Thomeo (2021) avaliaram a producdo de enzimas neste
mesmo equipamento alterando as condi¢des de aeracdo e porosidade do meio; nas melhores
condicBes, obtiveram resultados maximos de 210 U-g.s.s.”* para CMCase. Esse valor ¢ baixo

se comparado aos reportados por autores que trabalharam com o mesmo fungo anteriormente a
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2018, mas essa queda foi uma tendéncia observada por todos 0s grupos que tém trabalhado com
esse organismo, o que foi atribuido a alguma possivel variacdo bioldgica intrinseca as diferentes
épocas de replicacdo do fungo.

Um dos maiores desafios para se utilizar a FES em escala industrial € que esta produz
grande quantidade de calor, que é proporcional as atividades metabdlicas do microrganismo.
Parte da dificuldade da remocéo deste calor é que os substratos sélidos utilizados neste tipo de
fermentacao tém baixa condutividade térmica, podendo acarretar o acimulo de energia interna
no sistema e consequentemente interferir no crescimento do microrganismo. Além disso, a alta
temperatura pode desnaturar o produto de interesse. Também ha falta de informagbes sobre a
modelagem de equacdes cinéticas relacionadas a microrganismos em fermentacdo em estado
solido (PANDEY, 2003).

3.4  Biorreatores para FES

Os estudos sobre FES em laboratério sdo geralmente realizados em frascos Erlenmeyer,
garrafas Roux, béqueres, embalagens plasticas e colunas de Raimbault. Contudo, considerando
a ampliacdo de escala de bioprocessos de FES, tornam-se necessarios biorreatores apropriados
para conducao do processo, 0s quais devem sustentar a estrutura do substrato, proteger o sistema
contra possiveis contaminacfes e proporcionar condi¢des adequadas de temperatura,
composicdo gasosa e atividade de &gua para o desenvolvimento microbiano e sintese do
bioproduto de interesse (MITCHELL et al., 2006).

Basicamente, os biorreatores para FES podem ser divididos entre os de leito fixo e 0s
de leito moével, como apresentado na Figura 3.2. O tambor rotativo € a configuracdo que melhor
representa os biorreatores de leito moével, o qual pode ser movimentado girando-se a parede, na
qual estdo instalados defletores que elevam as particulas (Figura 3.2 (a)) ou girando-se um eixo
interno dotado de péas (Figura 3.2 (b)). Devido a agitacdo, esses equipamentos permitem boa
uniformidade de temperatura e umidade (RODRIGUES, 2021).

Segundo o trabalho de Dhillon et al. (2013), mistura continua em tambor rotativo de
FES resultou na reducgéo de 34 % na producdo de &cido citrico por Aspergillus niger a partir de
bagaco de magd. Os autores reportam que a rotacao intermitente foi mais favoravel. Cassaro et
al. (2015) também relataram prejuizos na producdo de endoglucanase, glucosidase e xilanase
em decorréncia da agitacdo durante a o cultivo de A. niger tendo farelo de trigo como substrato.
Grajales (2014) estudou a tolerancia ao atrito do fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b,

microrganismo empregado no presente trabalho. A autora comparou o cultivo em embalagens

11



plésticas estaticas e com agitagdo intermitente, tendo reportado que a agitacdo reduziu a

atividade de endoglucanase obtida em biorreator rotativo.
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(d)
Figura 3.2. Biorreatores mais comuns para FES: a) Tambor de parede rotativa; b) Tambor de

pas rotativas; ¢) Bandeja de fundo cego; d) Bandeja de fundo perfurado; €) Leito empacotado.

Fonte: Extraido e adaptado de Casciatori e Thomeo (2015).

Sendo assim, a aplicacdo de biorreatores de tambor rotativo é limitada a microrganismos
gue ndo sdo sensiveis ao atrito. Além disso, em razdo do elevado custo e requisitos de
manutencdo, estes equipamentos sdo usados somente em processos para 0S quais o valor
agregado do produto justifica o investimento (MITCHELL et al., 2006).

Neste contexto, os biorreatores de leitos fixos sdo 0os mais comumente aplicados na FES,
pois possuem projeto simples, custo reduzido, baixas exigéncias de manutencao e evitam danos
aos microrganismos devido a auséncia de agitacdo. Os biorreatores de leito fixo ainda podem
ser subdivididos entre os de bandeja e os de leito empacotado. Os biorreatores de bandeja

podem possuir fundo cego (Figura 3.2 (c)) ou fundo perfurado (Figura 3.2 (d)). As bandejas sé&o
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colocadas em camaras com controle de temperatura e umidade relativa. Esses equipamentos
sdo tradicionalmente usados em paises asiaticos na producgdo de alguns alimentos fermentados,
como missd e molho de soja. Todavia, ainda que se trate de um sistema simples, possui alto
custo operacional em razdo da necessidade de elevadas areas e mao-de-obra. Além disso,
camadas espessas nos biorreatores de bandeja podem provocar a elevacdo da temperatura, a
qual é de dificil controle nesse tipo de equipamento, assim como a umidade (ARORA et al.,
2018). Vaseghi et al. (2013) aplicaram a FES de bagaco de cana por Rhizopus oryzae em
biorreator de bandeja e relataram que a atividade da lipase diminuiu com o aumento da altura
do substrato de 0,5 a 3,0 cm devido ao acimulo de calor.

O biorreator de leito empacotado (BLE), que tradicionalmente consiste em uma coluna
de secdo transversal cilindrica encamisada de fundo perfurado para permitir a percolacao de ar
forcado (Figura 3.1 (e)), € o tipo mais comumente empregado em FES. Além de geralmente ser
um equipamento de menor custo, a chance de contaminacdo nesse biorreator € menor em
relacdo ao de bandeja, dado que sua estrutura é fechada (SOCCOL et al., 2017). Contudo, essa
classe de biorreator também pode apresentar gradientes de temperatura, umidade e composi¢édo
gasosa.

Normalmente, residuos agroindustriais possuem condutividades térmicas baixas, 0 que,
associado as pequenas vazdes de escoamento de ar empregadas no BLE, torna as
condutividades térmicas efetivas estatica e dinamica reduzidas, dificultando a remocéo do calor
gerado (CASCIATORI et al., 2013; CASCIATORI et al., 2018). As baixas vazbes de
escoamento de ar sdo necessarias para ndo ressecar 0 meio de cultivo. Salgado et al. (2015) e
Dilipkumar et al. (2014) observaram o ressecamento do leito do BLE e a ocorréncia de estresse
aos microrganismos ao aumentar a taxa de fluxo de ar, consequentemente houve a diminuigéo
da producéo de celulases e inulinases, respectivamente.

Dessa maneira, gradientes axiais de temperatura sdo praticamente inevitaveis. Em niveis
extremos, o acimulo de calor pode causar a desnaturagdo enzimatica e prejudicar o crescimento
microbiano e a producdo de metabolitos (MITCHELL et al., 2010; FIGUEROA-MONTERO
etal., 2011). Diversos autores avaliaram o efeito da temperatura para diferentes microrganismos
cultivados em meio sélido na producdo de lignocelulases e confirmaram sua influéncia nos
rendimentos enzimaticos (JABASINGH; NACHIYAR, 2011; MAHMOOQOD et al., 2013;
PIROTA et al., 2013; SALOMAO et al., 2019).

Inevitavelmente, 0 aumento da temperatura provoca a redu¢do da umidade da matriz

solida em decorréncia do ndo-equilibrio termodinamico entre o ar e o substrato. Ainda que o ar
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percolante esteja saturado ao entrar no leito do biorreator, 0 aumento da temperatura pode fazer
com que o ar passe a ficar abaixo da saturacdo, adquirindo potencial para remover agua do
substrato sélido, o que pode reduzir a taxa de crescimento microbiano e a formacao dos
produtos desejados (ZANELATO et al., 2012; CASCIATORI et al., 2016). Os problemas
reportados ainda se acentuam no aumento de escala, uma vez que ndo ha critérios fixos de
ampliacéo.

Contudo, devido a possibilidade da presenca da camisa no BLE e da aeragéo forcada
por todo o leito, esses problemas sdo mais facilmente controlados em comparacao aos reatores
de bandeja. Além disso, trata-se de um equipamento que ocupa uma menor area, possui menor
consumo de energia e permite 0 emprego de camadas mais espessas de substrato em relagédo
aos biorreatores de bandeja (MITCHELL et al., 2006).

O potencial de aplicacdo do BLE para producédo de enzimas hidroliticas por FES ja foi
demonstrado em estudos prévios por diversos autores, como Umsza-Guez (2009), Zanelato et
al. (2012), Ignacio (2013), Casciatori et al. (2016) e Perez et al. (2019). Contudo, esses
equipamentos sdo raramente operados em grande escala, devido principalmente a remocao
deficiente do calor metabolico gerado. Dessa forma, estudos de transferéncia de calor nestes

sistemas se fazem necessarios.

3.5  Transferéncia de calor em leitos empacotados néo reacionais

Dentre os mecanismos que podem estar envolvidos na transferéncia de calor em leitos
empacotados, tem-se: conducdo de calor através das particulas solidas; conducdo de calor
através de fluido estagnado em contato com as particulas; conveccéao entre particula e fluido;
dispersdo térmica na fase fluida; conducdo de calor entre parede e particulas; conveccédo entre
parede e fluido. Para a avaliacdo térmica de leitos recheados com particulas fixas percoladas
por ar, ha dois tipos de modelacdo que podem ser feitas: a modelacdo de duas fases e a de uma
fase, sendo esta Gltima também chamada de pseudo-homogénea. No primeiro caso, a
dificuldade na obtengdo experimental das temperaturas da fase solida e a da interface solido-
particula torna a aplicacdo deste modelo bastante complexa. O segundo considera que em um
elemento de volume representativo do meio pseudo-homogéneo as temperaturas das duas fases
sdo iguais, de modo que os coeficientes térmicos podem ser obtidos a partir da medicdo da
temperatura de apenas uma das fases (THOMEO, 1990). Na prética, considera-se que 0s

mecanismos de propagac¢do térmica podem atuar simultaneamente e interagir entre si, sendo
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representados conjuntamente por parametros efetivos de transferéncia de calor
(LAURENTINO, 2007).

Na literatura sobre leitos empacotados, 0 modelo pseudo-homogéneo bidimensional é o
mais empregado para representar fisicamente os fenémenos de transferéncia de quantidade de
movimento, calor e massa. Para tanto, faz-se necessario o conhecimento da cinética de geracdo
de calor metabdlico no sistema e das propriedades térmicas de transporte e estruturais do meio
poroso. Estas Ultimas podem ser obtidas em sistemas irreacionais, com a mesma composicao
da matriz porosa empregadas no processo fermentativo (LAURENTINO, 2007).

Um dos primeiros estudos da transferéncia de calor em leitos fixos cilindricos com
escoamento monofasico foi realizado por Colburn (1931), que mediu apenas as temperaturas
médias radiais de entrada e de saida do fluido percolante, de modo a determinar o coeficiente

global de troca térmica (U), definido por:

Rec, 1™y (Tw-T)

2 P dz (31)

onde R € o raio do leito cilindrico; G € a vazdo massica superficial de fluido; Cp é o calor
especifico do fluido percolante; Tavg é a variavel temperatura média radial; z é a variavel
posicdo axial e Tp é a temperatura da parede do leito, considerada constante.

A condicdo de contorno usualmente empregada para resolver a equagao (3.1) é:

Emz=0,T =T0 (plano) (3.1a)

A solucgdo da equacdo (3.1), mediante a condi¢do de contorno (3.1a), é dada por:
T,.-T
In| =22 |= 2V z
T,-T, RGC,

Essa formulagdo do modelo é unidimensional, pois contempla apenas os perfis axiais de

(3.2)

temperatura ao longo do leito, sendo particularmente util quando os perfis radiais de
temperatura sdo praticamente planos. A equacao (3.2) tem aplicacdo pratica quando se quer
avaliar o aporte total de calor adicionado ou subtraido do leito, o que se consegue por meio do
coeficiente global U (CASCIATORI, 2011).

15



Pelo fato de 0 modelo de Unica fase unidimensional prever somente variagcfes axiais de
temperatura, sua aplicacao fica restrita a leito de pequenos diametros, onde se cumpre a hipétese
de variacdes radiais de temperatura despreziveis (PEREIRA, 2021). No entanto, para leitos
curtos, as temperaturas meédias calculadas a partir dessa formulacdo se distanciam
consideravelmente das temperaturas medidas, uma vez que os perfis radiais de temperatura séo
pronunciados (COBERLY; MARSHALL, 1951).

Para tais casos, foi proposta a formulacdo bidimensional do balanco de energia ou
equacdo da energia completa, que proporciona um mapeamento térmico mais detalhado
(CASCIATORI, 2011). Para leitos cilindricos, esta formulacéo é dada por:

2 2
o, G, T (LA OT) (2T
0z ror or 0z

onde p ¢ a densidade do gas e V; sua componente axial da velocidade superficial; r é a variavel

(3.3)

posicdo radial; T € a varidvel temperatura; Kr e Ka sdo as condutividades térmicas efetivas radial
e axial, respectivamente.

Na equacdo (3.3), estdo implicitas as restricdes de regime permanente e simetria
cilindrica do perfil radial de temperatura. Embora esta equacdo seja uma forma mais abrangente
de representar o problema, a derivada segunda de T em funcéo de z decresce muito rapidamente
com o aumento da altura do leito, de modo que o termo de dispersao axial como um todo passa
a ser desprezivel frente ao termo de dispersao radial, de modo que usualmente se despreza a
dispersdo axial de calor. Desta forma, elimina-se o parametro Ka, que é de dificil estimativa em
virtude dessa diferenca de ordem de magnitude das dispers6es térmicas radial e axial, de modo
que se obtém a equacdo da energia simplificada, para a qual se adotam as seguintes condicBes

de contorno:

9T g
Parar =0, or (3.39)
-K, (Z—T=hp (T, -Tr)
Parar =R, ' (3.30)
Paraz=0,T =To (3.3¢c)
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onde hp é o coeficiente convectivo de transferéncia de calor parede-fluido; Tr € a temperatura
na posicao radial r = R (interface matriz porosa/parede da célula); e To é a temperatura do ar
percolante na posicao axial z = 0 (entrada do leito).

A integracdo da equacdo da energia simplificada com as condi¢cdes de contorno
mencionadas deu origem ao modelo de dois parametros (Kr e hp) tradicional (COBERLY;
MARSHALL, 1951), cuja solugdo analitica é dada por:

LT 2N ) o ot

T-T, & N7+ 2], 6T GopR?

(3.4)

onde Ni = (hp R/ K;) é 0 nimero de Biot modificado; Jo é a funcdo de Bessel de 12 espécie e
ordem 0; e yn S80 0s auto-valores caracteristicos que satisfazem a seguinte equacgao

transcendental, onde J; é a funcdo de Bessel de 12 espécie e ordem 1:

Ni Jo (Yn) —Yn J1 (Yn) =0 (35)

De Wash e Froment (1972), Dixon (1985), Thoméo (1995) e Smirnov e colaboradores
(2003) utilizaram a equacéo (3.4) para determinar os valores de K e hp aplicando o método dos
minimos quadrados ndo-lineares pelo algoritmo de Levenberg-Marquard, que utiliza um fator
de amortecimento para avaliar uma aproximacdo linear para os componentes de uma funcao
nas proximidades de um ponto. Os autores observaram uma variacao do coeficiente K, com a
altura do meio poroso, uma vez que K parte de altos valores na entrada do leito e decai
assintoticamente para um valor constante com o aumento do comprimento. Smirnov e
colaboradores (2003) propuseram um modelo com uma variacao linear de K, nas vizinhancas
da parede para leitos empacotados de esferas, cilindros e anéis de Rashig, o qual consistia numa
correlagé@o simples entre 0 numero de Nusselt (Nu) na parede e K no centro do leito, tendo
obtido resultados satisfatorios e condizentes com a literatura. J& para o coeficiente hp, 0
comportamento em funcdo do comprimento do leito € menos definido, uma vez que, embora o
mesmo também parta de altos valores na entrada do leito, seu decaimento é irregular. De um
modo geral, foi encontrada, na literatura, uma dependéncia linear de ambos os parametros em
relacdo a vazéo de fluido (CASCIATORI, 2011).

Ressalta-se, portanto, a importancia de se trabalhar com diferentes alturas de leito e

vazoes de fluido percolante na estimativa dos parametros térmicos efetivos do meio poroso pelo
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modelo de dois parametros, de forma que se possa observar o comportamento dos valores de
K e hp em funcéo de tais variaveis. Além disso, Sklivaniotis e colaboradores (1988) fizeram
um estudo de sensibilidade paramétrica com o modelo adotado, onde concluiram que K
depende dos valores de temperatura obtidos na regido central para uma boa estimativa, enquanto
que hp depende de pontos na regido da parede. Tais resultados auxiliam em avaliar se a aplicacdo
do modelo é vidvel para determinacdo dos parametros térmicos efetivos de um determinado
leito fixo percolado por um gas (CASCIATORI, 2011).

3.6  Transferéncia de calor em biorreatores de FES em leito empacotado

Na literatura sobre FES em leitos fixos empacotados percolados por ar, 0 modelo
pseudo-homogéneo bidimensional tem sido 0 mais empregado para representar fisicamente 0s
fendmenos de transferéncia de calor, uma vez que o sistema é muito semelhante aos reatores
cataliticos empacotados e percolados por um fluido. Entretanto, é sabido que 0s experimentos
de transferéncia de calor conduzidos com materiais orgéanicos englobam, além dos demais
mecanismos de transporte de calor por conducédo e convecgdo, a ocorréncia de calor latente de
vaporizacdo e a geracdo de calor metabdlico pelo microrganismo no interior do leito
empacotado (CASCIATORI, 2011).

Sangsurasak e Mitchell (1995) propuseram um modelo descrevendo a transferéncia de
calor bidimensional em um biorreator de leito empacotado com geometria cilindrica para
processos de FES, capaz de descrever uma larga faixa de geometrias e condi¢des operacionais,
melhorando o modelo anteriormente proposto por Saucedo-Castaneda e colaboradores (1990),
que negligenciava a transferéncia de calor axial, o qual foi apropriado somente para colunas
cilindricas de pequeno didmetro operando a baixas taxas de aeragao.

Mais adiante, Sangsurasak e Mitchell (1998) melhoraram o seu modelo, que ja incluia
um termo descrevendo a geracdo de calor metabdlico, por meio do acréscimo de um termo
descrevendo a evaporacdo de dgua da matriz porosa, que contribui significativamente para a
remocao de calor no biorreator. Com isso, Sangsurasak e Mitchell (1998) apresentaram o
modelo dado na equacdo (3.6) para modelagem da transferéncia de calor num processo de FES

em leito fixo:

Ko 0T o0%T

oT oT 07T X
Con(—) + pa(Cra + FA)V2 (=) =[ (=) + Ko(——)]+ Ks(—) + ps(1-€) Y —
pCan( =) +pa(Cra+ TV () = [ () + Ke(Z )+ Ke(T ) +p1-8)Y —= - (36)
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onde Cpb ¢ o calor especifico efetivo do leito e pp Sua densidade; Cpa € 0 calor especifico do ar
umido percolante e pa sua densidade; V; é a velocidade superficial do gés (ar umido); t é a
variavel tempo; f expressa o contetido de vapor d’agua no ar por unidade de temperatura; A € o
calor latente de vaporizacdo da agua; Ky ¢ a condutividade térmica efetiva do leito; ps € a
densidade do substrato solido; € ¢ a porosidade do leito; z € a variavel posi¢ao axial; r é a
variavel posicdo radial; Y é o coeficiente de rendimento de energia gerada por unidade de
biomassa produzida; e X é a concentracdo de biomassa microbiana no leito.

Nota-se pela equacdo (3.6) que o equacionamento dos fendbmenos térmicos em reatores
de FES em leito fixo torna-se complexo, dificultando a inclusdo de todas as contribuigdes de
geragéo e remogdo de calor no interior dos biorreatores. Como o leito de substrato foi tratado
como uma matriz pseudo-homogénea, os valores para densidade, condutividade térmica e calor
especifico do leito foram calculados por meio da média ponderada das propriedades do ar
percolante e do substrato dentro do leito, utilizando-se da porosidade como peso de ponderacao,
por representar a fracdo de ar, ou fracéo de vazios, no interior do meio poroso. Alem disso, as
propriedades fisicas e térmicas do leito sdo assumidas como independentes da temperatura
(CASCIATORI, 2011).

As condicGes de contorno normalmente adotadas para solucdo da equacdo (3.6)
correspondem as seguintes situacdes fisicas: temperatura no fundo do leito constante e igual a
temperatura de entrada do ar; auséncia de resfriamento externo no topo do leito; simetria
cilindrica; e resfriamento convectivo nas laterais pelas paredes do leito. A resisténcia das
paredes do bioreator a troca de calor foi desprezada pelos autores (SANGSURASAK;
MITCHELL, 1998). As equacBes (3.6a) a (3.6d), respectivamente, representam

matematicamente as condic¢des de contorno descritas e adotadas para solucdo da equacdo (3.6):

Paraz=0, T=To (3.6a)
Paraz =1L, ot =0 (3.6b)
0z
Parar =0, or_ 0 (3.6¢)
or
Parar=R, -K, Z—Tzhp (T,-Tg) (3.6d)
r

Nas equacdes de balanco dos fenbmenos térmicos nos reatores de FES, é comum
considerar-se que a taxa de calor gerado pelo metabolismo microbiano durante o processo

fermentativo seja diretamente proporcional a producdo de nova biomassa, sendo ignorada a
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geragdo de calor devido a manutengdo do metabolismo do agente biologico (SANGSURASAK;
MITCHELL, 1998), conforme se encontra representado no Gltimo termo da equacéo (3.6). Por
esse motivo, encontram-se também na literatura diversos estudos de modelagem da cinética de
crescimento dos microrganismos empregados em FES, informacéo esta que é utilizada para
avaliar a geracdo de calor metabdlico pelo microrganismo durante a fermentacdo, que
corresponde ao aporte de calor que deve ser removido do sistema para evitar superaquecimento
do meio.

A cinética de crescimento dos microrganismos em FES tem sido comumente expressa
como uma cinética de primeira ordem ou, preferencialmente, como uma equac&o logistica, que
é um modelo ndo-estruturado empirico e baseado em observagdes experimentais, no qual é
possivel descrever as diferentes sensibilidades dos microrganismos em funcéo da temperatura.
A despeito da simplicidade matematica, a equacéo logistica pode representar uma aproximacao
adequada da curva de crescimento completa em uma Unica equacdo, incluindo as fases lag, de
crescimento exponencial e estacionaria (FANAEI; VAZIRI, 2009), sendo representada por:

d X X
_tqu 1—x— (3.7)

m

onde X € a concentracdo de biomassa microbiana no substrato e Xm seu valor maximo; e 1 é a
taxa de crescimento especifico, expressa empiricamente como uma fun¢do da temperatura, de

acordo com a seguinte expressao:

_ S+ (Tmax _Topt) Hopt (Tmax _T)
T T (s+(TméX—T)] (3.72)

méx opt

onde s é uma constante que representa a sensibilidade da taxa de crescimento especifico a
aumentos da temperatura; Tmax & a temperatura méaxima de crescimento do microrganismo; Topt
é a temperatura Otima de crescimento; e popt € a taxa 6tima de crescimento especifico do
microrganismo. A condicao inicial adotada para solucdo da equacéo (3.7) é de queemt =0, X
= Xo (concentragdo de biomassa no inicio do processo).

Diante do exposto, considerando apenas os fendmenos de transferéncia de calor no
sistema, nota-se que os modelos matematicos propostos para FES consistem de uma equacao

descrevendo a cinética de crescimento do agente de fermentacdo e outra equacdo descrevendo
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0 balanco de energia térmica sobre cada posicao no interior do biorreator de leito empacotado,
de forma que seja possivel prever o comportamento térmico do bioreator durante todo o
processo por meio de simulagBes numéricas (CASCIATORI, 2011). Sangsurasak e Mitchell
(1998) ainda sugerem a incorporacao de um balanco de agua ao seu modelo, de modo que este
passe a ser capaz também de prever os efeitos de segregacdo de umidade e de remocéo de calor
latente de vaporizacdo das matrizes porosas.

Tendo em vista que a cultura de Aspergillus niger tem a capacidade de produzir nada
menos do que 19 tipos diferentes de enzimas, dependendo da indugdo e/ou do substrato
utilizado, boa parte dos dados experimentais encontrados na literatura referem-se a essa cultura,
0 que tem facilitado os estudos de modelagem e simulacéo de processos fermentativos com este
microrganismo (CASCIATORI, 2011).

Saucedo-Castaneda e colaboradores (1990) estudaram o crescimento de Aspergillus
niger em farinha de mandioca, fonte amilacea, em um bioreator de leito empacotado cilindrico,
aerado a partir do fundo com ar Umido e com uma camisa de &4gua removendo calor por
conveccao através da sua parede externa. A altura da coluna era de 35 cm e o raio era de 3 cm,
tendo sido realizadas medidas de temperaturas em quatro diferentes posicdes radiais e uma
posicao axial.

Sangsurasak e Mitchell (1998) verificaram o modelo proposto na equacédo (3.6) — que
equaciona a transferéncia de calor radial e axial, a geracdo de calor metab6lico e a remocdo de
calor por evaporacdo de agua da matriz porosa — com relacdo aos dados experimentais de
Saucedo-Castaneda e colaboradores (1990), e obtiveram boa concordancia entre os perfis de
temperatura preditos pelo modelo e os referidos dados experimentais. O modelo bidimensional
proposto descreveu temperaturas mais altas durante as fases de aquecimento e resfriamento,
mas predisse altura e tempo do pico de temperatura préximos dos experimentais. Além disso,
0 modelo previu um aguecimento mais rapido do substrato durante um periodo de laténcia mais
curto, observado dentro das primeiras 10 horas de processo, quando comparado aos dados
experimentais de Saucedo-Castaneda e colaboradores (1990), com a discrepancia sendo maior
proximo ao eixo central da coluna. Durante este periodo de laténcia, a producdo de calor
metabdlico foi desprezivel, o que se nota pela lenta elevacdo de temperatura neste periodo
inicial do processo.

No trabalho de Saucedo-Castaneda e colaboradores (1990), a coluna estreita e a baixa
velocidade superficial de ar levaram a dominancia da transferéncia de calor radial no processo.

O modelo permitiu analisar a contribui¢cdo dos varios mecanismos de transferéncia de calor
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envolvidos na remocéo de calor do interior do leito. Esta analise mostrou que, até mesmo
quando ar saturado e com baixa velocidade de escoamento é usado para aerar o leito
empacotado, devido ao aumento da temperatura conforme o ar atravessa o leito, a evaporacao
ainda tem contribui¢cGes muito significativas para a remocéo de calor (CASCIATORI, 2011).

Ghildyal e colaboradores (1994) estudaram o crescimento de A. niger em farelo de trigo
umido em uma coluna de aco inoxidavel percolada por ar saturado e resfriada pela parede. A
altura da coluna era de 34,5 cm e o raio era de 7,5 cm, tendo sido feitas medidas de temperatura
em somente uma posicao radial e uma posigéo axial. Assim, Ghildyal e colaboradores (1994)
mediram perfis temporais de temperatura no centro do leito, utilizando trés niveis de vazéo de
fluido percolante no biorreator.

Sangsurasak e Mitchell (1998) verificaram também o modelo proposto na equacéo (3.6)
— englobando transferéncia de calor radial e axial, geracdo de calor metabolico e remocao de
calor por evaporacdo — com relacdo aos dados experimentais de Ghildyal e colaboradores
(1994). O modelo bidimensional predisse com boa precisdo e exatiddo a magnitude e 0s
instantes dos picos de temperatura para as trés diferentes taxas de escoamento de ar utilizadas
experimentalmente. A boa concordancia com os resultados experimentais sobre uma larga faixa
de velocidades superficiais sugeriu que o modelo proposto descreveu razoavelmente bem as
contribui¢des do resfriamento convectivo e evaporativo, uma vez que esses sdo 0s mecanismos
de remocdo de calor que sdo mais diretamente afetados pela velocidade superficial de
escoamento do fluido através da matriz porosa que recheia o leito (CASCIATORI, 2011).

Fanaei e Vaziri (2009) também estudaram a modelagem e simulacdo dos fenbmenos
térmicos em bioreatores de FES empregando os dados de Ghildyal e colaboradores (1994).
Como Ghildyal e colaboradores (1994) reportaram os perfis de temperatura somente em altura
de 17 cm de leito, este foi também o valor usado como a altura do biorreator nas simulages, a
fim de possibilitar avaliacdo dos modelos de predi¢do com os dados experimentais disponiveis.
Neste trabalho, os autores utilizaram-se de um programa escrito em linguagem MatLab para
simular o fenémeno.

Para modelar as variagdes de temperatura no leito, esses autores utilizaram dois modelos
de balanco energético muito semelhantes ao modelo de Sangsurasak e Mitchell (1998),
expresso na equacéo (3.6), porém assumiram que as variacdes radiais de temperatura eram
despreziveis por conta de 0 escoamento de ar através do leito ser considerado por esses autores
como aproximadamente plano, de forma que eliminaram o primeiro e o segundo termos a direita

da equacao (3.6). Esses modelos também contemplavam as expressdes para a geracao de calor
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metabdlico e para a remocgdo de calor evaporativa e convectiva; entretanto, somente um dos
modelos, denominado distribuido (3.8a), considerava também o elemento diferencial da
conducédo axial de calor, enquanto 0 modelo de parametros concentrados (3.8b) trabalhava

apenas com a variagdo de temperatura entre a entrada e a saida do leito.

oT oX oT oT 0T
C — ) = S 1_ Y_ - aC aVz ) — af/le e + K -
prCan(=r) = po(1=8)Y —= = palaaVa () = pof AV: () + Ke( ) (3.82)
oT oX V V
Coo(—) = ps(1— €)Y — + paCpa—= (T, — + paf A —=(T. — 3.8b
Pbpb(at) ps(1—¢) p PpL(a T +p L(a T) (3.8b)

onde Cpp € o calor especifico efetivo do leito e pn sua densidade; Cpa € 0 calor especifico do ar
umido percolante e pa sua densidade; t é a variavel tempo; f expressa o contetdo de vapor
d’agua no ar por unidade de temperatura; A € o calor latente de vaporizagdo da agua; Ky é a
condutividade térmica efetiva do leito; ps ¢ a densidade do substrato sélido; € é a porosidade do
leito; Y é o coeficiente de rendimento de energia gerada por unidade de biomassa produzida;
Ta é atemperatura de entrada do ar no leito; z é a variavel posicao axial; L é o comprimento do
leito; e X é a concentracdo de biomassa microbiana no leito.

Destaque especial foi dado no trabalho realizado por Fanaei e Vaziri (2009) a expressao
para a taxa de geracdo de calor metabdlico pelo microrganismo durante 0 processo
fermentativo, a qual foi obtida por meio de uma modificacdo dos modelos cinéticos comumente
empregados para o0 crescimento microbiano em biorreatores de FES. Na maioria dos estudos
anteriores, a taxa de crescimento tinha sido expressa somente como uma funcéo da temperatura
atual, por meio da taxa de crescimento especifico do microrganismo, como Vvisto na equacao
(3.7a). Entretanto, sabe-se que a taxa de crescimento microbiano é funcdo também da variacao
de temperatura sofrida pelo organismo no decorrer de todo o processo. No modelo proposto,
Fanaei e Vaziri (2009) consideraram que a taxa de crescimento depende da temperatura atual
do biorreator e do bindmio tempo-temperatura a que o organismo previamente foi submetido
ao longo do processo fermentativo, ou seja, do histérico de temperaturas do sistema. Para
expressar tais efeitos, esses autores empregaram o modelo logistico da equacdo (3.7)

modificada, a saber:
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d—>t< = ud X Ll—xij (3.9)

onde @ representa o nivel de um fator fisioldgico, que consiste em um valor adimensional
relacionado ao estado fisiologico do organismo.

De acordo com os autores, tal fator indica o nivel de um componente essencial da
biomassa que desempenha uma importante fungdo no mecanismo de crescimento do agente
bioldgico, representando o efeito do regime de temperatura no crescimento do microrganismo,
por meio das mudancas do nivel desse componente essencial da biomassa. Como pode ser visto
naquele artigo, a desnaturagdo térmica associada a esse fator ao longo do tempo de processo foi
expressa em funcdo das taxas das reacBes de sintese e desnaturacdo deste fator, as quais
dependem da temperatura no leito. A taxa de crescimento especifico, por sua vez, € expressa
empiricamente como uma fun¢do da temperatura.

Os resultados de simulacdo de Fanaei e Vaziri (2009) mostraram que as predicdes do
modelo distribuido apresentaram boa concordancia com os dados experimentais, sendo capaz
de fornecer predicdes detalhadas sobre a temperatura em qualquer tempo e posi¢ao dentro do
leito. Levando em consideracdo que o modelo distribuido proposto por estes autores
contemplava os mecanismos de transferéncia de calor envolvidos no biorreator, com
aproximacdes e consideracOes aceitaveis, pode-se concluir que os gradientes de temperatura
puderam ser satisfatoriamente preditos por este modelo.

Laurentino (2007) e Umsza Guez (2009) realizaram conjuntamente experimentos de
fermentacdo sélida em bioreator de leito fixo empregando o fungo termofilico Thermomucor
indicae-seudaticae N31 como agente fermentador e um meio composto por bagacos de cana e
de laranja e farelo de trigo na proporgédo de 1:2:2 (peso), com umidade de 70% (b.u.), e ar
percolante com umidade relativa de 95%. O referido microrganismo é termo-resistente e é
grande produtor de enzimas pectinoliticas. Apesar do curto tempo de fermentacdo, 24 h, estes
autores observaram que houve segregacdo de umidade no leito, com consequente gradiente de
producéo de enzimas. Os resultados experimentais de Laurentino (2007) e Umsza Guez (2009)
mostraram que as temperaturas ao longo do leito atingiram um pico em torno de 48°C,
mantendo-se constantes nesta faixa nas primeiras 24 h de processo e decaindo apds esse
periodo. De acordo com os autores, a fase lag durou cerca de 10 h, periodo no qual a geracéo
de calor metabolico pelo microrganismo ndo foi muito intensa. Quanto a condigdo Otima de

temperatura para crescimento e producdo da enzima de interesse, Laurentino (2007) e Umsza
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Guez (2009) concluiram que a temperatura de 45°C foi considerada 6tima na escala de reator
piloto, uma vez que foi a condicdo térmica que propiciou maior producgéo de pectinase.

Os autores notaram que, qualitativamente, os perfis foram similares para as diferentes
condicdes operacionais empregadas, enquanto os picos de temperatura foram entre 1,3 e 2,9°C
acima da temperatura média do processo. Foram registrados dois picos de temperatura, sendo
que o primeiro se iniciou a partir de aproximadamente 3 h de fermentacédo, estendendo-se até
cerca de 8 h. ApoOs este pico, a temperatura ficou constante por curto periodo, para
posteriormente formar outro pico progressivamente, ap06s 0 que a temperatura de pico se
manteve até o final das 24 h de fermentacéo.

Casciatori (2015) e Casciatori et al. (2016) desenvolveram um modelo bidimensional de
duas fases para a transferéncia de calor e de umidade em biorreatores de leito empacotado para
FES, similar ao que havia sido proposto por Von Meien e Mitchell (2002). Tais modelos
englobaram ainda a cinética de crescimento do microrganismo e o efeito das variaveis de
processo sobre o crescimento microbiano, previamente determinadas por meio de ensaios
fermentativos. Para a simulacdo, foram utilizadas propriedades fisicas reais das particulas e do
leito, assim como os coeficientes de interface foram calculados com base em correlagdes
classicas. O modelo de Casciatori et al. (2016) foi posteriormente empregado por diversos
pesquisadores (Buck et al., 2015; Perez et al., 2019; Henrique, 2022), sendo amplamente
dependente de validacdo experimental, para o que os resultados do presente trabalho podem

agregar relevante contribuicao.

3.7 Numeros adimensionais modificados para apoio a analise de transferéncia de calor
em leitos empacotados para FES
Dado o elevado nimero de varidveis envolvidas no processo de transferéncia de calor
em leitos empacotados, € comum agrupar as variaveis sob a forma de nimeros adimensionais.
Um dos principais nimeros adimensionais caracteristicos de um processo de transferéncia de

calor por conveccao forgada é o nimero de Nusselt (Nu), classicamente definido por:

Nu = h.D/k (3.10)

onde h é o coeficiente convectivo de transferéncia de calor, k € a condutividade térmica do

fluido e D é uma dimensao caracteristica da superficie sujeita a conveccgéo.
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O numero de Nusselt representa o aumento da transferéncia de calor como resultado do
movimento do fluido (conveccdo) relativamente a transferéncia de calor apenas ao nivel
molecular (conducéo). Neste trabalho, para os ensaios em leito empacotado sem reacéo, foi
definido o ndmero de Nusselt modificado, no qual substituiu-se o coeficiente h por hp
(coeficiente convectivo de transferéncia de calor parede-fluido), k por K (condutividade
térmica efetiva radial do leito) e o didmetro de particula, de 0,177 mm (CASCIATORI;
THOMEDO, 2018), foi adotado como sendo a dimens&o caracteristica do sistema particulado. A
definicdo desse nimero visou facilitar a comparacdo dos mecanismos predominantes, frente as
diferentes condigdes experimentais de troca termica estabelecidas.

Para casos com ocorréncia de cultivo, Mitchell et al. (1999) propuseram um critério de
ampliacdo de escala de biorreatores de leito empacotado para FES baseado no numero
adimensional de Damkohler modificado pelos autores, relacionando a méxima capacidade de
acumulo e geracgdo de calor a maxima capacidade de remogdo de calor do sistema, tendo como
foco prevenir elevagdes indesejaveis de temperatura no leito. Classicamente, os nimeros de
Damkdhler sdo numeros adimensionais usados na engenharia quimica para relacionar a escala
de tempo da reacdo quimica com a taxa de fendmenos de transporte que ocorrem em um
sistema. Neste adimensional modificado em especifico, 0 numerador (Qx) é a taxa volumétrica
maxima da producdo de calor durante o crescimento fungico, enquanto o denominador (Qr)
descreve a taxa volumétrica maxima de remocdo de calor pelo ar por convecgdo axial e por
evaporacdo de agua entre a entrada e a saida do leito. Assumindo um modelo logistico de
cinética de crescimento e desconsiderando os efeitos de manutencdo do metabolismo, a maxima
taxa de geracéo de calor ocorre quando a concentracdo de biomassa atinge metade do seu valor
maximo (X = 0,5 Xm). Substituindo dX/dt pela equacao logistica no termo de geracéo de calor

na equacdo (3.6) e substituindo X = 0,5 Xm, obtém-se:

Qx = Ostpa(l - E)Y,uoptxm (3113.)

Para o calculo do denominador, assume-se que o0 ar esta sempre saturado, motivo pelo
qual o fator fA é inserido na equacdo, uma vez que a evaporagdo da dgua para manter o ar
saturado conduz a um aumento na capacidade calorifica aparente (SANGSURASAK;
MITCHELL, 1995):

Qr = pa(Cpa + fA)Vz(Tour — Tin) /H (3.11b)
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As unidades de Qx e Qr sdo J/m3s?, de forma que a razdo entre elas fornece, portanto,

um numero adimensional, definido como o nimero de Damkdhler modificado (Dam):

Da. — 0,2505(1-8)Y floptXm
m Pa(Cpat+fA)vz(Tour—Tin)/H

(3.11c)

onde p_ € a densidade do substrato; ¢ € a porosidade do leito; Y € o coeficiente de rendimento
metabolico; u,,, € a taxa de crescimento especifico na temperatura 6tima; X, € a maxima
concentragdo de biomassa; p, € a densidade do ar umido; C,,, € o calor especifico do ar imido;
f é a taxa com que a capacidade de transporte de &4gua varia com a temperatura do ar; A é a
entalpia de vaporizacdo da agua; v, é a velocidade superficial de percolacdo de ar; T,,; € a
temperatura do ar de saida; T;,, é a temperatura do ar de entrada; H € a altura total do leito.

Os valores dos parametros da equacdo 3.11c podem ser facilmente determinados.
Tabelas de propriedades fisicas podem ser utilizadas para definir p,, C,q, f € A. Os parametros
dependentes do substrato, ps e &, e 0s parametros cinéticos de crescimento, Xm € ¢, podem

ser determinados experimentalmente, ou extraidos da literatura. Valores obtidos na literatura
também podem ser utilizados para o coeficiente de rendimento de calor metabdlico (Y). Logo,
empregando Dam, 0 projeto do biorreator fornece H e as variaveis T,,;, T;, € vz podem ser
estabelecidas, ou vice-versa (PEREZ, 2020). Valores de Damiguais a 1 indicam equilibrio entre
as maximas taxas volumétricas de producédo e remocdo de calor do leito, ao passo que valores
maiores do que 1 indicam tendéncia a sobreaquecimento, o que é indesejavel, assim como
valores menores do que 1 indicam tendéncia a sub-resfriamento, também indesejavel em

bioprocessos de FES. Assim, deve-se buscar manter Dam em torno de 1.

3.8  Consideracdes finais

As perspectivas do ramo da ciéncia que trata dos processos de FES sdo de crescimento
potencial de trabalhos acerca de transferéncia de calor em biorreatores de leito empacotado. Os
estudos devem ser realizados tanto em termos de obtencdo de dados experimentais quanto em
termos de modelagem e simulacdo das cinéticas de crescimento dos microrganismos e dos
fendmenos térmicos e gradientes de temperatura no interior dos leitos, na tentativa de auxiliar
na otimizagdo dos processos e possibilitar as aplicacGes desses processos em escala industrial.

Ademais, diversas sdo as combinagdes possiveis de agentes biologicos e residuos solidos
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agroindustriais usados como substratos na matriz porosa, sabendo-se que extensa gama de
microrganismos é capaz de se adaptar a processos de FES e desta forma produzir diferentes
tipos de bioprodutos de alto valor agregado e de interesse tecnolégico, cientifico e industrial a
partir de diferentes substratos e sob distintas condi¢Ges operacionais (CASCIATORI, 2011).

Neste sentido, estudos para obtencdo de dados e pardmetros experimentais e estudos de
modelagem e simulacdo de processos tornam-se necessarios para diferentes microrganismos e
diferentes substratos empregados em biorreatores de FES em leito empacotado. Além disso,
deve-se manter em vista a necessidade de solucionar, ou a0 menos minimizar, os dois principais
inconvenientes deste processo, que sdo 0 possivel superaquecimento no interior do leito e a
segregacédo de umidade na matriz porosa percolada por ar (CASCIATORI, 2011).

Diante do quadro apresentado, o presente trabalho encontra-se justificado em termos de
sua relevancia, uma vez que novos metodos de andlise de perfis térmicos, novo modo de

operacdo e novas formas de estimar o crescimento foram desenvolvidos.
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4 MATERIAL E METODOS

A parte experimental e computacional deste trabalho foi desenvolvida no Laboratorio de
Fermentacdo do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.
Neste capitulo, sdo apresentados 0s materiais utilizados na condugdo dos experimentos, como
microrganismos e residuos agroindustriais, além de instrumentos e equipamentos, bem como a
metodologia empregada em cada etapa experimental. Na Figura 4.1, é apresentado um esquema

geral, na forma de fluxograma, das atividades realizadas.

Aparato experimental

]
I Matriz porosa (BC:FT 3:7 m/m) I

Percolagdo de ar saturado com escoamento de dgua
pela camisa e de ar percolando o leito nos sentidos co-
corrente CC e contra-corrente CT

Reversdo periddica do sentido de escoamento
de ar e aeracéo end-to-end

1 moi;jrl]?ggg;ggojiﬂgéiziﬁquasg:g;iz}mfm 4 modulos (195 g de BC:FT 3:7 m/m cada)
I 1 . I . 1
Sem ocorréncia de .. Rextc%rslao Aeragdo end-to-end
FES Com ocorréncia de FES periddica
I C
Varbesdearde 175 6 - Alteracdo do sentido de
350 L/h, nos sentidos 1 médulo, sentidos CC e escoamento de ara cada 24 h
C’C e CT CT, aeragdo end-to-end
. . L
Fungo M. thermophila; 452C; 96 horas; 65% de umidade inicial;
Ar percolante a 252C e vazdo de ar 350 L/h
4gua na camisa a 452C I
] Extracdo e analises de atividade enzimatica
Obtencdo do regime

permanente de — -
transferéncia de calor Analise térmica e de gases ao longo do cultivo

| Determinacdo de
pardmetros térmicos e

imagens termicas

Figura 4.1. Fluxograma ilustrativo das etapas do trabalho. Fonte: Autoria propria.

4.1 Microrganismo para os ensaios com cultivo

Para os ensaios com cultivo, foi empregado como agente bioldgico o fungo termofilico
Myceliophthora thermophila I-1D3b, que foi isolado pela Profé. Dr2. Daniela Alonso Bocchini
da UNESP/Araraquara a partir de pilhas de bagaco de cana-de-acucar da Usina Guarani, de

Olimpia-SP, Estado de Sao Paulo, Brasil e ja foi utilizado pelo Grupo de Bioenergia e Meio
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Ambiente (ZANELATO et al., 2012; CASCIATORI, 2015; PEREZ; CASCIATORI,
THOMEDO, 2019). Este fungo ja se caracterizou como produtor de celulases e hemicelulases de
altos titulos, as quais foram utilizadas com sucesso para a despolimerizacdo de materiais
lignocelul6sicos em escalas de frascos e de biorreator de leito empacotado de bancada
(Henrique, 2022).

A solucdo estoque do fungo foi mantida em tubos criogénicos com glicerol a 20% na
temperatura de —80°C. Para utilizacdo, a cultura foi repicada em frascos de Erlenmeyer
contendo 60 mL de meio Agar-Sabouraud-Dextrose e 1% de carboximetilcelulose (CMC).
Esses frascos foram mantidos em camara DBO por pelo menos 4 dias a 45°C para crescimento
dos esporos, que foram suspensos em 100 mL de solugdo nutriente (ver composi¢do no item
4.2) por raspagem da superficie com auxilio de alca de platina, como pode ser observado na

Figura 4.2.

Figura 4.2. Esquema de preparo do indculo a partir dos criotubos.

Fonte: Arquivo pessoal.

Posteriormente, foi realizada a padronizacdo da suspensdo de esporos para que fosse
inoculada a concentracéo de 107 esporos por grama de substrato sélido seco inicial (gss), a partir

da contagem de esporos em camara de Neubauer, por meio da Equacéo 4.1.

Vlnécu10: mg X CEsporos x Fx Vcam X M-l (41)

onde Vinsculo representa o volume da suspensédo de esporos do inoculo a ser adicionado (mL);
ms é a massa do substrato usado no cultivo (g); Cesporos € @ cOncentragdo de esporos desejada
(esporos.g™); F € o fator de diluicdo da suspenséo para leitura na cdmara de Neubauer; Veam é
o0 volume total da camara (mL); e M é a média da contagem dos quadrantes da cAmara (numero

de esporos).
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4.2  Solugédo nutriente para os ensaios com cultivo

Para os ensaios com cultivo, a umidificagdo dos substratos foi realizada pela adigéo de
uma solucdo nutriente que continha a seguinte composi¢do: (m/v): 0,35 % de (NH4)2SOs; 0,3
% de KH2POy4; 0,05 % de MgSQO4.7H20; 0,05 % de CaCly; e 0,1 % de Tween 20 (densidade 1,1
g/cm®) (ZANELATO et al., 2012). A composicdo foi baseada no suprimento de minerais
necessarios ao bom crescimento do fungo. Essa mesma solucéo foi usada para suspender os
esporos para obtencéo do indculo. Apos a dissolucdo dos sais, o pH da solucéo foi ajustado em

5,0 e esta foi esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos.

4.3 Matriz sélida porosa Umida

Para composicao da matriz solida porosa, foram empregados bagaco de cana-de-actcar
(BC) e farelo de trigo (FT). O BC foi doado pela Usina Santa Cruz do Grupo Sdo Martinho
(Américo Brasiliense — SP), enquanto o FT foi adquirido no comércio local (Agropecuaria
Claro, Séo Carlos — SP). Ambos os materiais foram acondicionados em sacos de polietileno de
parede espessa e mantidos em cadmara de refrigeracao até utilizacéo.

O BC bruto foi inicialmente seco em estufa a 60°C até massa constante, para nao sofrer
deterioracdo. Posteriormente, foi peneirado para uniformizacdo do tamanho das fibras,
passando primeiramente por uma peneira com abertura de 5 x 5 mm, que reteve fibras mais
grossas, denominadas como bagaco grosso (BG) e, em seguida, por uma peneira com abertura
de 4 x 2 mm, para retencdo das fibras mais finas, denominadas como bagaco fermentativo (BF),
separando-as do po.

A matriz porosa para ensaios sem e com cultivo (FES) foi composta por uma mistura de
BC:FT 3:7 com teor de umidade inicial 65% (em base Umida). Para os ensaios com cultivo, a
umidificacdo dos substratos foi realizada pela adi¢do de solucdo nutriente (item 4.2). Para os
ensaios sem cultivo, a matriz sélida foi umidificada com agua destilada. A quantidade de agua
ou de solucéo adicionada foi ajustada de acordo com a méaxima absorcdo de liquido pelo
substrato composto. Os valores exatos da quantidade de 4gua adicionada a matriz sélida foram

obtidos por meio da Equacéo 4.2.

_ mg(x1-X2)
Mgolugao™ (;OO—XZ) (42)
onde mgy,ez, € @ Massa de solugdo a ser adicionada (g); m, € a massa do substrato (g); x,€ a

umidade inicial do substrato (% m/m); e x, € a umidade final desejada do substrato (% m/m).
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Para os ensaios com cultivo, o substrato foi autoclavado a 121°C por 20 minutos, em
paralelo com a solugdo nutriente. Posteriormente, dentro de uma cadmara de fluxo laminar
previamente esterilizada, o substrato foi inoculado com a suspensao fungica, adotando-se um
numero fixo de esporos por grama de material seco, e umidificado com a mesma solucéo

nutriente empregada na raspagem de esporos, apos o que foi homogeneizado.

4.4 Ensaios em leito empacotado

44.1 Sem reacgdo ou sem cultivo

O sistema de suporte ao leito empacotado foi 0 mesmo empregado por Oliveira et al.
(2020) e Rodrigues (2021), mostrado na Figura 4.3. Ar foi fornecido por compressor e filtrado
para retirada de impurezas grosseiras, que passou por valvula de agulha, medidor de vazao de
modelo AppliTech® (Asa, Italia) e na sequéncia por um filtro biol6gico, apés o que foi
umidificado em coluna encamisada e recheada com esferas de vidro cheia de &gua destilada.
Por fim, o ar seguia para o leito, percolava a matriz porosa e saia pelo topo, sendo finalmente
liberado para a atmosfera.

Sonda gasosa de CO,

> »  Ditida de ar
v| i
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Figura 4.3. Sistema de suporte ao leito empacotado. Extraido de Rodrigues (2021).
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A coluna foi orientada verticalmente e operada com um maodulo empacotado com a
matriz sélida, além dos modulos de entrada e saida, com interior conico. O empacotamento de
todos os mddulos foi realizado segundo a técnica loose packing (LP) de Casciatori et al. (2014),
0 que significa que os substratos foram acomodados sem provocar compresséo do leito.

O equipamento utilizado constituiu-se de modulos construidos em ago inoxidavel, com
dimensdes 12,3 cm de diametro interno e 11 cm de comprimento, totalizando cerca de 1,35 L
de volume por mddulo. Os modulos tém parede dupla, sendo o espaco anular feito de camisa
para circulacdo de dgua. Maiores detalhes do desenho dos modulos e de sua disposicdo na

constituicdo da coluna podem ser vistos na Figura 4.4.

a c d e

Modulo Biorreator montado Biorreator montado

vazio cotiaTbsIats Foto do biorreator
19.98 cm Moduo de U OB
-—»
= saida
bl =
1232 cm .
Modulo
b fermentativo 2 :
Médulos de AR :J"’-”':‘:'i
entrada e saida fermentativo 1
Modulo
umido
Moédulo de Sl
entrada

Vazdo dear =
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Figura 4.4. Esquema representativo do biorreator de leito empacotado em multicamadas e
suas partes com (a) médulo fermentativo, (b) modulos de entrada e saida, (c) biorreator
montado sem substrato, (d) biorreator montado com substrato e (e) foto do biorreator.
Extraido de: Katayama (2021).

O modulo de entrada foi preenchido com esferas de vidro para estabelecimento do perfil
de escoamento do ar, que percolou o leito no sentido ascendente (end-to-end). O mdédulo de
saida permaneceu vazio. Foram realizados ensaios sem cultivo em duplicata, empregando-se

vazOes de ar saturado de 175 e 350 L/h, com escoamentos de agua pela camisa em
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contracorrente (CT) e co-corrente (CC) com o ar que percolava o leito. Nos ensaios com
configuragdo CT, ar saturado a 25°C percolou o leito no sentido ascendente e agua a 45°C
circulou pela camisa no sentido descendente, enquanto em CC os dois fluidos escoaram no
sentido ascendente nessas mesmas temperaturas. Os testes foram conduzidos até a obtencéo do
regime permanente de transferéncia de calor, admitido quando observadas leituras constantes
dos termopares com intervalo de 1 h.

A temperatura na entrada da secéo térmica (To) foi medida por um termopar inserido
radialmente na saida do modulo de entrada, correspondendo a posi¢do z = 0 da secdo térmica.
A temperatura da agua de aquecimento foi mantida por banho termostatico a 45°C. Pelo fato
de a superficie da célula ser metalica e de a vazdo de &gua ser elevada, assumiu-se que a
temperatura da parede foi mantida constante.

Termopares foram instalados ao longo da direcdo axial do leito, sendo inseridos
radialmente através de flanges de acoplamento entre os mddulos que compuseram a coluna,
permitindo acompanhar a temperatura ao longo dos experimentos. Os sinais foram registrados
por sistema de aquisicdo de dados da National Instruments COMPAQ-DAQ, gerenciado por

rotina do software Labview (National Instruments, Austin, USA).

4.4.2 Com reacédo ou cultivo (FES)

As faixas escolhidas de tempo e temperatura foram realizadas considerando 0s
resultados de Zanelato et al. (2012). Onde a temperatura ideal de producao de celulases por M.
thermophila I-1D3b é de 45°C, com tempo de cultivo de 96 h. A temperatura da agua da camisa
e de saturacdo do ar foi de 45°C e a vazdo do ar percolante foi 350 L/h. Em cada mddulo
fermentativo, foram colocados 195 g de BC:FT 3:7.

A umidificacdo do material com solugéo nutriente e a inoculagéo deste com a suspensao
de esporos foi feita no proprio saco plastico, seguida de mistura manual, ap6s o que o material
foi empacotado no modulo segundo a técnica de empacotamento LP descrita por Casciatori et
al. (2014). A esterilizagdo dos modulos previamente aos cultivos foi feita em autoclave a 121°C
por 20 minutos. Da mesma forma, foi esterilizado o substrato, acondicionado em sacos plasticos
ja contendo quantidade suficiente para empacotamento de um maodulo.

O aparato experimental empregado nos ensaios com cultivo foi 0 mesmo ja apresentado
na Figura 4.1. Neste caso, ao sair do leito, o ar passou por sistema de desumidificacéo, no qual
a dgua condensada era coletada e, em seguida, passava por coluna de silica, baixando a umidade

relativa do ar para no méximo 15%, possibilitando assim a leitura da concentra¢do de CO- na
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corrente gasosa de saida por sonda (Carbocap Vaisala). Nesses ensaios, 0s escoamentos do ar
percolante e da agua pela camisa tambeém foram avaliados em CC e CT, conforme j& descrito
para 0s ensaios sem cultivo.

Ao final do tempo de cultivo, o material fermentado foi removido do mddulo e destinado
a extracdo, visando a recuperacdo das enzimas celuloliticas produzidas. Tendo em vista a
importancia das enzimas celuloliticas para o desenvolvimento da tecnologia de producdo de
etanol de segunda geracdo, estas constituem os produtos biotecnolégicos de interesse do
presente trabalho (Perez, 2020). Para tanto, foi feita adicdo de agua destilada ao meio
fermentado (10 mL por grama de substrato sélido seco inicial). O material fermentado foi
coletado numa embalagem pléstica para realizagdo da extracdo sélido-liquido, com auxilio de
leve agitacdo e mistura do fermentado em contato com a agua. Em seguida, o liquido foi
separado do solido por filtracdo e seguiu para centrifugacao a frio (10000 rpm, 15 min, 5 °C).

O sobrenadante foi utilizado como extrato bruto para analises de atividade enzimatica.

4.4.3 FES com reversdo periddica do sentido de percolacéo de ar

A proposta do sistema de reversdo do sentido do fluxo de ar foi influenciar os perfis de
temperatura e umidade ao longo do comprimento do reator, com base no trabalho desenvolvido
por Buck et al. (2015), que teve por objetivo desenvolver um esquema de controle tipo
retroalimentacdo que permitisse influenciar e equalizar as distribuicbes de umidade e
temperatura ao longo do comprimento de um BLE durante um processo de FES.

O aparato experimental empregado nos ensaios de cultivo com reversdo periddica do
sentido de percolacao de ar foi 0 mesmo ja apresentado na Figura 4.1. O experimento seguiu a
metodologia descrita no item 4.4.2, onde se utilizou o fungo Myceliophthora thermophila I-
1D3b a 45°C, com tempo de cultivo de 96 h. Em cada modulo fermentativo, tinha-se 195 g de
BC:FT 3:7 com teor de umidade inicial 65% (em base Umida). A temperatura da &gua da camisa
foi 45°C, assim como a de saturagdo do ar, e a vazao do ar percolante foi de 350 L/h.

Nesses ensaios, ndo houve a necessidade de se avaliar o efeito do sentido de escoamento
do ar percolante e da 4gua pela camisa. A agua foi circulada continuamente no sentido de baixo
para cima, enquanto somente o sentido de escoamento do ar percolante foi variado no sistema
com reversdo. Foram realizados ensaios em duplicata, com a proposta de reverséo periodica do
sentido de escoamento de ar e com o sistema de cultivo “convencional”, descrito no item acima

e com aeracgao end-to-end ao longo de todo o tempo de processo.
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No sistema com reversao, a coluna também foi orientada verticalmente, mas agora foi
operada com 4 médulos empacotados com a matriz sélida, além dos médulos de entrada e saida
(esses com interior conico recheados com esferas de vidro). Assumiu-se a direcdo de fluxo
inicial do ar percolante da base ao topo da coluna (ascendente) até 24 h do inicio do
experimento; apds esse tempo, o sentido da percolacdo foi alterado do topo para a base
(descendente), como apresentado no esquema da Figura 4.5. A partir de 48 h de cultivo,
reverteu-se o sentido da corrente na direcao inicial com posterior troca até o fim da fermentacao.
Essa comutacdo foi controlada manualmente a partir da insercdo da mangueira do ar percolante
nos modulos de entrada e saida. Esperava-se, com esta estratégia, produzir um movimento
forcado do ponto quente de cada extremidade para 0 meio do biorreator (BUCK et al., 2015).
Ao final do tempo do processo fermentativo, o material fermentado foi removido do modulo e

destinado a extracdo, como descrito no item 4.4.2.

Modulo de
saida
Modulo
seco

Modulo
fermentativo 1
Modulo
umido
Modulo de

entrada

(a) Ascendente (b) Descendente
Figura 4.5. Esquema do sentido de percolacdo do fluxo de ar (a) ascendente, 0 a24 he 48 a
72 h; (b) descendente, 24 a 48 h e 72 a 96 h. Extraido e adaptado de Katayama (2021).

4.5  Técnicas de medicdo de temperatura

No sistema FES foi aferida a temperatura empregando um conjunto de termopares
localizados acima da camada superior de particulas, com os sensores localizados em diferentes
posicdes radiais. O conjunto de medicdo de temperatura continha 5 termopares tipo T com
revestimento de 1,5 mm de diametro externo e 45 mm de comprimento (Figura 4.6). Esses
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termopares, localizados em 5 posi¢es radiais adimensionais (r/R = 0; 0,27; 0,56; 0,79 e 0,92),
foram fixados por uma placa circular de poliamida.

Os sinais de todos os sensores térmicos foram coletados por um sistema de aquisicéo de
dados (Compag DAQ, National Instruments, EUA) e enviados para um computador para serem
processados pelo software LabView 8.5 (National Instruments, EUA). As variaveis resposta
foram as temperaturas em cada posicao radial e a temperatura média radial na saida do leito
(Tavg), Obtida por integracdo numeérica do perfil radial experimental por meio da regra de

Sympson e/ou do trapézio.

Figura 4.6. Suporte para os termopares. Fonte: Acervo pessoal.

Utilizando um termovisor (Figura 4.7) de 4800 pixels infravermelho pontual modelo
FG165, Flir Systems Inc., EUA), também se buscou identificar as frentes de transporte de calor
nos sistemas sem e com cultivo. As imagens de infravermelho foram registradas e analisadas

com base na escala de cores (hot iron) associada a radiacao emitida.

Figura 4.7. Termovisor infravermelho pontual.
Fonte: https://www.flir.com.br/products/tg165-x
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4.6  Determinagdo de umidade

Ao final de cada cultivo, foi determinada a umidade final dos sélidos fermentados, com
auxilio de analisador de umidade por infravermelho (i-thermo G163L, Bel Engineering, Italia),
no qual foram colocados 2 g de amostra, que foram secos até 0,1% de umidade a 110°C. A
amostragem foi feita de forma randémica, através da retirada de uma pequena porcdo do
material cultivado oriundo de cada médulo do BLE.

4.7  Analise respirométrica nos ensaios com cultivo

A analise respirométrica foi realizada com base nos dados de concentragdo de CO> na
corrente de saida de ar do biorreator. A sonda foi mantida no interior de um tubo fechado
hermeticamente, impedindo que o ar ambiente alterasse a composicdo do ar de saida. A
aquisicdo de dados foi feita pelo mesmo sistema utilizado para monitoramento e registro da
temperatura. A quantidade cumulativa de CO> produzido foi calculada a partir da area sob a
curva de concentracdo de CO> versus tempo de cultivo (FAVARO et al., 2020), conforme

Equacéo 4.3:

_ Fx C02 X (At)+c02i_1
= Vo

Ci

(4.3)

onde C; é a concentracdo de didxido de carbono acumulado (mol); F € a vazdo de ar (L/h); CO>
é a concentracdo de didxido de carbono (% v/v); At é o intervalo de tempo (h); e Vim € 0 volume
molar dos gases ideais nas Condi¢cdes Ambientais de Pressdo e Temperatura, igual a 25 L/mol.

A curva de CO, acumulado em funcio do tempo de cultivo, foi ajustado o modelo de
crescimento logistico (VICCINI et al., 2001). A despeito da simplicidade matematica, a
equacdo logistica pode representar uma aproximacdo adequada da curva de crescimento
completa em uma Unica equacdo, incluindo as fases lag, de crescimento exponencial e
estacionaria (CASCIATORI, 2015), tendo sua forma integrada representada pela Equacéo 4.5

(condigdo inicial emt = 0, X = Xo).

(4.4)

onde Xm € a concentragcdo maxima de CO. (mol); Xo € a concentracgdo inicial de CO2 (mol); n
é a constante especifica de producgdo de CO, (h?); e t é o tempo (h).
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Os ajustes foram realizados com auxilio do software Microcal Origin® 6.0 (Microcal
Software Inc., Northampton, EUA), onde se empregou o algoritmo de Levenberg-Marquardt
para a busca dos valores dos parametros. A adequacao do modelo foi determinada com base no

valor do R? (coeficiente de determinago) dos ajustes realizados.

4.8  Determinacdes analiticas

4.8.1 Atividade enzimatica

Foi determinada a atividade de endoglucanase (CMCase) dos extratos enzimaticos
brutos obtidos dos cultivos em estado sélido. Para tanto, foi sequida a metodologia de Ghose
(1987) com modificagbes, reagindo-se 0,1 mL de solucdo enzimatica com 0,9 mL de solucéo
de substrato carboximetilcelulose (CMC, Sigma) a 4 % (m/v) em tampéo acetato pH 5,0. A
reacdo se deu em banho termostatico a 60 °C por 10 minutos, sendo interrompida por adi¢éo de
1,0 mL do reagente DNS (&cido-1,3-dinitrosalicilico). Nos tubos controles, o extrato enzimatico
foi adicionado depois do DNS.

A quantificacdo de acucares redutores liberados foi feita segundo Miller (1959). A
solucdo foi mantida em banho de &gua em ebulicdo por 10 minutos, ap6s o que foi
imediatamente transferida para banho de gelo. Durante a ebuli¢do, o reagente DNS, ao reagir
com acgucares redutores presentes no meio, altera sua coloracdo inicialmente amarela para tons
castanhos. A intensidade de cor € diretamente proporcional a concentracéo de agticares ho meio,
e a reacdo de coloracdo é interrompida quando as amostras sdo transferidas para o banho de
gelo. Foram adicionados 8,0 mL de agua destilada, apds o que foi feita leitura da absorbancia
em espectrofotdbmetro a 540 nm.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por minuto de reacdo por mL de enzima. Com base
no volume de agua utilizado para extracao das enzimas, os resultados das atividades enzimaticas

foram convertidos para serem expressos em unidades por grama de substrato solido (U/gss).

4.8.2 Concentracdo de proteinas soluveis

A determinacdo da concentracdo de proteinas soluveis foi feita com base no método de
Bradford (1976). Como controle, utilizou-se um tubo Eppendorf contendo 1 mL de reagente de
Bradford e 20 uL de agua destilada. As amostras de extratos enzimaticos foram preparadas de

forma semelhante, misturando-se 20 L de extrato que reagiram com 1 mL do reagente de
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Bradford por 5 minutos a temperatura ambiente. A leitura de absorbéancia em espectrofotdmetro
foi feita a 595 nm. Esta andlise foi realizada em triplicata por amostra. Com o0s valores de
absorbancia da amostra, foi possivel calcular a quantidade de proteina (Cp em mg/L) pela
Equacdo 4.5, na qual se multiplica a absorbancia Abs por uma constante caracteristica do

reagente de Bradford (ks, em mg/L).
Cp = kg-Abs (4.5)
4.8.3 Atividade especifica

A atividade especifica foi obtida pela razdo entre a atividade enzimatica total (CMCase)

e a concentracdo de proteinas sollveis presentes na amostra, conforme a Equacéo 4.3.

Aenz
AESp = P (46)

onde Agsp € a atividade enzimatica especifica (U/mg); Aen; € a atividade enzimatica (U/mL); e
P é a concentragdo de proteina (mg/mL).

4.9  Determinacdo de parametros térmicos

Com base nos perfis térmicos radiais obtidos experimentalmente, foram determinados
parametros efetivos, empregando modelos da literatura para leitos recheados sem geracéo de
calor. O coeficiente convectivo de troca de calor (hp) e a condutividade térmica efetiva radial
(Kr) foram calculados empregando-se o0 modelo a dois parametros tradicional (Thoméo, 1995),
equacdo (3.4) da Reviséo da Literatura. Para tanto, foi utilizado um programa em linguagem
FORTRAN, ja disponivel e cujo cddigo é apresentado no Apéndice A deste trabalho, tendo sido
previamente utilizado por Thoméo (1995) e Casciatori e Thoméo (2018) para ajuste do modelo
aos dados experimentais, empregando o método dos minimos quadrados ndo-linear otimizado
através do algoritmo de Marquardt (1963). O Apéndice B mostra o0 modelo do arquivo de
entrada de dados para processamento pelo programa.

Conforme Laurentino (2007), um modelo ndo-linear é aquele em que qualquer
transformacéo de variaveis € insuficiente para deixa-lo linearizado em relagdo aos parametros.
Em geral, a técnica usada para estimar parametros desconhecidos em equacdes lineares ou nao-
lineares € 0 método dos minimos quadrados, representado pela funcdo quadratica residual,

calculada como o somatério do quadrado da diferenca entre os valores da varidvel de resposta
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fornecidos pelo modelo e os valores experimentais. Para avaliar se um modelo ajusta bem os
dados, podem ser analisados coeficiente de regressdo (R?) e residuos, ou ainda realizar testes
de significancia dos parametros estimados, utilizando-se a estatistica t-Student, que compara o
valor tabelado ao obtido pela razdo entre o valor do parametro estimado e o erro padréo desse
parametro (RATKOWSKY, 1983).

O método de minimos quadrados apresenta boa aplicacdo quando as propriedades dos
estimadores sdo conhecidas, como nos modelos lineares. Neste caso, a convergéncia para 0
valor minimo da soma de quadrados € rapida e ndo depende do valor inicial dos parametros
estimados. Quando o comportamento de um modelo se torna cada vez mais néo-linear, a
convergéncia pode ndo ocorrer, a superficie de resposta pode ter mais que um minimo e a
convergéncia para o0 minimo global ndo é garantida. Isto ocorre porque no caso ndo-linear os
estimadores ndo possuem distribuicdo normal, média zero e a variancia é um estimador viciado
da variancia populacional. Assim, as propriedades destes estimadores s&o desconhecidas e
podem ser aproximadas as de modelos lineares somente para uma amostra de dados infinita, ou
seja, na condicdo assintotica (RATKOWSKY, 1983).

4.10 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o software Minitab®
16 (Minitab Inc., State College, USA). Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) e
comparagOes entre médias através do Teste de Tukey, com nivel de confianca 95%. Todos os
resultados foram representados como média + desvio padrdo. As figuras graficas representando
o comportamento dos dados foram elaboradas através do software OriginPro 2016 (OriginLab
Corp., EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1  Analise térmica em leito empacotado sem ocorréncia de FES

As Figuras 5.1a a 5.1d apresentam os perfis de temperatura obtidos no ensaio térmico

em leito composto por BC:FT 3:7 m/m ndo inoculado (sem cultivo). A posigéo de entrada

refere-se a altura z = 0 do modulo fermentativo, imediatamente na entrada do ar na secdo

térmica, sendo o termopar localizado em r/R = 0 (centro). As posic¢des /R indicadas estdo

localizadas na saida da secéo térmica (z = 11 cm), sendo r/R = 0 a posic¢éo radial central e r/R

= 0,92 a mais proxima da parede aquecida. A duplicata de cada ensaio se encontra no Apéndice

C deste trabalho.
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Figura 5.1. Perfis de temperatura dos ensaios sem cultivo: a) CT, 175 L/h; b) CT, 350 L/h; c)
CC, 175 L/h; d) CC, 350 L/h. Fonte: Autoria propria.
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Os ensaios foram conduzidos até a obtencdo do regime permanente de transferéncia de
calor, admitido quando observadas leituras constantes dos termopares com intervalo de 1 h, que
duram em média 5 horas para atingir o equilibrio do sistema. Embora o ar na entrada fosse de
25 °C e tenha passado por uma coluna cheia de &gua e esferas de vidro houve um aumento da
temperatura de entrada em todos os ensaios, em especial com a vazdo de 175 I/h em regime
contracorrente (CT) e co-corrente (CC). Entretanto, apesar de a temperatura da parede (r/R=1)
ter sido de 45°C, nenhum dos perfis de temperatura chegaram a valores tdo proximos desta,
indicando bom resfriamento pela conveccao.

Na Tabela 5.1, s&o apresentados alguns dados destacados dos perfis de temperatura
apresentados, onde € possivel observar tanto o efeito do sentido das correntes de ar e de agua
guanto da vazdo de percolacdo. Os valores informados referem-se a média das duplicatas de

um mesmo ensaio.

Tabela 5.1. Analise dos perfis térmicos dos ensaios sem cultivo.

Sentido das

Vazdode Tcamisa Tar entrada t até RP Tavg radial ATvr=0a
Co”gnétgfj & arwm o °C) (h) (°C) 02 (°C)
CT 175 450  34,15+0,92 3,0+£0,01 40,65+0,64 0,3+0,14
CT 350 45,0 28,1+0,99 2,25+0,35 36,7+0,14 3,1+0,42
CC 175 45,0 34,45+0,21 3,25+0,35 40,85+0,49 0,35+0,07
CC 350 45,0 27,6£1,41 2,25+0,35 37,3+0,28  4,85+1,63

RP: regime permanente; Tavg radial: temperatura média radial; ATur = 0 a 0,92: gradiente de

temperatura entre o centro e a posic¢do radial mais préxima da parede.

Nota-se que a temperatura média radial (Tavg radial) € Maior para 0s ensaios com vazao
175 L/h, em comparacdo a 350 L/h, para as duas configuracdes de escoamento, CT e CC. Tal
comportamento era esperado, tendo em vista que, neste sistema, é a percolacdo de ar que
promove o arrefecimento do leito, ja que sua temperatura na entrada da sec¢ao térmica € menor
do que a da camisa. Ao mesmo tempo, se sabe que 0 aumento da vazao provoca um incremento
do coeficiente convectivo de transferéncia de calor, sendo a convecgdo um dos principais
mecanismos de troca térmica presentes em leitos empacotados percolados por ar. Essa
tendéncia ja observada por Casciatori (2018) onde destacou que em geral a Tavg radial € Mais

dependente da vazao de ar do que do comprimento do leito. Entre CC e CT, por sua vez, ndo se
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observa diferenca significativa de Tavg radial, CONforme analise de variancia ao nivel de 5% de
significancia.

Similarmente, o gradiente térmico radial (ATyr =0a0,92) aumenta para a maior vazao de
ar, em CT e CC. Essa maior diferenca entre as temperaturas no centro do leito (r/R = 0) e mais
proxima da parede (r/R = 0,92) tambem esta associada ao efeito de resfriamento convectivo
provocado pelo ar percolante, cujo coeficiente de transferéncia é diretamente proporcional a
vazdo do fluido. O tempo para alcance do regime permanente (RP), por sua vez, foi menor para
a maior vazdo, também tanto em CT quanto em CC, dado que o sistema sujeito a maior vazado
estava inicialmente mais perturbado em termos de estabilidade térmica. Comparando 0s
sentidos de escoamento para uma vazdo fixa, também ndo houve efeito significativo sobre as
variaveis trp ¢ ATyr =0a0,92. Comparando os pares de Figuras 5.1a e 5.1c e 5.1b e 5.1d, nota-se
que o perfil radial € mais expressivo para a maior vazdo, de 350 L/h, sendo possivel observar
nitidamente na Figura 5.1d que as temperaturas foram crescentes em direcéo a parede aquecida.

Na Figura 5.2, séo observados os perfis radiais de temperatura nos leitos sujeitos a
percolacdo de ar saturado sob duas vazGes e com escoamento de agua pela camisa e de ar

percolando o leito em CT e CC, apds alcance do regime permanente de transferéncia de calor.
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Figura 5.2: Temperatura em funcéo da posicao radial no leito fixo percolado por diferentes
vazes de ar em sentidos CC e CT com relagdo ao escoamento de dgua pela camisa. Fonte:

Autoria propria.
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Apesar de, a principio, os perfis de temperatura parecerem tipicos, nota-se que as
variagoes de temperatura foram muito discretas no interior do leito fixo na menor vazdo. Para
a vazdo de 175 L/h, tanto em CT quanto em CC, nota-se que a temperatura permanece
praticamente homogénea nas proximidades do centro do leito, sofrendo pouca varia¢do desde
0 centro até uma distancia radial muito proxima da parede do leito (r/R = 0,92). Por outro lado,
sob a vazdo de 350 L/h, observa-se o perfil esperado de temperatura decrescente a partir da
parede até o centro do leito, ja que foi feito aquecimento pela camisa. Entretanto, nenhum dos
perfis de temperatura chegaram a valores proximos de 45°C, o que € um indicativo do forte
efeito de resfriamento convectivo na zona de maxima porosidade do leito, que € no contato
entre a matriz sdlida e a parede cilindrica. Além disso, observaram-se temperaturas tdo maiores
guanto menor a vazdo de percolacdo, conforme esperado, novamente considerando que foi feito
aquecimento pela parede e resfriamento pela percolacéo de ar.

A influéncia da vazdo de ar nas temperaturas radiais medidas na saida do leito também
foi estudada por Casciatori et al. (2018), utilizando leitos empacotados por bagaco de cana-de-
acucar (BC). Os autores testaram alturas de leito de 60, 120 e 180 mm, engquanto a vazao de ar
variou de 400 a 1200 L/h; a temperatura do ar percolante foi 40°C, sendo a parede mantida a
65°C. Os autores constaram que, para leitos de 60 e 120 mm de altura, a temperatura permanecia
praticamente constante nas proximidades do centro do leito, sofrendo pouca variagdo desde o
centro até uma distancia radial correspondente a mais da metade do raio do leito (r/R = 0,56),
0 que foi particularmente caracteristico das menores vazdes de percolacdo, concordando com
as observacOes do presente trabalho.

Para os trés comprimentos de leito (60, 120 e 180 mm), aqueles autores reportaram uma
mudanga mais brusca da temperatura quando passaram da vazéo de 600 para 800 L/h, que
assumiram como faixa de transicdo entre a predominancia da contribuicdo estatica para uma
equivaléncia entre as contribuicGes estatica e dindmica da transferéncia de calor. Também foi
pontuado naquele trabalho que a temperatura na posic¢do radial mais proxima da parede (r/R =
0,92) tendia, em média, a valores proximos de 60°C, independentemente da vazao de ar e da
altura de leito. Levando em conta que a distancia entre o centro do sensor de temperatura mais
externo e a parede do leito (assumida como estando a 65°C) era de apenas 1 mm, teve-se um
gradiente de temperatura muito expressivo nessa regiao (5°C/mm), o que também se observou
no presente trabalho. Diante disso, assim como no trabalho de Casciatori et al. (2018), é

razoavel considerar, também neste trabalho, que a condi¢do de contorno convectivoemr =R é
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a mais adequada para a representacao fisica do fendmeno e que ha uma resisténcia térmica
apreciavel entre a parede e a matriz porosa.

Como ja comentado, tal fato pode ser atribuido a alta porosidade na regido do contato
entre a parede e 0 contorno da matriz composta por residuos agroindustriais, decorrente de um
grau de empacotamento diferente causado pela presenga fisica da parede da célula, conhecido
como efeito de parede (ZOTIN, 1985; THOMEO et al., 2004). O comportamento da porosidade
ndo é propriamente oscilatério amortecido, como observado por varios autores para esferas de
vidro (RIDGWAY; TARBUCK, 1968; ZOTIN, 1985; HAMEL; KRUMM, 2008), mas ha um
decréscimo acentuado para um valor constante a uma distancia de apenas meio diametro de
particula a partir da parede. Neste pequeno espaco, a porosidade é muito elevada, o que favorece
0 escoamento preferencial do ar junto a parede, permitindo a formacao de camada limite térmica

e justificando o contorno de 32 espécie.

5.1.1 Parametros térmicos em leito empacotado sem ocorréncia de FES

De acordo com o modelo de duas fases e bidimensional que descreve a transferéncia de
calor e &gua em um BLE para FES proposto por Casciatori et al. (2016), a camisa tem efeito
até determinado diametro, de modo que, para diametros superiores, a remocao de calor pela
camisa torna-se insignificante. O valor do diametro em que a camisa passa a ndo ter influéncia
depende de cada cultivo individualmente. Todavia, 0 bom controle térmico observado nao se
deve apenas a acdo da camisa, mas sim a um conjunto de fatores, como a utilizacdo de uma
cepa termofilica e de uma matriz sélida com alta porosidade (RODRIGUES, 2021). Como ja
sugerido por Gunn et al (1987), pode ser interessante determinar os coeficientes de transferéncia
de calor especificamente para a vizinhanca da parede, separadamente dos parametros térmicos
efetivos associados a transferéncia de calor em toda a secdo transversal.

Com base nos perfis de temperatura a saida do leito, foram calculados os parametros
térmicos do modelo tradicional a dois parametros, K: e hp, cujos valores sdo apresentados na
Tabela 5.2.

A excecdo de um dos valores da Tabela 5.2, 0 qual se encontra destacado em negrito, a
tendéncia é que os dois coeficientes aumentem com o aumento da vazao de ar, como esperado.
Resultados semelhantes foram encontrados por Casciatori et al. (2018), que relataram que 0s
valores de K; e hp apresentaram tendéncia de aumento com o aumento da vazéo de ar e de

diminuicdo com o aumento da altura do leito.
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Tabela 5.2. Parametros térmicos do leito de BC:FT 3:7 m/m com 65% de umidade.

Sentido das Vazio de ar Nusselt
correntes de ar e (L/h) hp (W/m2K) Kr (W/mK) modificado
é.gua (NUm = hp dp/Kr)
CT 175 10,0 (13,2) 0,15 (0,38) 0,0781
CT 350 70,1 (63,5) 4,47 (5,28) 0,4496
cC 175 129,3 (74,4) 1,43 (1,46) 0,5007*
cC 350 120,3 (96,7) 2,68 (2,81) 0,7302

*Q valor discrepante de hp = 129,3 W/m2K néo foi considerado para o calculo de Num.

Ao contrario do que foi observado para as temperaturas, a mudanca no sentido de
escoamento do ar percolante e da 4gua atraves da camisa provocou diferenca significativa nos
valores dos parametros. Para uma dada vazéo de ar, os coeficientes convectivos na parede foram
significativamente maiores em CC do que em CT, ao passo que a condutividade térmica efetiva
radial apresentou tendéncia oposta somente na maior vazao de percolacdo. 1sso se explica pelo
fato de este ultimo parametro ser mais influenciado pelos dados térmicos na regido mais central
do leito do que pelos da regido préxima da parede, sendo K afetada de forma aleatdria pelo
sentido de escoamento do fluido atraves da camisa. Por outro lado, o coeficiente convectivo hy
¢ mais influenciado pelas temperaturas proximas da parede, de forma que qualquer sutil
mudanca nas condi¢cdes nessa regido provoquem uma alteracdo sistematica no valor deste
coeficiente.

Na Tabela 5.2, constam ainda os valores calculado do nimero de Nusselt modificado
(Num), que foi escolhido para avaliar-se o efeito relativo da transferéncia de calor por convecgéo
e por conducdo. Nota-se que o efeito da configuracdo de escoamento sobre o valor de Num foi
mais pronunciado sob a menor vazéo de percolagdo, 175 L/h. Nessa taxa de aeracdo, Num com
fluidos em CC foi mais de 6 vezes maior do que em CT. Na vazédo de 350 L/h, o0 aumento de
Num de CC para CT foi de apenas 60%. Isso indica que o efeito condutivo, associado a troca de
calor radial em direcdo a parede e possivelmente influenciado pelo sentido de escoamento dos
fluidos percolante e pela camisa, torna-se pouco relevante sob altas taxas de percolacéo.

Para escoamento dos fluidos em CT, ao dobrar a vazdo de percolacdo, observou-se
aumento de cerca de 6 vezes no valor de Num; em CC, por outro lado, Num aumentou apenas
45% ao dobrar-se a vazéo de ar. Logo, pode-se inferir que o efeito convectivo foi preponderante

quando o fluido percolante e a agua da camisa escoaram em contra-corrente. Tal abordagem de
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andlise é inédita na literatura, trazendo percepcdes interessantes a respeito da troca de calor em
leitos recheados, ainda que sem a ocorréncia de cultivo e consequente geragéo de calor.

5.2 Analise térmica em leito empacotado com cultivo em FES

As Figuras 5.3a a 5.3d apresentam os perfis de temperatura obtidos no ensaio térmico
em leito composto por BC:FT 3:7 m/m inoculado pelo fungo termofilico M. thermophila I-
1D3b. Assim como nos sistemas sem reacdo a posicao de entrada refere-se a altura z = 0 do
modulo fermentativo, imediatamente na entrada do ar na secdo térmica, sendo o termopar
localizado em r/R = 0 (centro). As posicdes r/R indicadas estdo localizadas na saida da se¢éo
térmica (z = 11 cm), sendo r/R = 0 a posicao radial central e r/R = 0,92 a mais préxima da

parede aquecida.
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Figura 5.3. Perfis de temperatura dos ensaios com cultivo, vazao de ar 350 L/h: a) CT; b) CC.
Fonte: Autoria propria.
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Mais uma vez, nota-se que o sentido das correntes de ar e de agua nao exerce influéncia
expressiva sobre os perfis térmicos, j& que o tempo de cultivo até atingir a méxima temperatura
(Tmax), 0 valor de Tmax € a posi¢do em que ocorreu o pico de temperatura foram proximos para
CC e CT. Ao contrario do que foi observado nos ensaios sem cultivo, as maiores temperaturas
foram registradas no centro do leito (r/R = 0). Embora o ar e a camisa estivessem a mesma
temperatura, a geracao de calor metabdlico provoca um aumento de temperatura por ocasiao do
acumulo dessa energia gerada. Neste caso, quanto mais distante do contorno resfriado, mais
dificil a dissipacdo do calor.

Na Figura 5.4, sdo observados os perfis radiais no instante do pico de temperatura
maxima nos ensaios de FES, com ar percolante e 4gua da camisa em sentidos CT e CC.
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Figura 5.4. Temperatura em funcdo da posicao radial no instante do pico de geracédo de calor
no biorreator de leito empacotado com ocorréncia de FES, sob percolacdo de ar a 350 L/h, em

CT e CC e em duplicata. Fonte: Autoria propria.

Observa-se um perfil radial pronunciado para todos os cultivos, sendo ligeiramente mais
pronunciada a queda de temperatura em dire¢do a parede quando o ar percolante e a agua da
camisa escoam em contra-corrente, com ar no sentido ascendente e agua descendente. Neste
caso, 0 ar mais aquecido, nas proximidades do topo do leito, encontra agua mais arrefecida,
entrando no sentido descendente. No entanto, esse efeito ndo pode ser considerado significativo.
Na Tabela 5.3, sdo apresentados detalhes dos dados acerca dos perfis de temperatura nos
cultivos obtidos nos ensaios de FES, com ar percolante e &gua da camisa em sentidos CT e CC.

Os valores informados referem-se a media das duplicatas do cultivo.
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Tabela 5.3. Analise dos perfis termicos dos ensaios com cultivo em BLE na composicédo BC:FT
7:3, vazdo de ar 350 L/h.

Sentido das
Tcamisa Tar entrada ) /0 r/R de ATwr=0a
corrzné‘ltgfJ Se ar °C) (°C) trmax (N)  Tmax (°C) oo 02 (°C)
CT 45,0 42,65+0,07 27,75+0,35 50,9+0,42 0 (0) 0,25+0,21
CcC 450  42,6%0,14 28,25+0,35 51,1+0,28 0,27 (0)  0,55+0,07

Comparando-se os resultados térmicos dos dois modos de operacdo, apresentados na
Tabela 5.3, observa-se que ndo houve influéncia sobre as temperaturas méaximas e médias, visto
que as diferencas de ATwr=0a0,92 (°C) observadas foram menores do que a precisédo assumida
para os termopares (0,5°C). Logo, confirma-se como apropriada a condi¢do de contorno de
temperatura constante na parede de biorreatores de leitos empacotados, comumente empregada
em estudos de transferéncia de calor na FES nesse tipo de equipamento (MITCHELL et al.,
2010; CASCIATORI et al., 2016; PEREZ et al., 2019).

Resultados semelhantes foram encontrados por Rodrigues (2021) que, ao estudar o
efeitos das configuracbes CC e CT dos fluidos durante o cultivo em estado sélido de A. niger
em biorreator de leito empacotado na composicdo BC:FT 3:7, ndo observou diferenca
significativa entre as temperaturas maximas ao longo do comprimento do biorreator, nem entre
as temperaturas maximas nas duas configuracdes de escoamento para cada posic¢do, segundo o
teste de Tukey, evidenciando que a mudanca no sentido do escoamento dos fluidos ndo teve
influéncia significativa sobre os picos de temperatura. A auséncia de tal influéncia significativa
também sera corroborada quando da analise do grafico de desprendimento de gas carb6nico ao
longo desses cultivos, na sec¢do seguinte.

Retornando a analise dos perfis temporais vistos na Figura 5.3, observa-se relativa
homogeneidade térmica ao longo do biorreator, um atributo industrial importante, embora seja
possivel observar-se uma tendéncia de elevacdo de temperatura nas porgdes superiores do
fermentador. Essa tendéncia ja havia sido prevista por Casciatori et al. (2016) com base em
simulagfes, empregando modelos bidimensionais a duas fases para a transferéncia de calor e
de umidade em biorreatores de FES em leito empacotado. Ademais, a relativa homogeneidade
térmica aqui notada ja havia sido observada experimentalmente por Zanelato et al. (2012) e por
Casciatori (2015), sendo um indicativo de que a combinacdo dos fatores operacionais,

propriedades fisicas do meio solido, dimensdes do equipamento, fisiologia e taxa de
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crescimento do microrganismo podem favorecer a homogeneidade térmica do biorreator. Cabe
lembrar que, em outros trabalhos da literatura, como no de Ghildyal et al. (1994), a elevacéo de
temperatura observada chegou a 20°C acima da temperatura 6tima do bioprocesso.

Ainda com relagéo aos perfis temporais, ndo foram observados indicios de crescimento
diduxico do microrganismo, com dois picos de temperatura, 0 que havia sido reportado por
Rodrigues (2021) quando do cultivo, no mesmo substrato, do fungo Aspergillus niger, um fungo
mesofilico, que ndo produz atividades de enzimas celuloliticas tdo elevadas quanto é capaz de
produzir o fungo Myceliophthora thermophila. No caso de Rodrigues (2021), pode-se supor
que o crescimento do fungo foi inicialmente suportando pelo farelo, levando ao surgimento do
primeiro pico de geracdo de calor. No entanto, como FT estava presente em pequena proporcao,
supde-se que apos deplecdo dessa fonte de carbono mais facilmente acessivel, a cultura deva
ter passado por uma segunda fase de adaptacéo, até ajustar seu metabolismo para 0 consumo de
carbono proveniente do bagaco, mais recalcitrante, levando mais tarde ao surgimento de um
segundo pico de geracdo de calor metabdlico. Embora a composicao de substrato tenha sido a
mesma no presente trabalho, é razoavel supor que, mesmo com a deplecdo de nutrientes
oriundos do farelo, o fungo termofilico, por sintetizar celulases de forma muito expressiva, ndo
enfrentou uma segunda fase de adaptacédo ao longo do tempo total de cultivo.

Por outro lado, a inversdo da propor¢do massica de BC:FT de 7:3 de trabalhos anteriores
para 3:7 no presente trabalho pode acarretar queda da umidade méaxima possivel de ser
absorvida (Casciatori et al., 2015), assim como decréscimo da porosidade do leito (Casciatori
etal., 2014), o que pode ter causado 0 aumento na temperatura maxima e media dos ensaios em
CC e CT, ao se comparar aos ensaios realizados por Perez et al. (2020), Rodrigues et al. (2022)
e Henrique (2022), além de alterar o instante do pico de temperatura. Tais alteragdes podem
estar associadas tanto a efeitos nutricionais do meio de cultivo contendo maior fracdo de FT,
quanto aos fatores estruturais, que dificultam a transferéncia de calor e massa.

Por fim, a andlise dos perfis de temperatura permite presumir que a dificuldade de
remocao de calor nos reatores de FES em leito fixo decorre de dois fatores principais: das
propriedades do recheio e das condic¢des operacionais. O primeiro fator consiste em que 0 meio
poroso ndo é propicio a transferéncia de calor por ser um material organico, predominantemente
celuldsico, o que lhe confere baixa condutividade térmica molecular. O segundo fator consiste
em que as vazOes empregadas nos reatores de FES sdo muito baixas, o que resulta em baixa
taxa de troca térmica devida a contribuicdo dindmica da transferéncia de calor no leito percolado

por ar (CASCIATORI, 2015). No entanto, também ha que se considerar os fatores biéticos,
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como tipo de microrganismo e seu metabolismo, além de disponibilidade de nutrientes nos

diversos substratos que podem ser empregados.

5.2.1 Analise respirométrica em leito empacotado com cultivo em FES

A Figura 5.5 apresenta os perfis de concentragcdo de CO, em duplicata ao longo do tempo
de cultivo para as duas configuracGes de escoamento, CT e CC. O teor de CO2 na corrente
gasosa de saida do BLE, medida indireta do metabolismo do fungo M. thermophila, demonstrou
aumento expressivo entre 20 e 30 h de cultivo, tendo sido coincidente com o periodo em que se
registrou a maxima temperatura. Tal fato reitera que o calor metabolico gerado e acumulado é,
de fato, o que provoca o sobreaguecimento do leito.

Resultados similares ja haviam sido reportados por Casciatori (2015) e Rodrigues
(2021), de forma que esta observacao corrobora que o calor metab6lico maximo produzido pelo
fungo causa o0s picos de temperatura no processo, que ocorrem durante sua fase de crescimento

acelerado (exponencial), durante a qual a taxa de respiracdo da cultura é a mais alta.
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Figura 5.5. Perfis de concentracdo de CO2 em fun¢do do tempo de cultivo em (a) CT; (b) CC.
Fonte: Autoria propria.

Dados de CO2 podem fornecer elementos importantes para a compreensao das relacées
entre o crescimento dos fungos e a producéo de enzimas, uma vez que € dificil medir a biomassa
em FES, devido a dificuldade de separar a biomassa do substrato utilizado para a fermentacéo
(RAIMBAULT, 1998). Ressalta-se que os ruidos observados nos valores adquiridos de CO2 no
final da curva, referentes aos periodos nos quais os valores sao mais baixos, estdao préximos do
limite minimo de detec¢éo da sonda, o que pode interferir nos dados adquiridos.
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A Figura 5.6 apresenta os ajustes em duplicata do modelo de regressao logistica aos
dados de CO, acumulado nos ensaios com cultivo em sentido CC e CT. Os valores dos

parametros ajustados da equacéo da logistica sdo dados na Tabela 5.4.
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Figura 5.6. Ajuste do modelo de regressao logistica aos dados de CO2 acumulado em
duplicata em (a) CT; (b) CC. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 5.4. Constantes especificas de produgdo de CO, acumulado nos ensaios com cultivo
nos sentidos CC e CT.

Sentido das correntes

de ar e dqua u(hh Xo (Mol CO2)  Xmax (Mol COy) R2
e 0,096 (+ 5,05¢™) 8,71 255,72 (£0,36)  0,9904
0,099 (+ 5,066 7.15 243,98 (+0,30)  0,9916
o 0,096 (+ 5,05e7%) 8,70 281,82 (+0,38)  0,9914
0,096 (+ 4,61e™) 8,30 297,35 (£0,37)  0,9930

E possivel notar que os erros dos parametros foram baixos e o coeficiente de correlagdo
foi alto para todos os ajustes. Além disso, praticamente ndo houve diferenca significativa entre
as constantes especificas de taxa de produgdo de CO> nos cultivos com ar percolante e agua
pela camisa escoando em correntes contrarias ou paralelas. Também se nota que os valores de
u obtidos no presente trabalho foram proximos dos reportados por Rodrigues (2021), tanto com
base no volume de CO; produzido quanto no teor de proteinas soltveis, confirmando que o
método respiromeétrico € uma excelente alternativa para acompanhamento dos bioprocessos de
FES em BLEs.
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5.2.2 Atividade enzimética obtida por FES

O rendimento do bioprocesso de FES foi avaliado em termos de atividade enzimatica
de endoglucanase, producdo de proteinas sollveis e atividade especifica. Foram consideradas
as médias dos ensaios em duplicatas, obtidas no BLE para as duas configuracdes de escoamento
do ar percolante e da agua pela camisa, CT e CC. Os resultados estdo apresentados na Tabela
5.5.

Tabela 5.5. Atividade de endoglucanase, Producédo de proteinas sollveis e atividade especifica
obtida nos cultivos no BLE.

Sentido das correntes Endoglucanase Proteinas soluveis  Atividade especifica
de ar e 4gua (CMCase) (U/gss) (mg/L) (U/mg)
CT 123,48 £ 5,914 121,87 +2,28" 97,023 + 0,68"
CC 123,71 + 4,66 130,84 +2,60" 94,386 + 1,374

* Médias que ndo compartilnam uma letra séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Pode-se observar, quanto as atividades endoglucanase dos extratos, que ndo houve
diferenca significativa entre as duas configuracdes de escoamento, o que condiz com 0s
resultados com respeito ao perfil térmico e de producdo de géas carbdnico. Apesar do
escoamento em CC ter apresentado o maior valor de proteinas sollveis e atividade especifica,
ndo foi estatisticamente significativa (a = 5%) a diferenca desses resultados entre as duas taxas
de aeracéo.

Perez et al. (2021) avaliaram a producédo de enzimas em biorreator de leito empacotado
alterando as condi¢des de aeracao e porosidade do meio. Nas melhores condicGes, obtiveram
resultados maximos de 210 U/gss para CMCase. Porém, o foco do presente trabalho nédo foi
exatamente avaliar as condi¢cdes que melhorassem a producédo de celulases, mas sim avaliar o
comportamento térmico do biorreator sob diferentes condi¢cdes de operacdo, razdo pela qual
inclusive optou-se por utilizar uma mistura de substrato na composi¢édo que se sabe ndo ser a
mais favoravel a produgdo dessas enzimas. Assim, a atividade de endoglucanase foi utilizada
basicamente como um indicador ao considerar a aplicacdo proposta, visto que é uma enzima
indispensavel na cadeia de producdo do E2G pela rota puramente bioquimica (Rodrigues,
2021). Dado que o rendimento do bioprocesso ndo foi afetado pelos sentidos de escoamento
dos fluidos percolante e da camisa em CT ou CC, optou-se por realizar os cultivos controle, que

seriam tomados como referéncia comparativa para os testes com reversao periodica do fluxo de
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ar, com agua e ar escoando em contracorrente, uma vez que esta € a configuragdo de escoamento
que proporciona a menor perda de carga para a bomba de demanda do banho termostatico que
envia agua para a camisa.

Vale mencionar que, tendo em vista a obtencéo de celulases por FES, a utilizacdo do
mesmo material tanto como substrato para a producéo dessas enzimas quanto para a hidrolise
dos materiais lignocelul6sicos nos quais serdo aplicadas pode reduzir os custos da producdo do
etanol de segunda geracdo, uma vez que ambos 0s processos poderiam ser colocalizados e
compartilharem da mesma infraestrutura. Alem disso, a escolha do substrato indutor afeta as
caracteristicas do coquetel enzimatico produzido (VAN DEN BRINK et al., 2014). Logo, como
0 objetivo € produzir enzimas para aplicacao especifica na hidrolise do bagago de cana na cadeia
produtiva do etanol de segunda geracdo (E2G), 0 mesmo material usado como indutor tem o
potencial de favorecer o direcionamento das caracteristicas do coquetel enzimatico a ser obtido
(SORENSEN et al., 2011; DELABONA et al., 2012a).

5.2.3 Umidade ao final do tempo de cultivo em FES

A Tabela 5.6 mostra os contetidos de umidade final da matriz solida (em porcentagem
de umidade em base imida, % b.u.) ao final do tempo de cultivo em cada mddulo para as duas
configuracdes de escoamento do ar percolante e da agua pela camisa, CT e CC.

Tabela 5.6. Umidade final do meio utilizado nos mddulos acessorios de entrada, fermentativo

e saida do BLE ap0s os cultivos de M. thermophila em estado sélido em BC:FT 3:7 m/m.

Sentido das correntes  Mddulo de entrada Modulo fermentativo Modulo de saida

de ar e agua (% em b.u.) (% emb.u.) (% emb.u.)
CT 61,63 +2,76" 62,72 +2,15 12,17 +1,438
cC 55,13 +2,194 63,26 +0,58" 15,22 46,128

* Médias que ndo compartilham uma letra em uma dada coluna sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Sabendo-se que a umidade inicial dos modulos fermentativos foi de 65% (b.u.) em
ambos os modos de operacgdo, pode-se afirmar que ocorreu secagem pouco pronunciada do
meio durante o cultivo, o que € confirmado através do teste de Tukey. Isso provavelmente
ocorreu devido ao ndo equilibrio termodinamico entre o ar e a &gua como consequéncia da

geracdo de calor metabolico, de modo que o ar removeu parte da agua contida na matriz sélida.
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Entretanto, as secagens aqui observadas néo afetaram negativamente o metabolismo do fungo,
uma vez que os primeiros modulos ndo apresentaram as menores atividades enzimaéticas.
Umsza-Guez (2009) relatou secagens mais intensas, porém ndo utilizou modulos acessorios de
entrada e saida.

J& Casciatori (2015) e Rodrigues (2021) j& haviam relatado que o emprego dos médulos
acessorios foi capaz de proteger os fermentativos como desejado, uma vez que ndo foi
observado nenhum padréo relacionando as atividades de endoglucanase e os valores de umidade
final. Um fator essencial relatado pelos mesmos autores para garantir a saturacdo do ar e impedir
a secagem excessiva dos mddulos fermentativos foi a reposicdo diaria de &gua nos
umidificadores do ar percolante, além da umidificagdo em dois estagios, inicialmente a
temperatura ambiente e depois a temperatura de processo. Esse procedimento também foi
utilizado neste trabalho.

Zanelato (2011) havia testado umidades de 75, 80 e 85 % para a produgéo de CMCase
por Myceliophthora thermophila I1-1D3b, tendo obtido atividade enzimética mais baixa para o
maior conteddo de umidade, o que foi atribuido a reducdo da oxigenacao devida a diminuicéo
da porosidade do substrato. Além disso, Casciatori et al. (2015) mostraram que o farelo de trigo
pode absorver agua até atingir 80% de umidade, ao passo que 0 bagaco de cana absorve uma
quantidade maxima de agua suficiente para atingir a umidade limite de 75%, mas isso pode
levar alguns dias. Assim, para substrato composto por 30% de bagaco de cana, € mais seguro
trabalhar-se com conteudo de umidade inicial inferior a 75%, de modo a evitar a presenca de
agua ndo absorvida pela matriz sélida em escala de frascos e o gotejamento de agua nos
biorreatores, 0 que causaria entupimento dos poros entre particulas e dificultaria a transferéncia

de massa, sobretudo de gases respiratorios.

5.3  Andlise térmica em leito empacotado sujeito a reversdo periédica do sentido de

percolacédo de ar durante o cultivo em FES

As Figuras 5.7a a 5.7d apresentam os perfis de temperatura obtidos nos ensaios de FES
com e sem reversao periddica (a cada 24 h) do fluxo de ar percolante, empregando 4 médulos
fermentativos. Os termopares radiais foram alocados entre os médulos 2 e 3, posicao central
axial da secdo fermentativa. As temperaturas indicadas para os demais modulos referem-se a
registrada por um termopar situado no centro do leito (r/R = 0), sendo o modulo 1 o0 mais
préximo da base e 0 médulo 4 o mais proximo do topo. Ja a Figura 5.8 apresenta o perfil radial

de temperatura no instante do pico de aquecimento e na posigéo axial central do leito, ou seja,
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a saida do segundo modulo fermentativo. Nota-se que o perfil térmico radial foi pouco afetado
pela reversdo ou ndo do sentido do escoamento de ar, uma vez que as temperaturas foram
praticamente coincidentes tanto nas proximidades do centro quanto na vizinhanca da parede do
leito, independentemente de haver ou ndo a reversdo do sentido de percolacdo. Apenas destoa
um pouco dessa tendéncia o cultivo 1 com reversdo, o que pode ser atribuido ao fendmeno de
secagem, que pode ter removido mais calor evaporativo quando da reversdo do fluxo, devido a
maior distancia entre a coluna de umidificacdo do ar e a entrada do leito, no sentido da aeracédo
reversa. De todo modo, tal resultado estd de acordo com o esperado, visto que a reversdo do
sentido de escoamento deve afetar o perfil axial de temperaturas, ndo o radial, pois ndo se

alteram as resisténcias a convecc¢do e conducao.
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Figura 5.7. Perfis de temperatura dos ensaios com cultivo em leito empacotado com 4
modulos: (a) com reversdo da percolacdo, exp. 1; (b) com reversao, exp. 2; () sem reversao

da percolagdo, exp. 1; (d) sem reversao, exp. 2. Fonte: Autoria propria.
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Figura 5.8. Temperatura em funcao da posicao radial no instante do pico de aquecimento e na
posicao axial central em leito empacotado sujeito a reversao periddica do sentido de

percolacdo e aeracdo end-to-end, sob vazdo de ar de 350 L/h. Fonte: Autoria prépria.

Com relacdo aos perfis temporais, é possivel observar que, nos testes com reversao
periddica do fluxo de ar a cada 24 h de cultivo, a posicdo axial do ponto de mais alta temperatura
variou ao longo do tempo de cultivo, como era esperado. Essa oscilacdo fica bastante nitida
quando se observam as linhas de temperaturas referentes a entrada e ao médulo 4, que passa a
ser o primeiro modulo fermentativo quando o sentido da percolacdo de ar é invertido. Nota-se,
nas Figuras 5.7a e 5.7b, que quando o ar entra pela base e sai pelo topo da coluna, 0 modulo de
entrada apresenta as temperaturas mais baixas, registradas entre 0 e 24 h de cultivo, e depois
entre 48 e 72 h. A partir do instante em que o ar passa a entrar pelo topo e sair pelo fundo da
coluna, entre 24 e 48 h, e depois novamente entre 72 e 96 h, o modulo 4 assume as mais baixas
temperaturas.

Esses resultados experimentais sdo inéditos na literatura de FES em BLEs, e concordam
com os obtidos por simulacdo por Buck et al. (2015), que empregaram balangos de energia e de
umidade para predizer o comportamento do leito quando sujeito a um controle retroalimentado,
baseado na posi¢do do ponto quente na coluna. Na Tabela 5.7, sdo apresentados detalhes dos
dados acerca dos perfis de temperatura nesses cultivos. Com relagdo a temperatura maxima
atingida nos ensaios sem e com reversdo do fluxo de ar, nota-se que esta foi ligeiramente maior
para a operacdo denominada como controle, o que estd associado a flutuacdo da posicdo do

ponto quente no caso dos cultivos com reversdo, como ja mencionado, embora a diferenca entre
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as médias ndo seja estatisticamente significativa. Desta forma, pode-se dizer que 0 modo de
operacdo com variacdo periodica do sentido de percolacdo de ar € uma estratégia interessante
do ponto de vista de homogeneidade térmica do sistema, haja vista que o gradiente médio de

temperatura entre o centro e o leito no ensaio com reversao também foi ligeiramente menor.

Tabela 5.7. Andlise dos perfis térmicos dos ensaios com cultivo em leito empacotado sujeito a
reversdo periodica do sentido de percolacéo, vazdo de ar 350 L/h.

Vazao r'R

: Tcamisa Tar entrada tTmax . (o ATwr=0
Ensaio ?If/ﬁ; °C) (°C) (h) Tmax (°C) T?:éx 2002 (°C)

350 45,0 44,55+0,35 25,6+2,69 51,7+0,71 0 0,18+0,17

Com reversao
de fluxo
Controle
(aeracdo 350 450 42,85+0,49 26,45+3,46 53,15+0,78 0 0,33%0,25

unidirecional)

Em comparagdo aos ensaios no biorreator com apenas 1 médulo fermentativo, as
temperaturas maximas foram mais elevadas para o ensaio controle com 4 médulos, uma vez
que o pico de temperatura atingiu 53,2°C no centro do leito para um dos cultivos, contrapondo-
se a um valor de 51,7°C no mesmo ponto para 0 ensaio com reversao, mais proximo a maior
temperatura atingida com apenas 1 mddulo. Essas ligeiras diferengas térmicas, no entanto, ndo
afetaram de forma significativa a producdo enzimatica, o que indica que outros fatores podem

ter causado uma alta variabilidade nas atividades enzimaticas alcangadas.

5.3.1 Analise respirométrica em leito empacotado sujeito a reversao periddica do sentido
de percolacéo de ar durante o cultivo em FES
A Figura 5.9 apresenta os perfis de concentracdo de CO2 em duplicata ao longo do tempo
de cultivo sujeito a reversao periodica do sentido de percolacao de ar, assim como do controle
(aeragdo unidirecional convencional, da base para o topo). Como a aeragdo continuou sendo
unidirecional, os perfis de concentracdo do gas na corrente de saida do biorreator, seja da saida

pelo topo ou pela base, ndo foram alterados pela reverséo periédica do sentido de percolacao.
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Figura 5.9. Perfis de concentracdo de CO na corrente de saida em fungdo do tempo de
cultivo nos testes (a) com reversao da percolacdo a cada 24 h; (b) sem reversao da percolacéo.

Fonte: Autoria propria.

As Figuras 5.10a e 5.10b apresentam os resultados experimentais e 0s ajustes em
duplicata do modelo de regressdo logistica aos dados de CO> acumulado nos ensaios de cultivo

com reversdo de fluxo de ar e no sistema controle, respectivamente.
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Figura 5.10. Ajuste do modelo de regresséo logistica aos dados de CO, acumulado em fungéo
do tempo de cultivo nos testes (a) com reversao da percolacdo a cada 24 h; (b) sem reversédo

da percolacdo. Fonte: Autoria propria.

Similarmente ao observado para os perfis de concentracdo de CO2 na corrente de saida
e tendo sido mantida a mesma vazao de percolacao, pode-se inferir que o metabolismo do fungo

néo foi afetado de forma significativa pela reversdo ou ndo do sentido de aeracdo. A producéao
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total acumulada de CO2 em 96 h foi em torno de 1100 mol para ensaios com reversdo e de 1000
mol com aeragdo unidirecional. No entanto, observa-se que 0s parametros | € Xmax estimados
foram ligeiramente maiores nos cultivos com reversao periddica do sentido de percolacéo de
ar, como pode ser visto na Tabela 5.8, embora a diferenca estatistica entre esses valores ndo
seja significativa.

A reversdo do sentido de percolacdo, alem de ter influenciado ligeiramente o pico de
temperatura, também favorece a aeracdo de forma mais homogénea de todos os médulos do
biorreator. Enquanto no sistema controle os médulos superiores recebem sempre a corrente
gasosa mais rica em CO> gerado pela respiracdo, que vem sendo trazido pelo ar por adveccéo
dos mddulos inferiores, a reversdo proporciona que esses modulos recebam ar fresco durante
metade do tempo total de cultivo, o que pode ter favorecido o crescimento do microrganismo,
justificando os maiores valores de Xmax.

Além disso, os valores de u do presente trabalho foram superiores aos reportados por
Casciatori (2015) e Henrique et al. (2022), mas isso também pode estar associado a diferenca
de composicdo de substrato, visto que os autores citados trabalharam com BC:FT 7:3 m/m, e
ndo 3:7, como foi o caso do presente estudo. De todo modo, os resultados encontrados mostram
que ambas as condicBes propostas de aeracdo sdo quase que igualmente favordveis ao

desenvolvimento do fungo termofilico.

Tabela 5.8. Constantes especificas de produgdo de CO> acumulado nos ensaios em leito

empacotado sujeito a reversao periddica do sentido de percolacao de ar e controle.

Ensaio n(hh Xo (Mol CO2)  Xmax (Mol COy) R2
0,099 (6,51e™) 21,61 992,48 (+1,75)  0,9878
Com reverséo de fluxo
0,110 (+ 7,83e™) 19,56 995,93 (+1,60)  0,9865
Controle (aeracédo 0,098 (+ 6,23e™) 23,57 924,85 (+1,50) 0,9882
unidirecional) 0,097 (+ 6,41e™) 20,01 855,42 (+1,48)  0,9875

5.3.2 Atividade enzimatica obtida por FES com reversdo do sentido de percolacéo de ar

Novamente, o rendimento dos bioprocessos de FES sem e com reversao periddica do
fluxo de ar percolante foi avaliado em termos de atividade enzimética de endoglucanase. Neste
caso, dentro de cada cultivo individualmente, foram consideradas as atividades médias dos
extratos oriundos de cada modulo fermentativo, fazendo-se a comparagéo entre os rendimentos

de cada modulo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.9.
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De maneira geral, ndo se pode dizer que houve diferenca significativa entre os dois
modos de operagdo, o que também é dificil de ser avaliado devido a ampla variabilidade dos
ensaios de atividade. O que chama atencdo é que, nos 4 ensaios realizados, 0 médulo mais
préximo da base apresenta geralmente as maiores atividades enzimaticas, enquanto o0 médulo
mais proximo do topo tende a apresentar menores valores, mas essa diferenga ndo parece estar
associada a reversao ou ndo do sentido de percolacao de ar, visto que ocorre tanto com quanto
sem reversao, 0 que esta coerente com as sutis alteracdes sobre os perfis térmicos e de producéo
de CO..

Tabela 5.9. Atividades de endoglucanase obtidas nos cultivos no BLE sem e com reversdo

periddica do fluxo de ar.

Modulo Endoglucanase (CMCase)
fermentativo (U/gss)

1 354,1 + 66,94
324,1 + 55,2AB
164,1 + 71,38
224,2 + 65,878
456,4 + 56,3"
4495 + 29 47
417,25 + 9,68"
2955 + 31,98
346,7 + 40,84
234,62 + 15,418
315,3 + 64,978
337,5+ 31,778
430,2 + 19,6"8
473,5 + 40,5
420,9 + 42,578
4 361,45 + 11,28

* Em cada bloco, médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Ensaio Repeticao

Com reversao do fluxo
de aracada24 h

Controle (aeragéo
unidirecional)

WNNPRPRPPPWONREPIRWONERRWDN

Essa tendéncia de queda da atividade enzimatica em direcdo ao topo do leito no caso de
aeracdo end-to-end ja havia sido reportada por Zanelato et al. (2012) e por Derakhti et al. (2012),
neste ultimo trabalho a respeito da produgo da enzima a-amilase por Bacillus sp. KR-8104 em
farelo de trigo em biorreator de leito empacotado. Os autores tiveram bons rendimentos, mas a
producéo da enzima decrescia da base para o topo do biorreator.

Diversos pesquisadores tém desenvolvido pesquisas em FES usando duas linhagens do
fungo termofilico Myceliophthora thermophila, quais sejam I-1D3b (empregada no presente

trabalho) e M.7.7, ambas gentilmente cedidas pelo Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
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Exatas de S&o José do Rio Preto (Ibilce/UNESP). Na Tabela 5.10, observa-se que 0s resultados
obtidos no presente estudo sdo promissores quando comparados aos de outros trabalhos da
literatura, que empregaram o mesmo fungo visando a producéo de enzimas celuloliticas em
diferentes substratos, indicando potencial para aplicacdo na hidrélise do bagaco de cana-de-

acucar para obtencdo de bioetanol de segunda geragé&o.

Tabela 5.10. Producéo de enzimas fibroliticas por linhagens do fungo Myceliophthora.

) ] CMCase Xilanase  FPU Tipo de o
Microrganismo  Substrato* Referéncia
(U/gss)  (Ulgss) (mg/L) reator
Myceliophthora Sacos de Moreti
BC+FT 54 1045 2,0 ) .
sp (M.77) polipropileno (2010)
Myceliophthora Leito Zanelato
_ BC+FT 800,0 900,00 8,3
thermophila 11D3 empacotado (2011)
M. thermophila ) o
Leito Casciatori

11D3 (Preparado BC+FT 849,9 225,6 12,1
empacotado (2015)

enzimatico)

Myceliophthora embalagens Perez
_ BC+FT 147,08  1094,04 - o

thermophila 11D3 plasticas (2017)

Myceliophthora Leito Perez et al
_ BC+FT 210 1100,0 -

thermophila 11D3 empacotado (2021)

Myceliophthora embalagens
_ BC+FT 291,75 - - o )

thermophila 11D3 plasticas Rodrigues

Myceliophthora Leito (2021)
_ BC+FT 158,3 - -

thermophila 11D3 empacotado

Essa diferenca entre os valores da literatura e os encontrados neste trabalho é admissivel,
posto que as fermentagdes foram realizadas em condic6es especificas, com intervalo de tempo
de mais de 10 anos com os primeiros trabalhos empregando esse fungo.

Novamente para 0s extratos oriundos de cada ensaio, sem e com reversdo periodica do
fluxo de ar, foram realizadas analises em duplicata do teor de proteinas soltveis pelo método
de Bradford obtidas nos cultivos. Além da correlagdo com o crescimento, através dos valores
de proteinas sollveis dos extratos, também foi possivel obter as atividades especificas, como

uma medida da pureza desses extratos, e cujos valores médios calculados encontram-se
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dispostos na Tabela 5.11. Acredita-se que o ponto referente a0 modulo 1 do ensaio controle seja

um erro experimental da determinacg&o de proteinas, visto que o valor de concentracéo foi muito

discrepante dos demais, 0 que indicaria maior pureza, para atividades enzimaticas similares.

Tabela 5.11. Producdo de proteinas sollveis e atividade especifica obtidas nos cultivos sem e

com reversdo periddica do fluxo de ar.

Ensaio Modulo Proteinas soluveis Atividade especifica
fermentativo (mg/L) (U/mg)
1 336,1 + 69,34 120,91 + 3,374
Com reverséo do 2 366,72 + 13,665 105,1 + 20,348
fluxo a cada 24 h 3 270,2 + 14,38 106,0 + 60,748
4 260,04 + 12,3578 100,5 + 24,28
1 70,1 + 23,44 601 + 2858
Controle (aeragdo 2 199,6 + 48,48 193,4 + 131,68
unidirecional) 3 226,7 + 39,378 167,8 + 62,18
4 180,7 + 41,3"® 197,4 + 35,78

* Em cada bloco, médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05).

5.3.3 Umidade obtida por FES com reverséo do sentido de percolacéo de ar

A Tabela 5.12 mostra os contetdos de umidade final da matriz sélida (em porcentagem

de umidade em base umida, % b.u.) obtidas nos cultivos no biorreator sem e com reversdo

periddica do fluxo de ar. A umidade inicial do modulo de fermentacdo também foi de 65%

(b.u.) em ambos os modos de operacdo. Também neste caso, foi feita comparacao das médias

de umidade entre os médulos, dentro de um mesmao cultivo.

Tabela 5.12. Umidade final do meio utilizado nos modulos acessoérios de entrada, fermentativo

e saida obtidas nos cultivos sem e com reversdo periddica do fluxo de ar.

Ensaio Modulo Umidade (% em b.u.)
1 56,91 + 7,05A"
2 60,06 + 5,788
Com reverséo do fluxo de ar a 3 66,63 + 3,33"
cada 24 h 4 62,95 + 2,48"B
Base 54,63 +5,11 /B
Topo 59,79 + 2,218
1 59,070 +1,20*
2 44,56 + 12,088
Controle (aeragéo 3 67,35 + 2,74"8
unidirecional) 4 66,02 + 2,35%
Base 55,13 + 2,2018
Topo 20,135 + 0,30¢

* Médias que ndo compartilnam uma letra sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Assim como nos ensaios de FES com 1 Gnico médulo fermentativo em CT e CC, pode-
se dizer que, nos testes com 4 modulos fermentativos com e sem reversdo do sentido de aeracéo,
0 meio resseca levemente durante o cultivo. Poréem, nota-se que, no sistema de reversao, ocorreu
secagem pouco pronunciada do meio durante o cultivo, indicando que a alteracéo do sentido do
fluxo de ar impediu a secagem e manteve a umidade mais proxima do valor inicial. No sistema
controle, ocorreu secagem mais pronunciada nos médulos 1 e 2 e um aumento da umidade nos
modulos 3 e 4, 0 que pode ser atribuido a condensacao de agua na porcéo superior do biorreator,
antes mesmo de atingir o médulo contendo bagago grosso seco. Entretanto, as secagens aqui
observadas ndo afetaram negativamente o metabolismo do fungo, uma vez que 0s ensaios ndo

apresentaram queda de atividades enzimaticas, como ja discutido.

54  Imagens térmicas do processo sem reacdo, com reacdo e em regime de reversao

As Figuras 5.11a a 5.11d mostram as imagens térmicas de infravermelho de um dos
testes sem reacdo, em CC e CT, com vazdes de 175 e 350 L/h. Como a camisa € mantida em
temperatura maior que a do ar, observa-se que a temperatura aumenta em direcdo as posicdes
radiais mais proximas da parede em todos os experimentos. O contrario é observado nas Figuras
5.11e a 5.11h, que mostram as imagens térmicas ao final dos testes com cultivo.

No caso com reacdo, o calor metabdlico gerado, ao se acumular no meio, sobreaquece
de forma mais expressiva o centro do leito, posi¢do mais afastada do contorno resfriado, que é
a parede. Isso independe de o cultivo ser feito com aeracdo unidirecional ou com reversao
periddica. Logo, os resultados obtidos com a cdmera térmica corroboram o que ja havia sido
inferido com base nas medidas pelos termopares. Esses resultados também concordam com os
da literatura classica de FES em leito empacotado de Saucedo-Castafieda et al. (1990), que
apresentaram perfis térmicos temporais para vérias posic@es radiais adimensionais de um leito

empacotado de farelo de trigo, no cultivo de Aspergillus niger.
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(9) Reverséo de fluxo (h) Controle
Figura 5.11. Imagens térmicas de infravermelho (a) sem reagdo, 175 L/h, CT; (b) sem reacéo,

350 L/h, CT; (c) sem reagdo, 175 L/h, CC; (d) sem reacdo, 350 L/h, CC; (e) ao final de um
cultivo em CT; (f) ao final de um cultivo em CC; (g) ao final de um cultivo com reverséo de
fluxo; (h) ao final do cultivo controle. O sinalizador indica a posi¢do em que esta sendo medida

a temperatura, indicada no canto superior esquerdo de cada imagem. Fonte: Autoria prépria.
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5.5  Analise térmica dos cultivos com base no adimensional de Damkdéhler modificado

O ndmero modificado de Damkohler (Dam) pode ser utilizado tanto para predizer o
desempenho de um biorreator ja existente, como também para direcionar o aumento de escala.
Um valor de Dan maior que 1 indica que, no momento da maxima geracdo de calor, a
temperatura critica seré excedida na extremidade final do leito sob aeragdo unidirecional. Para
a temperatura ser a maxima aceitavel para o sistema, as maximas taxas de producédo e de
remoc&o de calor devem ser iguais, de forma que Dam deve ser igual a 1 (Perez, 2021).

Sabendo-se que o critério limitante para o numero de Damkdhler modificado obtido por
Mitchell et al. (1999) é evitar que o leito atinja temperaturas indesejaveis capazes de prejudicar
o crescimento fungico, os valores de vazdo utilizados para os diferentes valores de Dam foram
razoavelmente satisfatorios, uma vez que o sobreaquecimento foi inferior a 10°C, enquanto
aumentos de temperatura superiores a 20°C ja foram reportados nos primeiros estudos de FES
em leito empacotado.

Para analise adimensional dos cultivos realizados neste trabalho, os valores de Dam
foram calculados com base na equacéo (3.11), cujos resultados sao apresentados na Tabela 5.13,
juntamente com as condicBes operacionais dos cultivos. Como parametros constantes, as
propriedades estruturais do leito, ps ¢ €, foram calculadas com base em Casciatori et al. (2014),
ponderando-se os valores experimentais dessas propriedades para leitos de BC e FT com base
nos percentuais massicos desses componentes no substrato empregado no presente trabalho, 7:3
m/m. Os pardmetros associados as atividades metabdlicas do microrganismo, popt € Xm, foram
obtidos experimentalmente com base na analise respirométrica de CO total liberado ao longo
dos cultivos. Y foi tomado como 5% do coeficiente de rendimento metabdlico de Saucedo-
Castafieda et al. (1990), em J por kg de biomassa celular. Para manter a consisténcia dimensional,
foi necessario utilizar o fator determinado por Rodrigues (2021) para correlacionar a formagéo de
biomassa e a liberagdo de gas carbdnico, 257,3 mols de CO; por g de biomassa. As propriedades do
ar e o calor latente de vaporizagdo da agua foram tomados de tabelas de propriedades termofisicas

de fluidos. A velocidade superficial de escoamento foi a mesma para todos 0s ensaios de cultivo.

Tabela 5.13. Valores de Dam para os cultivos realizados no presente trabalho.

Sentido Tin (°C)  Tout (°C) H (m) Mopt (hl) Xm (mol CO2) Dam

CcC 42,5 51,3 0,11 0,098 249,85 2,33
CT 42,7 51,2 0,11 0,096 289,59 2,75
Controle 448 53,7 0,44 0,098 890,14 2,05
Reversio 43,2 52,2 0,44 0,105 994,21 2,43
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Como se observa, os valores do adimensional foram préximos entre si, variando entre 2
e 2,75, 0 que esta coerente com 0 aumento de temperatura observado nos instantes do pico de
méaxima geracao de calor pelo metabolismo do fungo. A elevacdo de temperatura decorre de
periodos nos quais a taxa de remocéo de calor do sistema, pelos mecanismos combinados de
adveccao e evaporacgdo, foi superada pela taxa de geracdo de calor metabdlico. O emprego do
adimensional é particularmente interessante por permitir avaliar conjuntamente o efeito de
varidveis operacionais como altura do leito e vazdo de percolacdo ideais para fazer com que
essas duas taxas se equiparem, 0 que evitaria 0 sobreaquecimento do sistema, mesmo que nos
instantes de maxima atividade respiratoria, sendo um critério interessante para estudos futuros

de ampliacéo de escala de bioprocessos de FES em biorreatores de leito empacotado.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesta Dissertacdo fornecem maior entendimento sobre a
transferéncia de calor em leitos empacotados com residuos sélidos agroindustriais, sem e com
a ocorréncia de cultivo em estado sélido. Com os perfis térmicos obtidos nos ensaios sem
cultivo, nota-se que a temperatura média radial (Tavg radial) € Maior para 0S ensaios com vazao
175 L/h, em comparacdo a 350 L/h, para as duas configuracdes de escoamento, CT e CC. Tal
comportamento era esperado, tendo em vista que, neste sistema, é a percolacdo de ar que
promove o arrefecimento do leito, ja que sua temperatura na entrada da sec¢ao térmica é menor
do que a da camisa. Além do mais, apesar de a temperatura da parede (r/R=1) ter sido de 45°C,
nenhum dos perfis de temperatura chegaram a valores tdo proximos desta. Em termos de
alteracdes na direcdo do fluxo de ar e 4gua que escoa pela camisa, notou-se que ndao houve
impacto nos perfis de temperatura.

Com os valores obtidos no ensaio, foram determinados pardmetros efetivos através do
modelo a dois parametros tradicional, com base nos quais foi definido, calculado e analisado o
numero adimensional de Nusselt modificado para permitir uma analise térmica mais abrangente
do sistema. Onde percebeu-se que conforme a vazdo de ar aumenta, 0s parametros térmicos
aumentam e foram maiores para escoamento dos fluidos em contra-corrente.

Nos ensaios de cultivo do fungo Myceliophthora thermophila em uma mistura 3:7 m/m
de bagaco de cana e farelo de trigo em biorreator de leito empacotado multicamadas, atingiu-
se temperatura maxima cerca de 7°C acima da 6tima, com aeracdo unidirecional ascendente.
Tal fato reitera que a geracao de calor metabdlico e o que provoca um aumento de temperatura
por ocasido do acumulo dessa energia gerada. Com respeito a mudanca do sentido de
escoamento de ar percolante e de dgua pela camisa, observou-se que ndo houve influéncia nos
perfis de temperatura. Dessa forma, a escolha da configuracdo de escoamento pode ser baseada
somente nas perdas de carga. Quanto as atividades endoglucanase dos extratos e proteinas
soluveis obteve-se em CC (123,71 + 4,66; 130,84 + 2,60) e CT (123,48 £ 5,91; 121,87 * 2,28)
respectivamente. Percebe-se ndo houve diferenca significativa entre as duas configuracoes de
escoamento, o que condiz com os resultados com respeito ao perfil térmico e de producdo de
gas carbonico.

Como resultado de uma estratégia experimental inédita na literatura, os cultivos com
reversdo periodica do fluxo de ar percolante apresentaram maior homogeneidade térmica,

provavelmente devido a melhor distribuicdo de ar entre os modulos.
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Para analise adimensional dos cultivos realizados neste trabalho, os valores de
Damkohler modificado (Dam) foram calculados com base nas atividades metabolicas do
microrganismo, Hopt € Xm, que foram obtidos experimentalmente pela anélise respirométrica de
CO: total liberado ao longo dos cultivos. Notou-se que os valores do adimensional foram
préximos entre si, variando entre 2 e 2,75, 0 que esta coerente com o0 aumento de temperatura
observado nos instantes do pico de maxima geracdo de calor pelo metabolismo do fungo.
Considerando a caréncia de uma estratégia para a ampliacao de escala, 0 nUmero de Damkdéhler
¢ uma alternativa interessante, visto que permite a avaliagdo conjunta do impacto de variaveis

operacionais em bioprocessos de FES em biorreatores de leito empacotado.

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Como sugestdes para futuros trabalhos na area, propdem-se:
= Realizar novos cultivos em leito empacotado, com reverséo do sentido de percolagéo
em intervalos mais curtos;
» Realizar cultivos empregando fungo mesofilico, para avaliar o efeito das estratégias
aqui avaliadas comparativamente ao cultivo termofilico;
» Avaliar o efeito de mais niveis de vazdo de percolagdo e altura de leito sobre os

pardmetros térmicos de transferéncia de calor em leito empacotado.
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APENDICE A - PROGRAMA EM FORTRAN PARA ESTIMATIVA
PARAMETROS - PARTE 1

O0O0O0O0O0O00O0

Este programa estima os parametros (hw e kr) do modelo adotado
JA ESTA COM MINIMOS QUADRADOS PONDERADOS E COM
100 TERMOS

*hkhkkhkhkhhkhkkhhkhkhkhkhikhkkihkhkihkkhihkkihkhkihhkkhihkkihkhihkihihkkihkhihkkihhihkhihiihihkiihkikx

DIMENSION X(500),B(50),DX(500,50),W(200),Y (50,90),YC(50,90),
1 A(50,50),D(50,50),Z(50),AUX(50,50),DB(50),BC(50),Y CC(500),

/ LKINV/(500), MKINV(500),H(50),BX(50),BM(50)
CHARACTER*12 NOME,NRESP

COMMON/AA/NOME

COMMON/B/ANI,IDER,EPS,ITMAX

WRITE(*,*) ' ENTRE COM O NOME DO ARQUIVO DE DADOS'
READ(*,987) NOME

987 FORMAT(A)

C

C

O

Z0000

O00000TOO0O00O0O000O0

OPEN(UNIT=9,FILE=ENOME,STATUS='0LD")

WRITE(*,*) ' ENTRE COM O NOME DO ARQUIVO DE RESPOSTAS'
READ(*,987) NRESP

OPEN(UNIT=8,FILE=NRESP,STATUS='NEW')

WRITE(8,*) ' ---- PROGRAMA MARQTRT----'
WRITE(8,*) ' MODELO A 2 PARAMETROS - SEM DISPERSAO AXIAL '
M  =NUMERO DE PARAMETROS A SEREM AJUSTADOS
NX =NUMERO DE PONTOS EXPERIMENTAIS
NVAR = NUMERO DE VARIAVEIS INDEPENDENTES DO MODELO
ANl = CONSTANTE DE CORRECAO DA PROCURA DO METODO DE
ARQUARDT
RECOMENDA-SE ENTRE 2E 5

DOS

IDER = CHAVE PARA CALCULO DAS DERIVADAS USADAS NO JACOBIANO
SE IDER=1, DERIVADA ANALITICAMENTE (NESTE CASO O USUARIO

DEVE FORNECER AS EXPRESSOES NA SUBROTINA ADERIV)
SE IDER=2, DERIVADA NUMERICAMENTE

EPS =PRECISAO ESTABELECIDA PARA FIM DA PROCURA, E' COMPARADA

COM (DB/B); RECOMENDA-SE EPS=1E-05

ITMAX = NUMERO MAXIMO DE ITERACOES PARA O CASO DA PROCURA

MINIMO SE FRUSTRADA
B(l) = VALOR INICIAL DOS PARAMETROS (ESTIMATIVA)
KREST = CHAVE PARA RESTRICAO NA PROCURA

SE KREST=1, COM RESTRICAO

E SE KREST=2, SEM RESTRICAO
BM(I) = VALOR MINIMO DOS B(l),RESTRICAO
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C BX(l) = VALOR MAXIMO DOS B(l),RESTRICAO
C  Y(IlJ) = VALOR DA VARIAVEL DEPENDENTE J NO PONTO Il
C  X(II,K) = VALOR DA VARIAVEL INDEPENDENTE K NO PONTO Il
READ(9,*) M,NX,NVAR
WRITE(*,*) ' NUMERO DE PARAMETROS DO MODELO: M ='M
WRITE(*,*) ' NUMERO DE VARIAVEIS INDEPENDENTES: NVAR ='NVAR
WRITE(**) ' NUMERO DE PONTOS EXPERIMENTAIS:  NX ='NX
VT 1 = e ———— S——
YT = e Y '
WRITE(*,*) ' PONTOS N P —— '
WRITE(*,*) ' VAR.INDEP. VAR.DEP.'
N=NX
MM=M*M
CALL PRINC(M,NVAR,NX,N,MM,X,B,DX,W,Y,YC,A,D,Z, AUX,DB,
/ BC,YCC,LKINV,MKINV,H,BX,BM)
STOP
END

g********************************************************************
C

SUBROUTINE PRINC(M,NVAR,NX,N,MM,X,B,DX,W,Y,YC,A,D,Z, AUX,DB,
/ BC,YCC,LKINV,MKINV,H,BX,BM)

DIMENSION X(NX,NVAR),B(M),DX(N,M),W(N),Y (NX),YC(NX),A(M,M)
1,D(M,M),Z(M),AUX(M,M),DB(M),BC(M),Y CC(N),LKINV(MM), MKINV(MM)
1,H(M),BX(M),BM(M)

COMMON/B/ANI,IDER,EPS,ITMAX

COMMON/A/TO, TW, TETAC(50), TETA(50),RW,RWDP,NTERMOS,GCP

CHARACTER*12 NOME
COMMON/AA/NOME

[oR— LEITURA DAS VARIAVEIS (TEMPERATURA, R, 2)

DO 100 1=1,NX

100 READ(9,*) Y(I),(X(I,IVAR),IVAR=1,NVAR)

WRITE(*,*)*** MINIMOS QUADRADOS PONDERADOS? ***'
WRITE(*,*)*** SIM DIGITE 1 ***

WRITE(*,*)*** NAO DIGITE 0 ***

READ(*,*) MINP

IF(MINP.NE.1) GO TO 1111
DO 10 I=1,N

10 READ(9,*) W(I)

GO TO 1112

1111 CONTINUE
DO 12 I=1,N
12 W()=1.
1112 CONTINUE
DO 13 1=1,M
13 H(l)=1.
DO 400 1=1,NX
400 WRITE(*,302) 1,Y(1),(X(I,IVAR),IVAR=1,NVAR)

WRITE(*,112)

112 FORMAT(LX,---)
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[om— REDEFINICAO DAS VARIAVE|S-----nmmermmmeemmmeacmmeeae-

(o— ADIMENSIONALIZACAO DA TEMPERATURA
[o— Y(1JK) = (T-TO)/(TW-TO)
(o— ADIMENSIONALIZACAO DA POSICAO RADIAL E AXIAL
[oR— X(1JK,1) = RIRW 1JK=1,NX
[o— X(JK,2) = ZIRW 1JK=1,NX
READ(9,*) TO,TW,RW

DO 199 1JK=1,NX
TETAIIK)=(Y (1JK)-TO)/(TW-TO0)
X(1IK,2)=X (1K, 2)/RW
199 X(IIK,1)=X(1JK,1)/RW
WRITE(*,*) '--- VARIAVEIS ADIMENSIONAIS ----
DO 411 I=1,NX
411 WRITE(*,302) 1,Y(1),(X(I,IVAR),IVAR=1,NVAR)
WRITE(*,112)
211 CONTINUE
READ(9,*) REY,DP,RW
RWDP=RW/DP
(o — CHUTE INICIAL ----eenmmmemmmmeemmmeee
READ(9,%) (B(1),1=1,M)
WRITE(*,*)"*** CHUTE INICIAL ***'
WRITE(*,*)' HW =",B(1)
WRITE(**)' KR = ',B(2)
WRITE(8,*)*** CHUTE INICIAL ***'
WRITE(8,*)' HW =",B(1)
WRITE(8,*)' KR =',B(2)
READ(9,*) KREST
IF(KREST.EQ.0) GO TO 80
READ(9,%) (BX(1),1=1,M)
READ(9,%) (BM(I),I=1,M)
80 CONTINUE
(oR— PARAMETROS DO MARQUARDT -------------
READ(9,*) ANI,EPS,ITMAX
WRITE(*,*) ' ANI =", ANI
WRITE(*,*) ' EPS ="' EPS
WRITE(**) ' ITMAX =" ITMAX
TV =T = e e —— S—— '
M=2
MM=M*M
INDEP=NVAR
IDER=2
WRITE(*,*) ' IDER =2 ... JACOBIANO CALCULADO NUMERICAMENTE'
ANI=5.
EPS=1.E-05
ITMAX=50
WRITE(*,*)*** ENTRE COM O NUMERO DE TERMOS DA SOMATORIA ***"
READ(*,*) NTERMOS
IPR=1
VISC=0.018E-03
CP=1050.

OO0
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RHOG=1.187
PR=0.7
AREA=3.1416*(RW**2)
G=REY*VISC/DP
GCP=G*CP
CALL MARQ(X,NX,B,M,Y,YC,N,IDER,EPS,ANI,H,W,ITMAX,INDEP,IPR,
/FI1,DX,A,D,Z,AUX,DB,BC,YCC,LKINV,MKINV,MM,BX,BM,KREST)
WR]TE(*,*) ' —————————————————————'
WRITE(*,987) NOME
987 FORMAT(1X," O ARQUIVO DE DADOS UTILIZADO FOI :',2X,A)
HW=B(1)
AKR=B(2)
BI=HW*RW/AKR
GAMA=AKR/(GCP*RW)
WR|TE(*1*) === ———————————————————'
WRITE(*,*) REP ="'REY
WRITE(*,*) ' BIW ='"BI
WRITE(*,*) ' GAMA ="' GAMA
WRITE(**) ' HW (W/M2K) = ', HW
WRITE(**) " KR (W/MK) ="AKR
WR|TE(*1*) === ————————————————'
RES=0.
REST=0.
DO 4224 1=1,NX
DIF=TETA(I)-TETAC(I)
RES=RES+DIF*DIF
DIFT=Y(1)-YC(l)
C
C CALCULO DA FUNCAO F
C
SQT=(YC(I)*YC(I))/M
REST=REST+DIFT*DIFT
4224 SQM=REST/(NX-M)
FCALC=SQT/SQM
WRITE(*,*) ' FCALC = "FCALC
WRITE(*,*) ' RESIDUO ADIMENSIONAL ="'RES
WRITE(*,*) ' RESIDUO EM TEMPERATURA =" REST
WRITE(*,*) ' ENTRE COM UM NUMERO PARA IMPRIMIR Y-EXP E Y-CALC'
WR]TE(S,*) - —-————————————————————=—=—'
WRITE(8,*) REP ='REY
WRITE(8,*) ' BIW ="BI
WRITE(8,*) ' GAMA ="' GAMA
WRITE(8,*) ' HW (W/M2K) = ", HW
WRITE(8,*)" KR (W/MK) ="AKR
WRITE(8,*) '================================================'
WRITE(8,*) ' FCALC = "FCALC
WRITE(8,*) ' RESIDUO ADIMENSIONAL ='RES
WRITE(8,*) ' RESIDUO EM TEMPERATURA =" REST
WRITE(8,501)
DO 4114 I=1,NX



4114 WRITE(8,502) (X(I,IVAR),IVAR=1,NVAR), TETA(I), TETAC(I),Y (1), YC(I)
READ(*,*) KHG
WRITE(*,303)
DO 600 I=1,NX
600 WRITE(*,302) 1,Y(1),YC(I)
301 FORMAT(LX, 7(E12.5))
302 FORMAT(LX,14,10(E11.4))
303 FORMAT(/,' PONTO - YEXP - YCALC")
501 FORMAT(1X,' RIRW Z/RW TETA TETAC '3X,’ T TC)
502 FORMAT(1X,2(F8.4),3X,2(F8.4),3X,2(F6.1))
305 FORMAT(1X,5(F8.1))
RETURN
END
C
C***********************************************************************
C
SUBROUTINE MARQ(X,NX,B,M,Y,YC,N,IDER,EPS,ANI,H,W,ITMAX,INDEP, IPR,
IF1,DX,A,D,Z,AUX,DB,BC,YCC,LKINV,MKINV,MM,BX,BM,KREST)
DIMENSION X(NX,INDEP),B(M),DX(N,M),W(N),Y(N),YC(N),A(M,M),D(M,M),
1Z(M),AUX(M,M),DB(M),H(M),BC(M),YCC(N),LKINV(MM),MKINV(MM),BX(M),
IBM(M)
C
NY=N/NX
ITER=0
ALAMBO=1.E-02
TAL=1.E-03
KPRINT=1
CALL ETA(X,NX,B,M,YC,NY,INDEP,KPRINT)
FI=0
DO 10 I=1,N
10 FI=FI+W()*(Y(1)-YC)*(Y(1)-YC(1))
IF(IPR.EQ.1)CALL IMPRIM(B,FI,ITER,M,ALAMB,X,Y,YC,N,NX,INDEP)
ALAMB=ALAMBO*ANI
115 ALAMBC=ALAMB/ANI
ITER=ITER+1
GO TO (120,130),IDER
120 CALL ADERIV(X,NX,B,M,DX,N,INDEP,YC)
GO TO 140
130 CALL NDER(X,NX,B,M,DX,N,INDEP,YC)
140 DO 150 IL=1,M
DO 160 IC=1,M
A(IL,1C)=0.
D(IL,IC)=0.
DO 160 I1=1,N
160 A(IL,IC)=A(IL,IC)+W(I1)*DX(I1,IL)*DX(II,IC)
150 D(IL,IL)=A(IL,IL)

DO 170 IL=1,M
Z(1L)=0.
DO 170 I=1,N

170 Z(IL)=Z(IL)+*W(I)*(Y(1)-YC(1))*DX(I,IL)
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175 DO 180 IL=1,M
DO 180 IC=1,M

180 AUX(IL,IC)=A(IL,IC)+ALAMBC*D(IL,IC)
CALL MINV(AUX,M,DT,LKINV,MKINV,M*M)
DO 190 IL=1,M
DB(IL)=0.
DO 190 I=1,M

190 DB(IL)=DB(IL)+AUX(IL,1)*Z(l)

195 DO 200 IL=1,M

200 BC(IL)=B(IL)+H(IL)*DB(IL)
IF(KREST.EQ.0) GOTO 205
DO 203 I=1,M
IF(BC(1).GT.BX(I)) BC()=BX(l)

203 IF(BC(1).LT.BM(I)) BC()=BM(I)

205 CALL ETA(X,NX,BC,M,YCC,NY,INDEP,KPRINT)
FIC=0.
DO 210 I=1,N

210 FIC=FIC+W(I)*(Y(1)-YCC(I)*(Y(1)-YCC(I))
IF(IPR.EQ.1)CALL IMPRIM(BC,FIC,ITER,M,ALAMBC,X,Y,YCC,N,NX,INDEP)
ITESTE=0
DO 216 I=1,M
TT=ABS(DB(I))/(TAL+ABS(B(1)))

216 IF(TT.GT.EPS) ITESTE=1
IF(ITESTE.EQ.0) GO TO 260
IF(FIC.LE.FI) GO TO 218
ALAMBC=ALAMBC*ANI
GO TO 175

218 ALAMB=ALAMBC
FI=FIC
DO 220 I=1,M

220 B(1)=BC(I)
DO 222 I=1,N

222 YC(I)=YCC(l)
IF(ITER.GT.ITMAX) GO TO 280
GO TO 115

260 IF(FIC.GT.FI) GO TO 280
FI=FIC
ALAMB=ALAMBC
DO 270 I=1,M

270 B(1)=BC(I)
DO 275 I=1,N

275 YC(I)=YCC(l)

280 WRITE(*,301)
WRITE(8,301)

WRITE(8,*) ' ITERACAO = "ITER
WRITE(8,*) 'RESIDUO = '|FI
WRITE(8,*) ' LAMBDA = 'ALAMB

WRITE(8,*) ' COEFICIENTES  B(l)
WRITE(8,402) (B(1),1=1,M)
CALL IMPRIM(B,FIITER,M,ALAMB,X,Y,YC,N,NX,INDEP)



IF(ITER-ITMAX) 290,290,300
290 WRITE(*,101)
WRITE(8,101)
291 S2=FI/FLOAT(N-M)
WRITE(*,*) ' VARIANCA $2="82
WRITE(*,*) ' DESVIO PADRAO SQRT(S2)=",SQRT(S2)
CALL MINV(A,M,DT,LKINV,MKINV,M*M)
ALFA=0.05
WRITE(*,*) 'ALFA=" ALFA
V=N-M
WRITE(*,*) 'V="V
WRITE(*,*) 'ENTRE COM O VALOR DA T-STUDENT'
READ(*,*) TS
DO 420 I=1,M
DO 400 J=1,M
400 A(1,J)=A(1,0)*S2
420 BC(1)=TS*SQRT(A(I,1))
WRITE(*,*) ' INTERVALO DE CONFIANCA DOS PARAMETROS '
WRITE(*,402) (BC(I),1=1,M)
WRITE(*,*) ' MATRIZ COVARIANCA DOS PARAMETROS'
WRITE(8,*) ' VARIANCA $2="82
WRITE(8,*) ' DESVIO PADRAO SQRT(S2)=",SQRT(S2)
WRITE(8,*) ' INTERVALO DE CONFIANCA DOS PARAMETROS '
WRITE(8,402) (BC(1),1=1,M)
WRITE(8,*) ' MATRIZ COVARIANCA DOS PARAMETROS'
DO 425 I=1,M
WRITE(8,402) (A(1,J),J=1,M)
425 WRITE(*,402) (A(1,J),J=1,M)
GO TO 310
300 WRITE(*,201)
WRITE(8,201)

GO TO 291
101 FORMAT(/,1X, PRECISAO DOS PARAMETROS ATINGIDA')
201 FORMAT(/,1X," -=--mnnen- ATENCAO -----nmemmv ',

1' PRECISAO DOS PARAMETROS NAO ATINGIDA")
301 FORMAT(/,1X,'>>>>>>>>>>>>> RESULTADOS FINAIS <<<<<<<<<<<<<)
402 FORMAT(1X,10(E12.5))
310 RETURN

END
C
C**********************************************************************
C

SUBROUTINE ETA(X,NX,B,M,YC,NY,INDEP,KPRINT)

DIMENSION P1(100),P2(100)

DIMENSION X(NX,INDEP),B(M),YC(NX)

COMMON/A/TO, TW, TETAC(50), TETA(50),RW,RWDP,NTERMOS,GCP
[oam— P1 SAO AS RAIZES DE J1
[oam— P2 SAO AS RAIZES DE J0
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C

DATA P1/.000000, 3.831706, 7.015587, 10.173470, 13.323690,
16.470630, 19.615860, 22.760090, 25.903670, 29.046830,
32.189680, 35.332320, 38.474770, 41.617100, 44.759330,
47.901470, 51.043540, 54.185550, 57.327530, 60.469460,
63.611360, 66.753230, 69.895070, 73.036900, 76.178700,
79.320500, 82.462270, 85.604030, 88.745770, 91.887500,
95.029240, 98.170950, 101.312700, 104.454400, 107.596100,
110.737800, 113.879400, 117.021100, 120.162800, 123.304500,
126.446100, 129.587800, 132.729500, 135.871100, 139.012800,
142.154400, 145.296100, 148.437700, 151.579400, 154.721000,
157.862700, 161.004300, 164.145900, 167.287600, 170.429200,
173.570800, 176.712500, 179.854100, 182.995700, 186.137400,
189.279000, 192.420600, 195.562200, 198.703900, 201.845500,
204.987100, 208.128700, 211.270300, 214.412000, 217.553600,
220.695200, 223.836800, 226.978400, 230.120000, 233.261700,
236.403300, 239.544900, 242.686500, 245.828100, 248.969700,
252.111300, 255.252900, 258.394600, 261.536200, 264.677800,
267.819400, 270.961000, 274.102600, 277.244200, 280.385900,
283.527400, 286.669100, 289.810700, 292.952300, 296.093900,
299.235500, 302.377100, 305.518700, 308.660300, 311.801900/

R I I I A I I

DATA P2/2.404825, 5.520078, 8.653728, 11.791530, 14.930920,
18.071060, 21.211640, 24.352470, 27.493480, 30.634610,
33.775820, 36.917100, 40.058410, 43.199790, 46.341190,
49.482600, 52.624040, 55.765510, 58.906980, 62.048460,
65.189960, 68.331460, 71.472980, 74.614490, 77.756020,
80.897550, 84.039090, 87.180630, 90.322170, 93.463710,
96.605260, 99.746820, 102.888400, 106.029900, 109.171500,
112.313000, 115.454600, 118.596200, 121.737700, 124.879300,
128.020900, 131.162400, 134.304000, 137.445600, 140.587200,
143.728700, 146.870300, 150.011900, 153.153400, 156.295000,
159.436600, 162.578200, 165.719800, 168.861300, 172.002900,
175.144500, 178.286100, 181.427700, 184.569200, 187.710800,
190.852400, 193.994000, 197.135600, 200.277100, 203.418700,
206.560300, 209.701900, 212.843500, 215.985100, 219.126600,
222.268200, 225.409800, 228.551400, 231.693000, 234.834600,
237.976200, 241.117800, 244.259300, 247.400900, 250.542500,
253.684100, 256.825700, 259.967200, 263.108800, 266.250400,
269.392000, 272.533500, 275.675100, 278.816700, 281.958300,
285.099900, 288.241500, 291.383100, 294.524700, 297.666300,
300.807900, 303.949500, 307.091100, 310.232700, 313.374200/

R I I I IR I I

C
C

C DO 400 I=1,NX

C---- SUBROTINA ESCRITA PELO USUARIQ--------=-mmmermmmeemmmeee
C---- COLOQUE AQUI A FUNCAO YC(1)=F(X(I,K),B(J))-----------=--
C 400 CONTINUE

C

C--CALCULA O PERFIL RADIAL DE TEMP. NA SAIDA DO LEITO'
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HW=B(1)
AKR=B(2)
BI=HW*RW/AKR
GAMA=AKR/(GCP*RW)
DO 20 I=1,NX
20 YC(I)=1.
DO 30 1JK=1,NTERMOS
A=P1(1JK)
BB=P2(1JK)
22 CALL BISSEC(A,BB,1.E-06,IFLAG,BI)
IF(IFLAG.LT.0) THEN
WRITE(*,*)' PROBLEMA COM BISECCAO NO INTERVALO',lJK
WRITE(*,*)"....... BIOT = ",BI
A=A+.0001
BB=BB+.0001
GO TO 22
GO TO 555
END IF
BETA=(A+BB)/2.
AUX1=Bl/(BI*BI+BETA*BETA)
AUX2=2./BESSEL(1,BETA)
AUX3=-BETA*BETA*GAMA
DO 25 I=1,NX
TERMO=AUX1*AUX2*EXP(AUX3*X(1,2))*BESSEL(0,BETA*X(I,1))
25 YC(I)=YC(I)-TERMO
30 CONTINUE

OO0

DO 31 1=1,NX
TETAC()=YC(l)
31 YC()=TETAC(I)*(TW-T0)+T0

GO TO 555
IF(KPRINT.NE.1) GO TO 450
WRITE(*,133)

Ecic I =012 V/J-Ny (A — S—)
DO 420 I=1,NX

420 WRITE(*,301) I,YC(I)
WRITE(*,133)

555 WRITE(*,101)

450 CONTINUE

301 FORMAT(LX,17,3X,E12.5)

101 FORMAT(1X,'=="
RETURN
END

SUBROUTINE NDER(X,NX,B,M,DX,N,INDEP,YC)
DIMENSION X(NX,INDEP),B(M),DX(N,M),YC(N)

NY=N/NX
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KPRINT=0

CALL ETA(X,NX,B,M,YC,NY,INDEP,KPRINT)
DO 5 IC=1,M

DO 5 IL=1,N

DX(IL,IC)=YC(IL)

DO 10 IC=1,M

DELTH=.001*ABS(B(IC))

IF(DELTH.EQ.0.) DELTH=.0001
B(IC)=B(IC)+DELTH

CALL ETA(X,NX,B,M,YC,NY,INDEP,KPRINT)
DO 30 IL=1,N

30 DX(IL,IC)=(YC(IL)-DX(IL,IC))/DELTH
10 B(IC)=B(IC)-DELTH

C

O0O0O0O0O00

RETURN
END

SUBROUTINE ADERIV(X,NX,B,M,DX,N,INDEP,YC)

DIMENSION X(NX,INDEP),DX(N,M),YC(N),B(M)

------ SE AS DERIVADAS FOREM CALCULADAS ANALITICAMENTE,

ENTAO COLOCAR AQUI AS EXPRESSOES NA FORMA:
DX(IL,IC)= DEL YC(IL)/ DEL B(IC)
COM IL=I=1,N IC=1,M

DO 100 IL=1,N
I=IL

100 CONTINUE

C

C

RETURN
END

SUBROUTINE IMPRIM(B,FILITER,M,ALAMB,X,Y,YC,N,NX,INDEP)

DIMENSION YC(N),B(M),X(NX,INDEP),Y(N)

WRITE(*,*) ' ITERACAO = "ITER
WRITE(*,*) 'RESIDUO = '|FI
WRITE(*,*) ' LAMBDA = 'ALAMB

WRITE(*,*) ' COEFICIENTES B(l) '
WRITE(*,101) (B(l),I=1,M)

101 FORMAT(1X,10(E12.5))

C

DO 4114 I1=1,NX

C4114 WRITE(*,502) (X(I,IVAR),IVAR=1,INDEP),Y(1),YC(I)
C502 FORMAT(1X,2(F8.4),3X,2(F6.1))

RETURN
END

SUBROUTINE MINV(A,N,D,L,MK,NN)

FRAXFINVERTE MATRIX A*****
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DIMENSION A(NN),L(N),MK(N)
D=1.
NK=-N
DO 80 K=1,N
NK=NK+N
L(K)=K
MK(K)=K
KK=NK+K
BIGA=A(KK)
DO 20 J=K,N
1Z=N*(J-1)
DO 20 I=K,N
13=1Z+1
10 IF(ABS(BIGA)-ABS(A(13)))15,20,20
15 BIGA=A(1J)
L(K)=I
MK(K)=J
20 CONTINUE
C **** TROCA DE COLUNAS **¥**
J=L(K)
IF()-K)35,35,25
25 KI=K-N
DO 30 I=1,N
KI=KI+N
HOLD=-A(KI)
JI=KI-K+]
AKD=A(QI)
30 A(J)=HOLD
C ***x* TROCA DE COLUNAS ****x
35 I=MK(K)
IF(I-K)45,45,38
38 JP=N*(I-1)
DO 40 J=1,N
JK=NK+]J
JI=IP+]
HOLD=-A(JK)
AIK)=AQI)
40 A(JI)=HOLD
C ***** D|VIDE COLUNA POR - PIVOT *¥%***
45 IF(BIGA)48,46,48
46 D=0.
RETURN
48 DO 55 I=1,N
IF(I-K)50,55,50
50 IK=NK+I
A(IK)=A(IK)/(-BIGA)
55 CONTINUE
C ***** REDUCAO DA MATRIX *****
DO 65 I=1,N
IK=NK+I
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HOLD=A(IK)
13=1-N
DO 65 J=1,N
13=13+N
IF(1-K)60,65,60
60 IF(J-K)62,65,62
62 KJ=1J-1+K
A(1)=HOLD*A(KJ)+A(1J)
65 CONTINUE
C ***x% DIVIDE LINHAS POR PIVOT **%s**
KJ=K-N
DO 75 J=1,N
KJ=KJ+N
IF(J-K)70,75,70
70 A(KJ)=A(KJ)/BIGA
75 CONTINUE
D=D*BIGA
C ***** TROCA PIVOT POR RECIPROCO **%%**
A(KK)=1./BIGA
80 CONTINUE
C ***** TROCA DE COLUNA POR LINHA FINAL ***x*
K=N
100 K=K-1
IF(K)150,150,105
105 1=L(K)
IF(1-K)120,120,108
108 JQ=N*(K-1)
JR=N*(I-1)
DO 110 J=1,N
JK=JQ+]
HOLD=A(JK)
JI=IR+)
AIK)=-AQI)
110 A(J)=HOLD
120 JI=MK(K)
IF(J-K)100,100,125
125 KI=K-N
DO 130 I=1,N
KI=KI+N
HOLD=A(KI)
JI=KI-K+]J
AKD=-A(JI)
130 A(JI)=HOLD
GO TO 100
150 RETURN
END
FUNCTION BESSEL(N,X)
GO TO (30,40) N+1
C------ FUNCAO DE BESSEL DE ORDEM ZERO J0(X)
30 IF(X.GT.3.) GO TO 35
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XTER=X/3.
XTER2=XTER*XTER
XTER4=XTER2*XTER2
XTER6=XTER4*XTER2
XTER8=XTER6*XTER2
XTER10=XTER8*XTER2
XTER12=XTER10*XTER2
BESSEL=1.-2.2499997*X TER2+1.2656208* X TER4-.3163866*X TER6
BESSEL=BESSEL +.0444479*X TER8-.0039444*X TER10+.00021*X TER12
RETURN
35 A=3./X
A2=A*A
A3=A2*A
A4=A3*A
AB=AL*A
AB=A5*A
F0=.79788456-.00000077*A-.0055274*A2-.00009512*A3+.00137237*A4
FO=F0-.00072805*A5+.00014476*A6
T0=X-.78539816-.04166397*A-.00003954*A2+.00262573*A3-.00054125*A4
T0=T0-.00029333*A5+.00013558*A6
BESSEL=F0*COS(T0)/SQRT(X)
RETURN
oR— FUNCAO DE BESSEL DE ORDEM 1 J1(X)
40 IF(X.GT.3) GO TO 45
XTER=X/3.
XTER2=XTER*XTER
XTER4=XTER2*XTER2
XTER6=XTER4*XTER2
XTER8=XTER6*XTER2
XTER10=XTER8*XTER2
XTER12=XTER10*XTER2
BESSEL=0.5-.56249985*X TER2+.21093573*X TER4-.03954289* X TER6
BESSEL=BESSEL+.00443319*XTERS-.00031761*X TER10+.00001109*X TER12
BESSEL=BESSEL*X
RETURN
45 A=3./X
A2=A*A
A3=A2*A
A4=A3*A
AB=AL*A
AB=A5*A
F1=.79788456+.00000156*A+.01659667*A2+.00017105*A3-.00249511*A4
F1=F1+.00113653*A5-.00020033*A6
T1=X-2.35619449+.12499612*A+.00005650*A2-.00637879*A3
T1=T1+.00074348*A4+.00079824*A5-.00029166*A6
BESSEL=F1*COS(T1)/SQRT(X)
RETURN
END



SUBROUTINE BISSEC(A,B,XTOL,IFLAG,BI)
IFLAG=0
FA=FUN(A BI)
IF (FA*FUN(B,BI).GT.0.) THEN
IFLAG=-1
WRITE(*,601)A,B
601 FORMAT( F(X) TEM O MESMO SINAL NOS DOIS EXTREMOS DO
INTERVALO'
* /.2X,2E15.7)
RETURN
END IF
ERROR=ABS(A-B)

6 ERROR=ERROR!/2.
IF(ERROR.LT.XTOL) RETURN
XM=(A+B)/2.

IF(XM+ERROR.EQ.XM) THEN
IFLAG=1
RETURN
END IF
FM=FUN(XM,BI)
IF(FA*FM.GT.0.) THEN
A=XM
FA=FM
ELSE
B=XM
END IF
GOTO6
END
FUNCTION FUN(X,BI)
FUN=BI*BESSEL(0,X)-X*BESSEL(L,X)
RETURN
END
C
C AJUSTEA.FOR AJUSTEA.FOR
C
C 0S ARQUIVOS DEVEM SER BATIDOS ASSIM:

C

C MNX,NVAR 2.NX,2

C TU),R(1),Z(l)

c w(l)

C TO,TW,RW 22.5,0.0285

C REY,DP,RW REY,0.0031,0.0285
C HW,KR

C KREST 1

C HW-MAX,KR-MAX 1.0E+03,1.0E+03
C HW-MIN,KR-MIN 1.0E-03,1.0E-03
C ANILEPS,ITMAX 5,1.0E-05,20

C NTERMOS 100

C
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APENDICE B - MODELO PARA ENTRADA DE DADOS PARA ESTIMATIVA DOS
PARAMETROS

(n° pardmetros, n° pontos experimentais, n° variaveis independentes)
2,52

(Temperatura, posicéo radial, altura do leito)
38.11,0.0,0.11

38.49,0.0175,0.11

40.22, 0.0364, 0.11

41.90, 0.0513, 0.11

41.88, 0.0598, 0.11

(Tar, Tcamisa, Raio do leito)
24.16, 45.0, 0.065

(Reynolds, diametro da particula, raio do leito)
0.00971, 0.002, 0.065

(chute hp, chute Kr)
10,0.15

(critério de busca - tem 1 max e 1 min no intervalo)
1

(max para hp, max para Kr)
1.0E+05,1.0E+05

(min para hp, min para Kr)
1.0E-05,1.0E-05

(parametros do Marquardt)
5.0,1.0E-05,20
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APENDICE C - Figura C1. Perfis de temperatura dos ensaios sem cultivo, duplicata.

Fonte: Autoria propria.
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