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Resumo

Devido & escassez dos combustiveis fosseis e as adversidades (aquecimento global e
efeito estufa) que a obtengéo e uso dos mesmos tem causado no meio ambiente tem se optado
cada vez mais pela busca de fontes de energia renovavel, mais especificamente 0s
biocombustiveis. A producéo de bioetanol a partir de materiais lenhocelulésicos apresenta uma
contribuicdo viavel para a geracao de energia limpa e sustentavel.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho é a producédo de bioetanol a partir de
biomassa lenhoceluldsica, nomeadamente pasta de casca de eucalipto pré-tratada com
cozimento kraft e lamas primarias (utilizadas com e sem aplicacéo de pré-tratamento com HCI).
Foram estudadas diferentes estratégias de producdo de etanol, designadamente sacarificacdo e
fermentacdo em simultdneo (SSF — Simultaneous Saccharification and Fermentation) e
sacarificacdo e fermentacdo em simultdneo ndo isotérmicas (NSSF — Non isothermal
Simultaneous Saccharification and Fermentation). Para ambas as estratégias de producéo,
usou-se 0 complexo enzimatico Cellic® CTec2 para realizar a hidrdlise dos polissacarideos em
monossacarideos (aglicares fermentaveis) e a levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC®
26602™ para converter os aglcares fermentaveis em etanol. Mantiveram-se constantes
algumas varidveis como a consisténcia da matéria-prima (8 %), massa total de suspenséo (350
g) e carga enzimatica (25 FPU/gnc). Nos ensaios SSF estudou-se apenas variagdo do tipo de
impulsor (Turbina Rushton e tipo ancora). Nos ensaios NSSF estudaram-se: i) a variacdo de
tempo de pré-hidrolise (6 e 24h), ii) a variacdo da temperatura de fermentacdo (30 e 38 °C) e
iii) a variacdo do tipo de impulsor. De um modo geral, 0 processo SSF revelou-se mais eficiente
que o processo NSSF por se terem alcancado concentragcbes mais elevadas de etanol e
consequentemente melhores rendimentos de producdo. No caso do SSF de pasta kraft de casca,
obtiveram-se concentracdes de etanol de 35.7 e 33.0 g L™ quando se usou a Turbina Rushton
(KAL) e oimpulsor ancora (KA2) , respetivamente, concluindo assim que o impulsor Turbina
Rushton foi mais benéfico para a producdo de etanol, apesar de ter conduzido a um valor de
produtividade ligeiramente menor (1.44 g L hl, t = 24h) da que se obteve com o impulsor
ancora (1.54 g L h'). Relativamente as lamas primarias, verificou-se claramente a importancia
do pre-tratamento da matéria-prima, tendo-se obtido concentracfes de etanol de 28.0 e 34.3 ¢
L para as lamas ndo tratadas (LA1) e para as lamas tratadas (LTAZL), respetivamente.
Verificou-se que o impulsor do tipo ancora aumentou a produtividade de etanol, tendo-se obtido
concentracdes de etanol de 34.3 (t = 24h) e 33.5 g L™ (t = 18h) quando se usou a turbina Rushton

e o impulsor ancora (LTAZ2), respetivamente.



Relativamente ao processo NSSF, verificou-se vantagem na pré-hidrolise mais
prolongada fosse qual fosse a matéria-prima e obtiveram-se concentragdes de etanol de 28.3 e
30.1 g L nos ensaios de pasta kraft de casca NK1 (t nigrelise = 6h) € NK2 (t nigrsiise = 24h), € de
11.0 e 25.0 g L™* nos ensaios de lamas primarias tratadas NLT1 (t higretise = 6h) & NLT2 (t nigrolise
= 24h), respetivamente. Quanto a variacao da temperatura de fermentagéo, para o caso da pasta
kraft de casca obtiveram-se concentraces de 28.8 e 29.5 g L™ de etanol nos ensaios NK1 (t
hidrélise = 6N € T fermentagio = 30 °C) € NKS3 (t hidrelise = 6N € T fermentagao = 38 °C), respetivamente.
Para o caso das lamas primarias, as concentracdes foram de 11.0 € 29.2 g L™ nos ensaios NLT1
(t hidrotise = 6N € T fermentacio = 30 °C) @ NLT3 (t hidrotise= 6h € T fermentacao = 38 °C), respetivamente.
Quanto a variagdo do tipo de impulsor, para as lamas primérias tratadas a maior concentracao
de etanol foi obtida quando se usou o impulsor do tipo ancora, tendo-se obtido 32.0 g L de
etanol (t nidrotise = 6h € T fermentacio = 38 °C). Por outro lado, quando se usou o impulsor Turbina
Rushton a concentracdo foi de 29.2 g L™ (t nidretise = 6h € T fermentagzo = 38°C). O mesmo néo se
verificou para o caso da pasta kraft de casca, onde a concentragédo de etanol foi maior quando
se usou o impulsor turbina Rushton (29.5 g L™ para o ensaio NK3) do que quando se usou o
impulsor do tipo 4ncora (26.3 g L™ para o ensaio NK5), quando 0 t higrsiise T0i 6h € a T fermentacio
foi de 38 °C.

Palavras-chave: Bioetanol, Lenhocelulose, SSF, Semi-SSF, NSSF, Pré-tratamento.



Abstract

Due to the scarcity of fossil fuels and the adversities (global warming and the
greenhouse effect) that their exploration and use have caused to the environment, the search for
renewable energy sources, specifically biofuels, has been increasingly considered. The
production of bioethanol from lignocellulosic materials makes a viable contribution to the
generation of clean and sustainable energy.

In this context, the main objective of this work is the production of bioethanol from
lignocellulosic biomass, namely eucalyptus bark pulp pretreated with kraft cooking and primary
sludge (used with and without HCI pretreatment application). Different ethanol production
strategies were studied, namely simultaneous saccharification and fermentation (SSF) and non-
isothermal simultaneous saccharification and fermentation (NSSF). For both production
strategies, the Cellic® CTec2 enzyme complex was used to hydrolyze the polysaccharides into
monosaccharides (fermentable sugars) and the yeast Saccharomyces cerevisiae ATCC®
26602™ was used to convert the fermentable sugars into ethanol. Some variables remained
constant, such as raw material consistency (8 %), total suspension mass (350 g) and enzyme
load (25 FPU/gHc). In the SSF tests, only variation of the impeller type (Rushton turbine and
anchor type) was studied. In the NSSF the following operating conditions were studied: i) the
pre-hydrolysis time (6 and 24h), ii) the fermentation temperature (30 and 38 °C) and iii) the
impeller type. In general, the SSF process proved to be more efficient than the NSSF process,
as higher ethanol concentrations and, consequently, better production yields were achieved. In
the case of kraft pulp SSF, ethanol concentrations of 35.7 and 33.0 g L™ when using Rushton
Turbine (KAL) and Anchor Impeller (KA2), respectively, thus concluding that the Rushton
Turbine impeller was more beneficial for ethanol production, although have led to a slightly
lower productivity (1.44 g L h, t = 24h) than that obtained with the anchor impeller
(1.54 g Lt h'Y). Regarding primary sludge, the importance of pre-treatment of the raw material
was clearly verified, having obtained concentrations of 28.0 and 34.3 g L™* for untreated sludge
(LAL) and for pre-treated sludge (LTAL), respectively. It was verified that the anchor type
impeller increased the ethanol productivity, obtaining ethanol concentrations of 34.3 (t = 24h)
and 33.5g L™ (t = 18h) in the LTA1 and LTAZ2 tests, respectively.

Regarding the NSSF process, longer pre-hydrolysis was confirmed as advantageous,
whatever the raw material. More specifically, concentrations of 28.3 and 30.1 g L were
obtained in the kraft pulp tests NK1 (t hydrolysis = 6h) and NK2 (t nyarolysis = 24h) tests, and of 11.0
and 25.0 g L? in the tests of treated primary sludge NLT1 (t nydrolysis = 6h) and NLT2 (t nydrolysis
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= 24h) tests, respectively. Concerning the fermentation temperature, for the Kraft bark paste,
concentrations of 28.8 and 29.5 g L™ of ethanol were obtained in the NK1 (t nydrolysis = 6h and T
fermentation = 30 °C) and NK3 (1 nydrotysis = 6h and T fermentation = 38 °C) tests, respectively. For the
primary sludge, the concentrations of ethanol were 11.0 and 29.2 g L™ in the NLT1 (t nydrolysis =
6h and T fermentation = 30 °C) and NLT3 (t hydrolysis = 6h and T fermentation = 38 °C) tests, respectively.
Concerning the impeller type, for the treated primary sludge the highest ethanol concentration
was obtained using the anchor type impeller, having obtained 32.0 g L of ethanol (t nydrolysis =
6h and T fermentation = 38 °C). On the other hand, when the Rushton Turbine impeller was used,
the concentration was 29.2 g L™ (t nydrolysis = 6h and T fermentation = 38 °C). The same did not
happen with the kraft pulp, where the concentration of ethanol was higher using the Rushton
turbine impeller (29.5 g L™ for the NK3 test) than using the anchor type impeller (26.3 g L™ for

NK5 teSt), When t hydrolysis was 6h and T fermentation WaS 38 OC.

Keywords: Bioethanol, Lignocellulose, SSF, Semi-SSF, NSSF, Pretreatment.
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1. Introducéo

A crise energética da década de 1970 despertou um interesse renovado na sintese de
combustiveis e materiais a partir de recursos biologicos. No entanto, esse interesse foi
decrescendo nas décadas que se seguiram, enquanto o preco do petréleo diminuiu, causando
consequentemente um aumento triplicado no consumo global do mesmo nos anos seguintes
(Ragauskas et al., 2006).

Atualmente cerca de 71% da procura da energia mundial é suprida pela utilizagdo de
recursos fdsseis, como o petroleo (0 que tem maior aplicacdo comercial), o gas natural e o
carvao (IEA, 2021). Porém, estes recursos ndo sao renovaveis e a sua combustdo traz como
consequéncia indices elevados de poluicdo atmosférica desde a sua fase de extracao até ao seu
uso final, contribuindo para problemas ambientais como a intensificagdo do efeito estufa e as
alteracdes climaticas. Estas consequéncias adversas impulsionaram a busca por
biocombustiveis, provenientes de fontes de energia renovavel, pois estes ndo s6 causam uma
reducdo significativa na emissdo de gases de efeito estufa (GEE), mas também melhoram a
seguranca energética e representam uma melhoria na balanca comercial, reduzindo a
importacdo de combustiveis fosseis cada vez mais dispendiosos (Lin et al., 2006). Os
biocombustiveis sdo produzidos a partir de fontes comuns de biomassa, com maior distribuicéo
geogréfica que os combustiveis fdsseis, conseguindo um aumento da disponibilidade
energética. Podem ainda ser denominados como biocombustiveis de primeira, segunda, terceira
ou mesmo de quarta geracdo, dependendo do tipo de biomassa utilizado e de como esta é
convertida através dos bioprocessos (Romani et al., 2013).

A Unido Europeia estabeleceu um objetivo de até 2020 substituir cerca de 10% do
combustivel convencional usado no setor de transporte rodoviario por biocombustiveis, ou
outro tipo de combustiveis alternativos. Segundo a ENSE (Entidade Nacional para o setor
energético) esta meta de incorporacdo dos biocombustiveis foi cumprida, tendo-se estabelecido
um novo valor para 2021 de 11%, segundo o diploma publicado no diério da republica no dia
20 de janeiro de 2021. (PCM, 2021)

O bioetanol tem vindo a ganhar espaco entre os biocombustiveis, devido as suas
vantagens e aplicagcbes como etanol quimico, potavel e combustivel. Este biocombustivel é o
mais produzido, correspondendo a cerca de 72% dos 135 milhares de milhdo de litros de
biocombustivel produzidos mundialmente em 2016 (REN21, 2017).

Os Estados Unidos da América (EUA) e o Brasil séo os paises lideres na producao de

bioetanol a partir do milho e da cana-de-agucar, respetivamente. No ano de 2021 o Brasil



produziu cerca de 32.7 milhares de milh&o de litros de bioetanol a partir de cana-de-agucar
como combustivel para a industria, enquanto no ano de 2019 os EUA produziam cerca de 59.7
milhares de milhdo de litros de bioetanol a partir do milho (CONAB, 2021; Vidal, 2020).

As tecnologias mais antigas de producao de bioetanol usavam substratos como a cana-
de-acucar e o amido de milho, designando-se por biocombustiveis de primeira geracdo. No
entanto, visto que o custo dessas matérias-primas podia chegar a 40% do custo do bioetanol,
passou a explorar-se maioritariamente a utilizacdo de biomassa lenhocelul6sica (BLC) presente
em residuos de origem vegetal, para a producdo de etanol, o que deu origem aos chamados
biocombustiveis de segunda geracdo. A celulose é um polimero natural, 0 mais abundante na
Terra, de elevado valor econémico, que pode ser encontrado em residuos agricolas (palha de
trigo, bagaco de cana, residuo de soja), residuos industriais (industria da pasta e do papel)
residuos solidos e em residuos florestais (Branco et al., 2018). Um outro fator preponderante
na substituicdo das matérias-primas convencionais por BLC presente em residuos, € que a
producdo de biocombustiveis de primeira geracdo compromete a seguranca alimentar mundial
para a Humanidade, ou seja, compete diretamente com o setor alimentar. Além disso, a BLC
tem menor custo, maior distribuicdo e apresenta beneficios ambientais.

Quando o foco sdo as espécies florestais, sdo trés as que se destacam em Portugal
Continental: eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.), sobreiro (Quercus suber L.) e pinheiro-
bravo (Pinus pinaster). De acordo com o 6° inventario florestal nacional (IFNG), estas espécies
ocupam cerca de 70% da area florestal total. O eucalipto ocupa a maior area florestal, cerca de
26%, seguido das outras duas espécies supracitadas, que ocupam cada uma 22% da area
florestal total. Grande parte desta area florestal fornece matéria-prima para a industria de
producdo de pasta e papel, e consequentemente ha uma grande formacdo de subprodutos e
residuos resultantes da atividade desta indUstria. A inddstria de pasta e papel é uma das maiores
industrias do mundo, com cerca de 400 milhdes de toneladas de papel e cartdo e 188 milhdes
de toneladas de celulose virgem produzidas em 2015. (FAO, 2015; PG Paper, 2018)

Além dos rejeitados, como cascas, galhos e licores negros, o principal residuo organico
sdo as lamas das fabricas de pasta e papel. Segundo o boletim estatistico da associacdo
portuguesa da industria do papel (CELPA- Portuguese Paper Industry Association) de 2015,
sdo produzidas em média cerca de 300 mil toneladas/ano (matéeria himida) de lamas no setor
da industria de pasta e papel. Estas lamas s@o geralmente aplicadas na agricultura e na
compostagem, sendo que a sua eliminacdo pode originar custos adicionais & empresa que as
produz. As lamas primarias sdo ricas em fibras celulésicas, e como tal podem ser usadas para a
obtencdo de uma ampla gama de produtos, entre eles, o bioetanol (Mendes et al., 2014). O

aproveitamento dessas lamas conduz a beneficios economicos, pois ndo incluem o custo de
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compra e o custo total da bioconversdo pode ser reduzido, por se poder eliminar a fase comum
de pré-tratamento da biomassa. A grande vantagem que as lamas primaérias tém sobre outras
matérias-primas lenhoceluldsicas é que a estrutura cristalina da celulose foi quebrada durante o
processo de fabricacdo de pasta e €, portanto, passivel de hidrolise enzimatica (Lynd et al.,
2001). No entanto, as lamas primarias possuem uma grande quantidade de cinzas (> 50%),
principalmente o carbonato de calcio (CaCOgz), que podem dificultar o processo de
bioconversdo, por ligacédo irreversivel de enzimas as cinzas (Boshoff et al., 2016; Mendes et
al., 2016). Além disso, a presenga do CaCO3 aumenta o valor do pH das lamas (8-10), tornando-
0 mais elevado do que o pH ideal de atividade da enzima celulase (~5), e como tal, tém sido
feitos pré-tratamentos &cidos com o intuito de diminuir a quantidade deste composto na matéria-
prima (Gurram et al., 2015; Kang et al., 2010; Mendes et al., 2014). A implementacéo de uma
infraestrutura de producdo de bioetanol de segunda geracdo € uma grande oportunidade para
valorizar os residuos e subprodutos provenientes da industria de pasta e papel.

O processo de producéo de etanol a partir de BLC requer quatro etapas principais. Na
primeira etapa ocorre o pré-tratamento da biomassa. Na segunda ocorre a sacarificacdo
enzimatica da biomassa pré-tratada para produzir mondémeros de agucar. Na terceira etapa 0s
monomeros de acucares obtidos sdo fermentados e como consequéncia produzem etanol,
butanol, etc. Na quarta etapa ocorre a destilacdo para se obter um etanol puro (Choudhary et
al., 2016).

Existem varios processos de producdo de bioetanol a partir de BLC, sendo que 0s mais
usados sdo o processo de hidrélise e fermentacdo separadas (SHF - Separate Hydrolysis and
Fermentation) e o processo de fermentacdo e sacarificacdo em simultaneo (SSF - Simultaneous
Saccharification and Fermentation). O custo elevado das enzimas hidrolisantes e métodos de
pré-tratamento, tornam o processo SHF economicamente invidavel (Choudhary et al., 2016).
Durante a sacarificacdo enzimatica, as enzimas hidroliticas estdo sujeitas a inibicdo por
feedback devido a acumulacdo de monémeros de agUcar e celobiose no meio, diminuindo a sua
eficiéncia. Essa limitacdo pode ser ultrapassada pelo processo SSF, pois neste a glucose
libertada pela enzima celulase é continuamente convertida em bioetanol, minimizando a
inibicdo por feedback (Zaldivar et al., 2001). No entanto, a principal limitagdo do SSF é a
diferenca entre as temperaturas 6timas de enzimas hidroliticas de biomassa (45-50 °C) e dos
microrganismos fermentadores (30 °C). Portanto, ha uma necessidade de encontrar enzimas
hidroliticas que se adaptem a temperaturas mais baixas e leveduras fermentativas
termotolerantes para desenvolver uma tecnologia SSF economicamente viavel. A producéo em
grande escala ainda enfrenta alguns desafios de reducdo de custos, sendo necessario melhorar

a eficiéncia tecnoldgica.



Como alternativa, tem sido também estudado ao longo dos anos o método de
Sacarificacdo e fermentacao simultaneas nédo isotérmicas (NSSF - Nonisothermal Simultaneous
Saccharification and Fermentation) por apresentar vantagens de ambos o0s métodos
supracitados (Chen e Li, 2013; Chilari et al., 2017; Kéadar et al., 2004; Lu et al., 2013;
Shahsavarani et al., 2013; Wu e Lee, 1998).

1.1. Objetivos

O objetivo principal do presente trabalho foi o aproveitamento de residuos
lenhoceluldsicos provenientes da industria papeleira, como a casca de eucalipto pré-tratada com
cozimento Kraft e as lamas primarias (tal qual e tratadas com HCI), para a obtencdo de
bioetanol. Para a realizagéo deste objetivo optou-se por:

e Estudar a influéncia das condi¢des do processo NSSF em descontinuo variando

o tempo de pré-hidrdlise e a temperatura de fermentacao.

e Comparar e verificar qual o melhor método, SSF ou NSSF, para a producéo de
bioetanol, tendo em vista a sua maximizagé&o.

e Comparar e verificar qual a BLC mais promissora para a producéo de bioetanol.



2. Revisdo bibliografica

2.1. Biomassa Lenhocelulosica (BLC) e a sua composi¢do quimica

A maior parte da celulose na Natureza esta na forma de lenhocelulose, uma estrutura
complexa de materiais naturais encontrados nas plantas.

De acordo com Wiselogel et al. (1996), a biomassa lenhocelul6sica é composta
essencialmente por trés substancias principais: 0s polissacarideos como a celulose e
hemiceluloses, que correspondem a cerca de 35-45% e 20-35% do peso seco, respetivamente,
e lenhina, que corresponde a cerca de 15-20% do peso seco da biomassa lenhocelulésica. Na

Figura 1 esta representado um esquema da estrutura da biomassa lenhoceluldsica.
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Figura 2.1 - Estrutura de uma biomassa lenhocelulésica (Santos et al., 2012)

O polissacarideo mais abundante na Natureza e principal composto presente nas células
vegetais, a celulose, € um polimero de cadeia longa e linear, constituido por mondémeros de D-
glucose unidos por ligagoes glicosidicas B-1,4, que se une paralelamente a outras cadeias
através de multiplas ligacdes de hidrogénio, formando tubos designados por microfibrilas. Ao
formar as microfibrilas de celulose, o nimero de grupos hidroxilo disponiveis para interagir

com a agua diminui, 0 que, consequentemente, torna a celulose num componente insolavel,



apesar da sua polaridade (Eduardo et al., 2009; Souza, 2012). A forte interacéo entre as cadeias
lineares de celulose confere um grau elevado de cristalinidade ao polimero.

No entanto, a estrutura da celulose dentro do material de lenhocelul6sico ndo é
uniforme: existem regides cristalinas, nas quais as microfibrilas de celulose se encontram
organizadas e compactas, enquanto nas regides amorfas se encontram desordenadas e mais
suscetiveis a ataques hidroliticos (Pérez et al., 2002). As microfibrilas de celulose encontram-
se rodeadas por hemiceluloses e lenhina. Esta estrutura proporciona uma elevada protecdo
natural dos polissacarideos aos ataques hidroliticos por parte de enzimas e produtos quimicos,
causando consequentemente uma dificuldade na degradacdo / desconstrucdo da biomassa
lenhocelulésica, importante para a sua conversao em produtos, nomeadamente o etanol.
(Eduardo et al., 2009).

As hemiceluloses sdo polissacarideos heterogéneos lineares e ramificados, e
constituidas por uma combinacdo aleatdria de diferentes monomeros, incluindo pentoses (B-L-
arabinose, B-D-xilose), hexoses (B-D-galactose, B-D-glucose, B-D-manose) e &cidos urénicos
(D-glucurénico, D-galacturénico, a-D-4-O-metilglucurénico (Morais et al., 2005; Sheehan,
2001). As hemiceluloses mais abundantes na madeira de eucalipto sdo as xilanas
(homopolimeros de xilose). Pelo fato das hemiceluloses apresentarem um consideravel grau de
ramificagdo e, portanto, baixa cristalinidade, promove-se uma melhor eficiéncia ao ataque
hidrolitico por enzimas de degradacgdo (Otero et al., 2007).

A lenhina é um polimero fendlico amorfo e altamente ramificado que fornece rigidez a
parede celular, servindo como suporte estrutural, resisténcia aos insetos e resisténcia a
degradacdo microbiana e quimica (Tuomela et al., 2000). Por possuir essas propriedades, este
polimero constitui um dos principais obstaculos no processo de degradacdo da BLC.

A celulose, as hemiceluloses e a lenhina ndo estdo uniformemente distribuidas nas
paredes das células vegetais. A estrutura e a quantidade desses componentes variam de acordo
com as espécies, tecidos e maturidade da parede celular. Estes trés compostos ocupam cerca de
90% (m/m) da BLC, e os restantes 10% dizem respeito a proteinas, cinzas, 6leos, entre outros.

A Tabela 2.1 apresenta diferentes tipos de biomassa e a sua respetiva composi¢ado quimica.



Tabela 2.1 - Tipos de BLC e a sua composicdo quimica.

Hidratos de carbono (%)

BLC Lenhina (%) Celulose  Hemiceluloses Referéncias

Folhosas (Hardwoods) Geral 18-25 45-55 24-40 Tran et al., 2019
Eucalipto 215 54.1 184 Isikgor et al., 2015

Resinosas (Softwoods) Geral 25-35 45-50 25-35 Tran et al., 2019
Pinho 23-29 42-50 24— 27 Isikgor et al., 2015;
Menon e Rao, 2012

Herbéaceas Geral 10-30 25-40 25-50 Tran et al., 2019
Espiga de milho 15 45 35 Sun e Cheng, 2002
Palha de trigo 15 30 50 Sun e Cheng, 2002
Lamas primarias Geral 5-20 45-60 Mendes et al., 2014

2.2. Processo de conversao de BLC em etanol

O etanol pode ser obtido a partir de qualquer tipo de material que contenha hidratos de
carbono que tém a formula tipica de (CH20) n. Segue-se a expresséo quimica geral de conversao

de hidratos de carbono naturais a base de glucose em bioetanol:

(CeH100s) n + NH20 — nCgH1206 — 2nC2HsOH + 2nCO: (2.1)

De um modo geral, a produgdo de bioetanol a partir de biomassa lenhoceluldsica
envolve trés etapas. A primeira consiste num pré-tratamento da matéria-prima para melhorar a
suscetibilidade enziméatica. A segunda etapa consiste na conversdao dos polissacarideos do
material pré-tratado em acUcares fermentaveis (mono e dissacarideos) através de uma hidrolise
enzimatica. A terceira etapa envolve a fermentacdo dos aglcares obtidos na segunda etapa. Por
fim, no caso de se pretender obter o bioetanol puro, a mistura final da etapa de fermentagéo
pode ser submetida a um processo de separacdo por destilacdo. A Figura 2.2 representa um

fluxograma do processo de producéo de bioetanol.
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Figura 2.2 - Principio geral de producdo de bioetanol a partir de biomassa lenhocelulésica (Tran et al., 2019)

2.2.1. Pré-tratamento da BLC

O principal objetivo do pré-tratamento é aumentar a acessibilidade e a
biodegradabilidade da celulose por acdo enzimatica e/ou quimica (Barakat et al., 2013). O pré-
tratamento visa entdo remover a lenhina e as hemiceluloses, resultando também numa
diminuicdo do grau de cristalinidade da celulose e num aumento da porosidade e da &rea
superficial do material lenhocelulésico. (Mosier et al., 2005), aumentando assim a taxa de
producdo de aclcares fermentaveis para os microrganismos. A Figura 1 mostra como a celulose

se torna mais acessivel depois do pré-tratamento.

Lenhina Celulose

-
l
°
° -
o
Pré-tratamento >
— ° ©
°
©
o
o

Figura 2.3 - Esquema de transformagdes que sofre a BLC durante o pré-tratamento (Mosier et al., 2005)

Hemicelulose

Os métodos de tratamento da BLC dividem-se em categorias distintas, como métodos
mecanicos ou fisicos (como a moagem, irradiacdo), quimicos (oxidacdo humida, &cidos,

alcalinos, organosolv), fisico-quimicos (explosdo por vapor, explosdo por fibra de amonio
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(AFEX — Ammonia Fiber Expansion), CO> supercritico e respetiva explosédo, tratamento com
agua quente (LHW — Liquid Hot Water)) e tratamentos biolégicos ou vérias combinacbes
destes. Cada um destes métodos tem vantagens e desvantagens, como apresentado na Tabela
2.2.

Tabela 2.2 - Processos de tratamento da biomassa lenhocelulésica e as suas vantagens e limitacoes (Alvira et al., 2010; Chen

et al., 2017).

Método Vantagens Desvantagens
Fisico Em geral - Reduz a cristalinidade da celulose - Consumo de energia geralmente superior do
que a energia da biomassa inerente; N&o ha
eliminagéo da lenhina.
Quimico Organosolv - Hidrolisa a lenhina e as - Solventes precisam ser drenados no reator,
hemiceluloses evaporados, condensados e reciclados; elevado
custo.
Pirdlise - Produz produtos de gés e liquido - Elevada temperatura; producéo de cinzas
Hidrolise &cida - Hidrolisa as hemiceluloses em Custo elevado; corrosdo de equipamentos;
aclcares xilose e outros; altera a formacéo de substancias toxicas
estrutura da lenhina
Hidrélise alcalina - Remove a lenhina e - Exige longos tempos de permanéncia;
hemiceluloses; aumenta a area da formacéo de sais irrecuperaveis.
superficie acessivel
Fisico- Exploséo por CO2 - Aumenta a area superficial - Ndo modifica as hemiceluloses e a lenhina.
quimico acessivel; boa relagdo custo-
beneficio; ndo causa formacéao de
compostos inibidores
AFEX - Aumenta a area superficial - Ndo é eficiente para a biomassa com elevado
acessivel; remove a lenhina e as teor de lenhina
hemiceluloses; ndo produz
compostos inibidores
Explos&o por - Degrada as hemiceluloses e a - Destruicdo de uma parte da fracdo de xilanas;
vapor lenhina; boa relagdo custo-beneficio  rutura incompleta da matriz lenhina-
carboidratos; formagdo de compostos
inibidores para microrganismos
Bioldgico Em geral - Degrada a lenhina e - Taxa de hidrdlise é muito baixa; processo

hemiceluloses; gasto energético
baixo

lento

O pré-tratamento da biomassa lenhoceluldsica influencia as etapas subsequentes do

processo de producdo de bioetanol (sacarificacdo da celulose e fermentacdo dos hidrolisados
obtidos) e tem grande potencial para a melhoria da eficiéncia e reducéo do custo de producéo.
Portanto, a sua escolha é um fator muito importante na economia do processo. Para que um
tratamento seja considerado eficiente, 0 mesmo deve diminuir a recalcitrancia da BLC e o grau
de polimerizagdo das moléculas de celulose, tornando-as acessiveis ao processo de hidrolise,
maximizar a acessibilidade ao ataque bioldgico, evitar ou minimizar a formacéo de subprodutos
inibidores dos processos de hidrolise e fermentacdo e ser economicamente viavel, ou seja,

minimizar custos e reduzir a necessidade energética (Ussirri e Lal, 2014; Zhang et al., 2004).



A escolha do pré-tratamento também depende da composic¢éo quimica da BLC, e do seu
impacto ambiental (Ravindran e Jaiswal, 2015; Menon e Rao, 2012). Nas Tabelas 1.1 e 1.2
(Anexo 1) estdo ilustradas a influéncia da composi¢do quimica na escolha do pré-tratamento e
0s métodos de pré-tratamento mais promissores que podem ser comercializados para a industria
de biocombustiveis, respetivamente.

Ao comparar 0s varios métodos de pré-tratamento, todos os critérios supracitados
devem ser tidos em conta. Pode concluir-se por observagéo da Tabela 1.2 que nédo existe nenhum
método de pré-tratamento ideal para BLC. A escolha de cada um deles depende do objetivo que
se pretende alcancar.

Um dos tipos de tratamento da BLC j& bem implementado é o cozimento kraft, que é
um tipo de tratamento alcalino aplicado na maioria das indUstrias de pasta e papel. Parte dos
materiais lenhocelulésicos em estudo na presente dissertacdo sdo pastas resultantes do
cozimento kraft de casca de eucalipto. Na Tabela 2.3 € apresentado o efeito deste tipo de pré-
tratamento na composicao e estrutura quimica da biomassa lenhocelul6sica, bem como as suas
limitacdes.

Tabela 2.3 — Efeito do cozimento kraft na estrutura da biomassa lenhocelulésica (Girio et al., 2010; Mood et al., 2013).

Efeito Pré-tratamento

Cozimento kraft

Aumento da area de superficie acessivel +
Alteracdo da estrutura da lenhina +
Baixo consumo de energia +
Baixos custos de investimento M
Baixos custos operacionais M
Elevada digestibilidade da celulose ++
Baixa formac&o de inibidores +

Lenhina com elevada qualidade -

Recuperacdo elevada de celulose +
Remocéo/solubilizacdo de hemiceluloses

Remocéo elevada de lenhina +

Baixos problemas de corroséo -

+, positivo; -, negativo; M, efeito moderado

2.2.2. Hidrélise enziméatica

As enzimas celulases sdo usadas ha vérias décadas para a produgdo de bioetanol de
segunda geracdo. A maioria das enzimas apresenta elevada atividade a um pH &cido moderado
(pH<5) e pode ser resistente a mais de 40 °C. A celulase ndo € uma substancia unica, mas sim
um complexo enzimatico composto por trés grandes grupos de celulases, homeadamente

endoglucanases, exoglucanases, B-glucosidases (Chen, 2015; Eduardo et al., 2009; Hamelinck
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et al., 2005). Estas enzimas sdo responsaveis pela degradacéo da celulose em agucares simples
elou fermentaveis (sacarificacdo ou hidrélise enzimética), como a glucose (hexose). Se o
complexo for também constituido por hemicelulases (xilanases, por exemplo), durante o
processo de sacarificagdo ocorre simultaneamente uma conversdo das hemiceluloses presentes
no material em xilose (pentose). Ambas as reacdes de hidrdlise sdo descritas pelas equacgdes
(2.2) e (2.3).
Hidrdlise da celulose:

(CeH1005)n + nH20 — n(CeH1206) (2.2)

Hidrolise das hemiceluloses (xilana):
(CsHgO4)n+ nH20 — n(CsH100s) (2.3)

Realizar hidrélise enzimatica sem antes fazer o pré-tratamento prévio da BLC resulta
normalmente em rendimentos de producéo de agUcares fermentaveis a volta dos 20%, enquanto
os rendimentos, apos o pré-tratamento, costumam exceder 0s 90%.

Apesar da hidrélise acida resultar num rendimento superior de producdo de aglcar, a
hidrélise enzimética num material pré-tratado tem vindo a ser cada vez mais vista como uma
alternativa, pois: i) ndo conduz a formacdo de produtos de degradacdo dos monossacarideos
(por exemplo furfural), ii) realiza-se sob condicdes de reacdo moderadas, pH entre 4.8 a 5.0 e
temperatura entre 45 a 50°C, iii) requer menor consumo de energia, iv) apresenta menor
impacto ambiental, v) diminui problemas de corroséo e vi) permite um rendimento elevado de
glucose pura com baixa formacéao de subprodutos (Chen, 2015; Lari et al., 2019; Naggar et al.,
2014; Soccol et al., 2011). Apesar de todas as vantagens, é fundamental otimizar as condi¢Ges

de operacdo tais como temperatura, tempo, pH, carga enzimatica e concentracdo de substrato.

2.2.3. Fermentacdo etanodlica

A fermentagdo é o processo pelo qual os hidrolisados, provenientes do processo de
sacarificacdo, sdo submetidos a um agente de fermentacdo (bactérias, leveduras e fungos) e
consequentemente convertidos em bioetanol e outros subprodutos (por exemplo CO.). De
acordo com as reacdes anaerobicas a seguir (equacdes 2.4 e 2.5), cada kg de glucose e xilose
pode produzir 0.49 kg de CO- e 0.51 kg de etanol (Branco et al., 2018; Hamelinck et al., 2005).
Fermentacdo de hexoses:

(CeH1206) — 2C02+ 2(C2Hs0H) (2.4)
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Fermentacgdo de pentoses:
3(CsH1005) — 5C02+ 5(C2Hs0H) (2.5)

A maioria dos microrganismos de fermentacdo apresentam elevada actividade
metabolica numa gama de temperatura de 30-38 °C (mesdfilos). O pH influencia a escolha do
microrganismo, ou seja, um pH de 6.5-7.5 é tipicamente essencial para manter o crescimento
de bactérias, enquanto os fungos e as leveduras sdo capazes de resistir em ambientes mais
acidos, com valores de pH de 3.5 a 5.0 e de 3 a 6, respetivamente (Aditiya et al., 2016). Outros
fatores como i) a taxa de crescimento do microrganismo e a sua estabilidade genética, ii)
termotolerancia, iii) tolerancia a meios acidos, iv) produtividade, v) tolerancia a inibidores,
osmose e alcool, também desempenham um papel importante na escolha do microrganismo
para o processo de fermentacdo (Aditiya et al., 2016; Hamelinck et al., 2005)

Um dos microrganismos mais estudados na producdo de etanol de 22 geragdo é a
levedura Saccharomyces cerevisiae, cuja temperatura ideal de crescimento é ~30°C (Ortiz-
Mufpiiz et al., 2010). A sua utilizacdo traz algumas vantagens quando comparada com outras
leveduras e microrganismos, pois tolera uma faixa ampla de pH, o que torna a sua fermentacéo
menos suscetivel a contaminagfes por bactérias, apresenta uma tolerancia superior ao etanol e
é um organismo geralmente considerado seguro (GRAS — generally regarded as safe) (Nikolié¢
et al., 2013; Prasertwasu et al., 2014). Na Tabela 2.4 sdo apresentados 0s microrganismos mais

comuns na producdo de etanol, e as suas vantagens e desvantagens.

Tabela 2.4 — Alguns microrganismos populares para a producdo de bioetanol (Girio et al., 2010, Tran et al)

Caracteristica Microrganismo

Escherichia Zymomonas  Saccharomyces Pichia

coli mobilis cerevisiae stipitis
Fermentagdo D-glucose + + + +
Outra utilizagdo de hexose (D-galactose e D-mannose) + - + +
Utilizag8o pentose (D-xylose e L-arabinose) + - - +
Utilizacdo direta da hemicellulose - - - f
Fermentagdo anaerdbica - + + f
Formagcdo de produtos mistos + f f f
Alta produtividade do etanol (da glucose) - + + f
Toleréncia ao etanol f f + f
Toleréncia aos inibidores derivados da lignocelulose f f + f
Faixa de pH é&cida - - + f

+, positivo; - negativo; f, fraco
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2.2.4. Métodos de producao de bioetanol de segunda geragao

Além da variedade dos métodos de pré-tratamento da BLC, existem varios métodos de
producéo de bioetanol, nomeadamente sacarificacdo e fermentacédo separadas (SHF — Separate
Hydrolysis and Fermentation) ou simultdneas (SSF — Simultaneous Saccharification and
Fermentation), sacarificacdo e co-fermentacdo separadas (SHCF — Separate Hydrolysis and co-
Fermentation) ou simulténeas (SSCF — Simultaneous Saccharification and co-Fermentation),
processamento de biomassa consolidado (CBP — Consolidated Bioprocess) e sacarificagéo,
filtracdo e fermentacdo simultaneas (SSFF - Simultaneous Saccharification, Filtration and
Fermentation) (Choudhary et al., 2016; Menon e Rao, 2012; Naggar et al., 2014). Das
configuragdes mencionadas, o SSF é atualmente considerado o método mais promissor para
converter a BLC em bioetanol, pois apresenta um rendimento elevado de conversao, sendo
realizado normalmente a temperatura de 38°C (Tran et al., 2019).

Na Figura 2.4 est&o ilustradas as diferentes configurac6es de processos para a producao
de bioetanol e as suas etapas respetivas.

Biomassa

‘—I

Pré-
tratamento

v 4

XXX

Carga de enzima
\4 \d
Hidroélise Hidrélise

Bloetanol

Figura 2.4 -Esquema dos diferentes métodos disponiveis para a produgdo de bioetanol (Aditiya et al., 2016; Mejia-Barajas et
al., 2018; Parisutham et al., 2014)

Na Tabela 2.5 faz-se uma descri¢do sucinta de cada um dos processos, enquanto a

Tabela 2.6 retine as vantagens e desvantagens de cada um.

13



Tabela 2.5- Principais caracteristicas dos processos de producéo de bioetanol de segunda geracéo (Ishola et al., 2013; Mejia-

Barajas et al., 2018)

Processo

Caracteristicas principais

SHF

SHCF

SSF

SSCF

SSFF

CBP

A hidrdlise de biomassa e a fermentacéo do agUcar sdo realizadas sequencialmente em biorreatores; neste
processo, as temperaturas ideais para a hidrélise enzimatica e fermentagéo sdo diferentes e é necessario
arrefecer os hidrolisados ap6s a hidrélise enzimatica e antes de iniciar a fermentacdo. Para que se consiga
consumo de pentoses é necessario adicionar microrganismos capazes de converter pentoses em etanol no
final da fermentacdo da hexose. Este é um dos processos mais caros, com longos tempos, onde pode
ocorrer inibicdo enzimatica causada pelos acucares obtidos.

Ao contrario do processo SHF, neste processo, apds a hidrdlise a fermentacdo de hexoses e pentoses sdo
realizadas no mesmo biorreator. E necessério utilizar leveduras capazes de metabolizar pentoses ou
adicionar um consércio microbiano que, em conjunto, consegue assimilar tanto as hexoses como as
pentoses presentes no meio.

Combina a hidrdlise enzimatica e a fermentacdo das hexoses num Unico biorreator, aumentando a
eficiéncia da hidrdlise enzimética, eliminando a inibicdo pelo produto, diminuindo o risco de
contaminagdo microbiana por ser um Gnico processo e aumentando a produtividade em bioetanol em
comparacgao com o processo SHF. Os valores de pH e temperatura devem ser bem selecionados, uma vez
que os valores 6timos de pH e temperatura das enzimas e leveduras utilizadas séo bastante distintos,
aplicando-se um compromisso entre ambos. No final da fermentac8o das hexoses, é necesséaria a adi¢éo
de microrganismos capazes de converter pentoses em etanol.

Este processo é semelhante ao SSF com a diferenga de que utiliza leveduras capazes de fermentar tanto
hexoses como pentoses no mesmo biorreator. Isto promove a utilizagdo de uma maior quantidade de
substrato, o que pode aumentar a produtividade com relacdo ao etanol, reduzindo os tempos de cada
etapa.

Neste processo, a BLC é exposta as enzimas, no vaso de hidrolise, e um filtrado rico em aglcar é
transferido para o vaso de fermentacao por filtracdo de fluxo cruzado. O liquido fermentado € bombeado
de volta para o vaso de hidrdlise, enquanto microrganismo fermentador (espécie floculante) fica retido
por sedimentac&o.

A producéo de enzimas, a hidrolise enzimética e a fermentacdo dos aglcares estdo integradas no mesmo
biorreator. Como resultado, a adi¢éo de celulases externas ndo é necessaria
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Tabela 2.6 - Processos para a producdo de etanol e as suas vantagens e desvantagens. (Choudhary et al., 2016; Yang et al.,

2014)
Processo Vantagens Desvantagens
- A hidrdlise e a fermentacéo sdo realizadas separadamente a - Custo elevado;
temperaturas ideais - Processo demorado
SHF ; Sealiti S cuTiefiER &
- Enzimas hidroliticas estdo sujeitas a
inibicdo pelo produto final.
- Rendimento elevado de producéo de etanol; - Temperatura 6tima de enzimas
hidroliticas e leveduras sdo diferentes;
- Eficiéncia hidrolitica reduzida a
- Reducdo do custo de arrefecimento, pois ndo é necessariauma  temperatura mais baixa;
unidade de refrigeragdo; - Concentragéo de etanol > 0,2 M
perturba a adsor¢do de exoglucanase na
SSF celulose e reduz a eficiéncia hidrolitica;
- A presenga de complexos de enzimas
- Melhora a eficiéncia da hidrolise; menor quantidade de enzima  celulase no mesmo vaso pode afetar o
necessaria crescimento da levedura;
- Dificuldade em reciclar o
microrganismo em fermentacdo, uma
- Risco de contaminag&o reduzido vez que é misturado com a biomassa
lenhocelul6sica.
- Utilizacdo completa do substrato - A utilizac&o de xilose requer condicdes
- Custo de capital reduzido aerébicas, o que inibe a fermentacéo da
SSCF - Elevada produtividade de bioetanol glucose;
- Remocéo continua de produtos finais de sacarificacéo - Maior afinidade pela glucose impede a
- Resolvem o problema de inibigéo por feedback metabolizacdo de xilose.
- Reducdo do investimento de capital - Cargas elevadas de solidos afetam a
- Eliminagdo de utilidades associadas a produgao de enzimas operagéo de mistura.
- Recipiente unico para sacarificagdo e fermentacédo reduz as - O desenvolvimento de novos
CBP complexidades operacionais. Simplificagdo de operacéo microrganismos eficientes capazes de
- Redugdo do risco de contaminagdo pela reducgdo da coproduzir enzimas hidroliticas e
concentracao de glucose produzida e etanol produzido fermentagdo € muito dificil.
- Melhoria da eficiéncia da hidrélise prevenindo a inibicdo pelo - Rendimento de etanol
substrato consideravelmente baixo.
- Eficaz na melhoria do desempenho celular - O entupimento de filtros de membrana
SSEE - Facilita a utilizagdo completa da biomassa com substrato €é o principal desafio

- Tanto a hidrolise de biomassa como a fermentacao sdo
realizadas nas suas condi¢es ideais

- Dificuldade no controlo do processo

No caso do processo SSF, este pode ser influenciado por parametros como a composi¢ao

da BLC, tipo de pré-tratamento, quantidade de in6culo, teor de humidade e pH (Rezania et al.,

2017).

Apresenta-se na Tabela 2.7 um resumo de estudos SSF e SHF (presentes nas Tabelas

I1.1 e 11.2 do Anexo Il) encontrados na literatura usando as lamas, Eucalyptus globulus e outras

materias-primas como substrato.
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Tabela 2.7 - Estudos SSF e SHF para a obtengao de etanol usando pasta kraft de eucalipto e lamas como matéria-prima (Bauer
et al., 2012; Boshoff et al., 2016; Edgardo et al., 2008; Ko et al., 2012; Mendes et al., 2014; Mendes et al., 2017; Monrroy et
al., 2012; Wistara et al., 2016)

ey Método / Modo . . [ETOH] Peton Y
Matéria-prima de operacio Microrganismo @ LY (gL h) (%)
Pasta kraft de SHF/- S. cerevisiae - - 96
Eucalipto SSF/- K. Marxianus TISTR5925 - - 92.2
o SSF/Batch S. cerevisiae 22.7 0.94 80.6
Lamasprimarias  gor/patch K. Marxianus NCYC 1426 20.7 0.86 73.7
Lamas SHF/ Batch Ferm PRo 25-30 1.73-3.28 94.5-95.7
primérias?
Lamas
recicladas de SSF/ Fed-Batch S. cerevisiae MH1000 455 0.45 78.2
papel ondulado
SSF/ Fed-Batch 5. cerevisiae 33.3-39.7 0.43-0.52 39.1-464
imari ed-Batc 3-39. 43 -0. 1-46.
Lamas primarias ATCC 26602

[ETOH], concentracéo de etanol; P, Produtividade de etanol; Y, rendimento de etanol; 2, adicéo de acelerador de poliacrilamida
catibnica XP10020 durante a hidrélise enzimética.

E crucial utilizar um teor elevado de substrato (e, portanto, de sélidos) para a economia
do processo SSF. No entanto, um dos principais problemas associados a utilizacdo de cargas
elevadas de solidos € o aumento da resisténcia a transferéncia de massa, potencializado pela
dificuldade de se ter uma mistura adequada no inicio devido a consisténcia elevada (Chilari et
al., 2017). Para ultrapassar este obstaculo e o da incompatibilidade entre as temperaturas 6timas
para a hidrdlise e para a fermentacdo, Wu e Lee (1998) sugeriram o processo de sacarificacao
e fermentacdo simultdneas ndo isotérmicas (NSSF - Nonisothermal Simultaneous
Saccharification and Fermentation), abordado e analisado nesta dissertacdo. Este processo
possui as vantagens tanto do SSF, como as do SHF, porque utiliza uma pré-hidrolise antes da
fermentacdo e ndo remove o produto obtido na reacdo de hidrolise com intuito de induzir o
processo SSF. A pré-hidrolise é conduzida sob condicdes ideais, ou seja, a uma temperatura em
que a atividade da enzima € maxima. Neste método, a concentracdo de substrato ndo é muito
elevada, o que é um beneficio, pois concentracGes elevadas de substrato durante a fermentacéo
aumentam a possibilidade de aparecimento de substéncias inibidoras que provocam
diminui¢des no rendimento em etanol (Jorgensen et al., 2007). Além disso, este método
aumenta a eficiéncia de conversdo enzimatica, e consequentemente a produtividade e
rendimento do produto, e, para se atingir o mesmo grau de conversao da BLC pode usar-se
muitos menos quantidade de enzima do que no processo SSF.

A Tabela 2.8 apresenta um resumo de estudos sobre a produgéo de bioetanol a partir de

BLC encontrados na literatura, usando tanto o processo SSF como o NSSF.
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Tabela 2.8 — Estudos de SSF e NSSF usando diferentes BLCs e microrganismos. Condicdes: temperatura de pré-hidrolise de
50°C no processo NSSF e temperatura de operacdo de 40°C no processo SSF

thidrolise  Tfermentacio  [EtOH]

Matéria-prima Microrganismo  Método (h) (°C) (gLY YETOH Referéncia
. S. cerevisiae ~0.620 Wau e Lee,
Switchgrass ATCC 26603  WSSF 1020 ) ] 9/gGtucose 1998
Kluyveromyces NSSF 16.0* /0'303
marxianus ————— g g%eg;)se
x .
Solka Floc 200 Y01070 SSF 17.8 g/gCeIquse
(celulose em po) NSSF 15.1% 0.287
S.cerevisiake ——— . 9/gceluioe
' 0.314
*
SSF 24 30 166 9/gcelulose Kéadar et al.,
' NSSF 6.3% 0.246 2004
K. marxianus 9/gcelulose
Y01070 SSF 88 /0.325
Lamas de papel g gczegjg’se
NSSF 7.0 '
S. cerevisiae 9/gcellose
) SSE 9 0.334
g/gCeIquse
S. cerevisiae 12 36 17.0** - Luetal.,
Junco (Reed) S. cerevisiae 18 36 39.4%%* - 2013
Reed (Whole slurry) S. cerevisiae 12 36 12.0** -
Celulose S. cerevisiae Shghsavara
microcristalina - TJ14 24 39 45 ) nietal.,
2013
6 0 1549 /S:ﬁ
NSSF celulose
~21.85b 1457
14 ) 9/100gaTcs
5 Fermento _ c 17.40 Chilari et
Caule de algodao padeiro seco 30 34.38 g/100gaTcs al., 2017
2168 14.45
o4 ' 9/100gaTcs
~33.80¢ 16.94
) 0/100gatcs

Yeron, rendimento de etanol; *, obtida depois de 72h de fermentacédo; **, obtida depois de 48h de fermentacdo; ***, carga enzimatica de 30-
40 FPU eluiase/Oreed; % Obtida depois de 24h de fermentagdo com uma carga enzimatica de 40 FPU/Qceiuiose € 15% (M/v) de substrato; °, obtida
depois de 24h de fermentagdo com uma carga enzimatica de 80 FPU/gceiuiose € 15% (mM/V) de substrato; ¢, obtida depois de 24h de fermentagéo
com uma carga enzimatica de 80 FPU/gceiuiose € 20% (M/v) de substrato; ATCS, caule de algoddo tratado com tratamento alcalino (alkali treated
cotton stalks)

Kéadar et al. (2004) compararam os métodos SSF e NSSF na producéo de etanol, usando
diferentes tipos de matéria-prima e de microrganismos fermentadores (Tabela 2.8). O SSF foi
mais eficiente com resultados superiores de rendimento e concentracdo de etanol para ambas
as matérias-primas. Quanto ao desempenho das diferentes leveduras aplicadas, ndo houve
diferenga significativa observada, obtendo os rendimentos de etanol semelhantes. Quanto ao
tipo de matéria-prima, a Solka-Floc (celulose em p6) foi a que permitiu obter uma maior
concentracdo de etanol, devido a concentracdo de celulose substancialmente mais elevada na
sua composicdo. No entanto, as fracdes de conversédo de celulose calculadas a partir do etanol
produzido encontravam-se na mesma gama (58-60%), o que indica que tanto a Solka Floc como
as lamas de papel eram substratos adequados para a producgéo de etanol. Os rendimentos de
etanol foram considerados bastante baixos (0.25 — 0.34 Qetanol/Qcelulose), UMa vez que cerca de

40% da celulose nédo foi utilizada, em ambas as matérias-primas. Supde-se que o alto teor de
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matéria seca inicial, 6% em peso de substrato, que pode causar problemas de transferéncia de
massa, pode ter sido responsavel pelos baixos rendimentos de etanol obtidos.

Lu et al. (2013), estudaram a utilizacdo de junco (Reed) no processo de obtengéo de
bioetanol pelo método NSSF, usando 0 modo de operacao fed-batch. A matéria-prima foi pré-
tratada a partir do método de Liquid Hot Water (LHW), as temperaturas de 180 e 210 °C, dando
origem a uma fraccdo sdlida (maioritariamente celulose) e uma fracgdo liquida
(maioritariamente hemiceluloses). Utilizaram a fracdo solida como substrato no NSSF,
comparando depois com a utilizagdo conjunta das duas fragoes (“lamas” ou whole slurry) no
mesmo tipo de processo. Os autores obtiveram melhores resultados de concentracéo de etanol
quando aplicaram apenas a fracéo sdlida (~17 e 20 g L, para os casos de pré-tratamento a 180
e 210°C, respetivamente), comparativamente com o uso das “lamas” (~12 g L%, para o caso do
pré-tratamento a 180 °C). Para o caso do pré-tratamento a 210 °C, ndo verificaram a producéo
de etanol a partir das “lamas”, apesar de se terem produzido cerca de 14 g L de glucose durante
a pré-hidrolise, ou seja, a hidrolise enzimatica ndo foi inibida, mas ndo houve consumo de
glucose por parte do microrganismo fermentador. Tomas-Pejo et al. (2008) obtiveram
resultados semelhantes. Lu et al. (2013) avaliaram também o efeito da temperatura de
fermentagdo (Tfermentacio) Na producdo de etanol. Houve um consumo rapido e continuo da
glucose as temperaturas de 33, 36 e 39 °C, mas quando a Tfermentacao fOI elevada para 42 °C a
glucose foi consumida lentamente, apresentando uma taxa de consumo de glucose menor do
gue nos outros casos. Além disso, a atividade da levedura S. cerevisiae decresceu com a
elevacdo da Trermentagao para 42 °C. Na Figura 2.5 estdo ilustrados perfis de evolugéo de etanol e

glucose para diferentes temperaturas de fermentacao.
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Figura 2.5 - Concentrages de etanol e glucose ao longo do processo NSSF, aplicando diferentes temperaturas de fermentagao.
O tempo 0 h equivale a0 momento em que foi adicionado o indculo da levedura, iniciando a etapa de fermentacdo, sendo que
a pré-hidrolise decorreu no intervalo [-12; 0] h (Lu et al., 2013).

Os resultados indicam que a concentracdo de etanol foi mais elevada quando a Tfermentagio
foi de 36 °C (cerca de 21 g L de etanol durante 48 h de fermentagdo). Uma concentragéo
maxima de etanol foi depois obtida (39.4 g L™, para 60 h de fermentagdo) por estes autores,
qguando o tempo de pré-hidrolise foi de 18 h com uma carga enzimatica de 30-40 FPUcelylase
/QReed € @ Tfermentagao de 36 °C.

Outro estudo mostrou que a S. cerevisiae poderia produzir etanol a 39 °C quando 10%
de celulose é usada como substrato (Shahsavarani et al., 2013). Shahsavarani et al. (2013),
estudaram a aplicacdo da S. cerevisiae termotolerante (S. cerevisiae TJ14) no processo de
obtencdo de etanol pelo método NSSF, usando a celulose microcristalina como matéria-prima.
Estes autores alcancaram uma concentracio de etanol de 45 g L™ as 100 h de fermentacéo. A
celulase utilizada neste estudo para a realizacdo da sacarificagdo enzimatica foi a Accelerase
1500 (Genencor, Rochester, NY, USA).

Chilari et al. (2017) avaliaram a viabilidade da producéo de etanol pelo método NSSF,
usando caule de algoddo pré-tratado como substrato. A enzima utilizada foi a Cellic CTec2
fornecida pela Novozymes Corporation (Dinamarca) e a fermentagdo foi realizada usando
fermento de padeiro seco. O material pré-tratado foi hidrolisado aplicando diferentes cargas de
enzima (7 a 80 FPU/Qceluiose) € 15% (m/v) de substrato, sendo que a maior concentracdo de
glucose (~69 g L) foi obtida quando se usou a maior carga enzimatica. Quanto a producao de
etanol, o aumento da carga enzimatica para 40 FPU/Qceluiose resultou num aumento de produgéo
de etanol. No entanto, quando a carga foi aumentada de 40 para 80 FPU/gcelulose N80 houve
aumento significativo na producdo de etanol, obtendo-se concentracbes de etanol de
aproximadamente 15.49 e 15.95 g L1, respetivamente. Além disso, estes autores avaliaram o

efeito da concentracdo de substrato e do tempo de pré-hidrolise usando em todos os casos 80
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FPU/Qceluiose. Quando o tempo de pré-hidrolise foi alterado de 6 para 14 h, verificou-se um
aumento de 33.1% na quantidade de glucose produzida antes do inicio da fermentacéo,
originando consequentemente uma concentracio de etanol de 21.85 g L (para 15% (m/v) de
substrato). A maior concentracdo de etanol, 34.38 g L™, foi obtida quando a concentracio de
substrato aumentou para 20% (m/v) e o tempo de pré-hidrélise foi de 14 h, como apresentado
na Tabela 2.8.

2.3. Configuracéo de Biorreatores

Um reator bioldgico ou biorreator é essencialmente constituido por um sistema de
agitacdo, controlo de espuma, sistema de fornecimento de oxigénio, volume de headspace,
porta de amostragem, sistema de controlo de temperatura e pH, sistema de esterilizacdo e linhas
para carregar e esvaziar o reator (Alaghlavi et al. 2013).

A selecdo do tipo de biorreator e 0 seu respetivo dimensionamento Sdo etapas
especificas, mas podem ser seguidos alguns principios fundamentais (Wang e Zhong, 2007). E
necessario um controlo da temperatura e do pH para garantir as condicdes ideais requeridas
pelo sistema biologico, mais especificamente, para a enzima e para a cultura de
microrganismos. Também é necessario garantir uma mistura adequada para que haja interacdo
da enzima com a biomassa, e dos microrganismos com 0s acUcares fermentaveis, de modo a
aumentar a eficiéncia dos bioprocessos (Gaikwad et al., 2018; Pino et al., 2018). Nestes
sistemas, € essencial que haja diminuicdo das resisténcias a transferéncia de massa e calor, e
que se avalie a sensibilidade ao cisalhamento, ou seja, o grau de suscetibilidade a forcas de
corte quando aplicada uma agitacdo excessiva, que pode causar uma reducdo na atividade
enzimatica (Pino et al., 2018; Wang e Zhong, 2007). Um biorreator deve proporcionar um
ambiente controlado para aumentar o crescimento celular, a conversdo do substrato e a
produtividade do processo bioldgico, fornecer produtos de qualidade elevada e minimizar o
custo global de producdo dos produtos pretendidos (Gaikwad et al., 2018; Wilkins e Atiyeh,
2012).

2.3.1. Modos de operacao

Independentemente da configuragéo e geometria do biorreator, existem 3 modos de
operacdo principais de acordo como a forma como o substrato é fornecido, nomeadamente:
descontinuo (batch), semi-descontinuo (fed-batch) e continuo (continuous) com e sem

recirculagéo.
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2.3.1.1. Operacao em descontinuo

O modo de opera¢do em descontinuo ¢ um modo de producdo amplamente utilizado em
processos de producdo de bioetanol. Além disso, € o modo de operagdo mais usado
industrialmente em processos biotecnoldgicos. Neste modo operacional, o substrato é
inicialmente carregado no biorreator sem alimentacdo adicional ou remocdao de substancias do
sistema (geralmente designado por processo fechado), o que implica que o volume permanece
constante desde o inicio até ao final da reacdo (Asenjo e Yamane, 2015; Chang et al., 2012).
Adicionam-se 0s reagentes no inicio, e durante a fermentacdo nenhum outro reagente é
adicionado, com excecao das bases ou acidos caso se pretenda controlar o pH. Por este motivo,
a operacdo em descontinuo apresenta baixos custos e um risco reduzido de contaminacdo. No
entanto, pode ocorrer a acumulacao de metabolitos tdxicos que podem limitar o crescimento do
sistema bioldgico, afetando consequentemente a formacéo do produto pretendido (Pino et al.,
2018). As concentragdes iniciais de substrato podem ter de ser limitadas devido a problemas de

inibicdo por substrato, afetando a producéo.

2.3.1.2.  Operacao semi-descontinua

No modo semi-descontinuo ocorre a adicdo intermitente de nutrientes durante o
processo de sacarificagcdo enzimatica, de forma que o processo receba substrato fresco em
periodos de tempo estabelecidos (Chang et al., 2012). Este é um modo de opera¢do promissor,
pois promove a homogeneizagao da biomassa do sistema bioldgico, resultando em rendimentos
de conversdo superiores do que no processo descontinuo (Furlong, 2015; Hodge et al., 2009).
Além disso, evita a consisténcia excessiva do substrato, o que permite trabalhar com uma carga
elevada de solidos, possibilita um maior periodo de tempo para ocorrer a hidrélise da biomassa
pré-tratada em acgucares fermentaveis, permite aumentar a concentracdo inicial de substrato e

diminui os problemas de inibicdo (Chen et al., 2016; Du et al., 2014).

2.3.1.3.  Operacdo em continuo

Nos processos de modo continuo, o substrato € continuamente alimentado ao biorreator
e os produtos sdo continuamente removidos, com a mesma taxa de fluxo de alimentacao, desde
o0 inicio ate a fase final, de modo a atingir um estado estacionario, onde o volume de liquido se

mantém constante. Eliminam o problema de inibi¢do por substrato, pois permitem minimizar a
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concentracdo do mesmo dentro do reator (Al-Zuhair et al., 2013). Neste modo de operacéo, o
controlo de temperatura é mais simples do que no modo semi-descontinuo (Pino et al., 2018).

A maioria dos processos com microrganismos é realizada em modo descontinuo ou
semi-descontinuo, devido a dificuldade e baixa/média capacidade de producao continua no caso
dos processos microbianos industriais (Garcia-Ochoa et al., 2011).

Os reatores de tanques agitados (STBR), colunas de bolhas (BCR), colunas
empacotadas, circulagcdo por arejamento (air-lift), leito fixo, leito fluidizado e reatores de
membrana de fibra oca (HFR) séo algumas das configuracdes de biorreatores mais usadas, tanto
a pequena como a grande escala (Singhal et al., 2018). O biorreator de tanque agitado (STBR)
é a configuracdo de reator mais utilizada nos processos industriais, apresentando diversos
beneficios, como robustez, facilidade de operacao, bom controlo de temperatura, adequado para
viscosidades elevadas e grandes volumes de mistura reacional (Gaikwad et al., 2018; Pino et
al., 2018). Visto que na presente dissertacdo foi utilizado esse tipo de configuracéo, o biorreator

de tanque agitado sera descrito com maior detalhe.

2.3.2. Biorreatores de tanque agitado (STBR)

Como o nome ja diz, o principio basico dos biorreatores de tanques agitados (STBR) é
a agitacdo que conduz a condigdes uniformes de concentragéo e temperatura em todo o volume
do reator. E o tipo de biorreator mais usado em sistemas bioldgicos, em cerca de 90% dos
bioprocessos industriais, tanto microbianos como enzimaticos (Garcia-Ochoa et al., 2011).
Consiste num vaso de reacdo cilindrico, em vidro ou aco inoxidavel, com uma ou mais Turbinas
associadas a um veio de agitacdo. Um impulsor ou mais sdo montados num eixo ligado a uma
caixa de velocidades e a um motor, utilizado para o controlo da velocidade de rotagédo. O
impulsor uniformiza as suspensdes auxiliando a transferéncia de calor e massa. A entrada de
energia para a rotacdo do agitador € um parametro econdémico crucial que determina a
sustentabilidade econémica do bioprocesso.

Os STBR podem ser construidos por diversos tipos de materiais, nomeadamente vidro,
aco inoxidavel ou carbonato, sendo que os usados a escala laboratorial sdo geralmente feitos a
base de vidro. No caso de processos aerobicos, sdo necessarios dispositivos para a injecao de
ar ou oxigéenio no biorreator, situados na base do mesmo. Na Figura 2.6, encontra-se uma
representacdo esquematica de um STBR com 0s seus componentes principais € com as
dimensdes mais importantes que devem ser tidas em conta para 0 projeto de um biorreator,

respetivamente.
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Figura 2.6 - (A) Representacdo esquematica do biorreator do tanque agitado, (B) Nomenclatura para dimensionamento STBR
(WF: Largura dos defletores ou chicanas, WI: Largura do impulsor, DI: Diametro do impulsor, DB: Diametro do biorreator,
HB: Altura do biorreator, HI: Altura entre os impulsores e a parte inferior do biorreator, LI: Comprimento dos impulsores).
(Modificado e adaptado de Garcia-Ochoa et al., 2011)

No ambito do projeto de um STBR, alguns parametros normalmente usados séo os
seguintes:
e Razdo entre diametro do impulsor e o diametro do tanque (DI1/DB): 0.3 — 0.6
e Proporcao entre a altura do biorreator e o didametro do mesmo (HB/DB): 2:1 ou 3:1
e Razdo LI/DI: 0.25, WI/DA: 0.2, HI/DA: 1 e WF/DB: 0.1.
e A largura do defletor € 1/10 ou 1/12 do didmetro do tanque
e Umalacuna de cerca de 1,5% do didmetro do tanque é deixada entre a parede e o defletor

para evitar a estagnacdo do fluido perto da parede.

Somente 75-80% do volume dos STBR é preenchido com liquido, de modo que se tenha
um espaco livre adequado para a libertacdo de goticulas dos gases de escape e para acomodar
qualquer espuma que se possa formar (Catapano et al., 2009; Garcia-Ochoa et al., 2011). A

formagéo de espuma pode ser reduzida por adi¢do de um agente anti-espuma.

2.3.3. Sistemas de agitacao e aquecimento

A agitacdo confere uma mistura uniforme das células, facilita a transferéncia de massa
e calor durante o processo, e mantém o meio uniforme no fermentador. Tém sido estudados
diferentes tipos de sistemas de agitacdo com o objetivo de aumentar a converséo e reduzir o
consumo de energia elétrica (Gaikwad et al., 2018; Pino et al., 2018).

O padréo de fluxo de liquido estabelecido nos reatores agitados depende do projeto do

agitador ou impulsor, do tamanho e geometria do vaso e das propriedades do fluido. Existem
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dois eixos direcionais para o fluxo, o radial (ou horizontal) e o axial (ou vertical), e como tal
existem impulsores de fluxo radiais e impulsores de fluxo axiais (Pino et al., 2018; Wang e
Zhong, 2007). Na Figura 2.7 séo apresentados os diferentes modelos de fluxo supracitados.
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Figura 2.7 - Modelos de fluxo de impulsores (A) radiais e (B) axiais.

A maioria dos biorreatores sdo equipados com impulsores de fluxo radial. Porém, a
grande desvantagem deste é que cria um padrdo de mistura em estagios, onde a interacao
enzima-substrato ndo é uniforme. Com intuito de ultrapassar este obstaculo, tém sido
desenvolvidos diversos sistemas de agitacdo que combinam impulsionadores axiais e radiais
(Carvajal et al., 2012; Caspeta et al., 2014; Correa et al., 2016; Wang e Zhong, 2007). Para
vasos de grande escala, sdo frequentemente instalados varios impulsores com o intuito de se
alcancar mistura homogénea, velocidade de impulsor mais baixa e transferéncia de massa
suficientes. Os defletores sdo usados para reduzir a ocorréncia de vortice no biorreator. No
entanto, € necessario ter cuidado com a velocidade de agitacdo, pois velocidades elevadas
podem danificar ou destruir as células ou determinados catalisadores.

Existem diversas configuracbes de impulsores que sdo usados em STBRs para 0s
processos de hidrolise enzimatica e fermentacdo. No entanto, cada um apresenta perfil de fluido
especifico, padrdo de fluxo e desempenho. A selecdo deste tipo de equipamentos depende de
varios fatores, incluindo a viscosidade da mistura, a necessidade de fluxos de ndo cisalhamento
e a necessidade de correntes liquidas fortes (Pino et al., 2018). Dentro dos varios tipos de
impulsores radiais existem a Turbina Rushton (Figura 2.8 A), a Turbina de disco de lamina
concava, o impulsor de trés laminas retas/radiais. Por outro lado, entre os exemplos de
impulsores de fluxo axial incluem-se a hélice marinha (Figura 2.8 B) e as Turbinas de trés

laminas inclinadas.
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Figura 2.8 — Impulsores de fluxo radial e axial: (A) Turbina Rushton e (B) Hélice marinha, respetivamente (Pino et al., 2018)

A Turbina Rushton é frequentemente usada em fermentacdo microbiana devido a sua
excelente caracteristica de mistura. Por outro lado, € menos adequada para cultura de celulas
frageis, pois requer uma velocidade de impulsor bastante elevada para se obter uma mistura
suficiente, o que danifica as células sensiveis ao cisalhamento (Catapano et al., 2009). Como ja
foi referido, o uso deste tipo de impulsor pode resultar num padrdo de mistura em estagios,
ocorrendo maior transferéncia de massa junto ao impulsor em relacdo ao volume de trabalho,
onde a interacdo enzima substrato ndo é uniforme. Além disso, um estudo feito por Zhang et
al., (2010) comprovou que a Turbina Rushton ndo é adequada para fluidos de viscosidade
elevada. Os impulsores de fluxo axial sdo muito usados quando o objetivo é alcancar padrbes
de mistura aperfeicoados (Kadic e Heindel, 2014). Além de oferecer melhor homogeneizacao
do meio comparativamente a Turbina Rushton, a hélice marinha é um impulsor que apresenta
uma elevada capacidade de fluxo e produz padrbes de fluxo intermédios. E normalmente
utilizada em fluidos de baixa a média viscosidade. Quando o angulo das laminas é de 45° da
horizontal, sendo que 0 mesmo pode variar entre 45 a 60°, é provocada uma componente radial
de fluxo significativa, independentemente do tamanho ou posi¢do do impulsor. Neste caso, a
Turbina de laminas inclinadas é classificada como um impulsor misto na familia axial,
tornando-a num excelente dispositivo de mistura, por permitir a diminuicdo do tempo de
mistura, e consequentemente a melhoria da transferéncia de calor e massa (Doran, 2013 a);
Kadic e Heindel, 2014).

Nos bioprocessos de producdo de etanol a partir de BLC pré-tratada o substrato usado
apresenta normalmente viscosidade ou consisténcia elevada. Em fluidos viscosos, muitas vezes
é impossivel, por razdes mecanicas ou econdmicas, girar o impulsor com rapidez suficiente
para gerar turbuléncia. Neste caso, impulsores como o impulsor de ribbon helicoidal e o
impulsor de ancora sdo considerados como alternativa para proporcionar misturas mais
eficientes. Os impulsores de ribbon helicoidal (Figura 2.9 A) sdo usados principalmente para
fluidos ndo newtonianos e substratos com viscosidade elevada que comummente apresentariam
dificuldade na sua agitacdo. Proporcionam uma mistura eficiente e requerem menor consumo
de energia (Modenbach e Nokes, 2013; Volynets et al., 2016). Possuem uma maior area de

contato superficial, quando comparados com o impulsor de ancora. O impulsor ancora (Figura
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2.9 B) ¢ a configuracdo recomendada para fluidos viscosos, pois as suas pas funcionam como
raspadores que evitam a estagnagéo do material nas paredes do biorreator (Peixoto et al., 2000).

Esse tipo de impulsor ajuda a gerar um maior fluxo radial no biorreator.

Figura 2.9 - Impulsor de (A) ribbon helicoidal e (B) de ancora (Pino et al., 2018)

Independentemente da configuracdo especifica do biorreator, o vaso reacional deve
possuir outras caracteristicas comuns, como um dispositivo de transferéncia de calor; portas
para sensores de pH, temperatura e oxigénio dissolvido. E necessario que haja transferéncia de
calor para que se possa controlar a temperatura, pois o calor da reacdo e a atividade metabdlica
das células absorvem ou geram calor (Garcia-Ochoa et al., 2011; Pino et al., 2018). Outro fator
chave para o controlo de temperatura é que tanto 0s microrganismos como as enzimas possuem
temperaturas 6timas de funcionamento, ou seja, a maioria das fermentacdes ocorre no intervalo
de 30 a 38°C, uma vez que envolvem microrganismos mesoéfilos, enquanto as hidrdlises
enzimaticas ocorrem mais frequentemente no intervalo de 45 a 50°C, pelo que € necessario um
controlo rigoroso da temperatura de cerca de + 1°C (Doran, 2013 b).

Existem diversas formas para fornecer aquecimento e arrefecimento ao biorreator, e
cada uma delas depende do tamanho do biorreator. Os reatores de pequena escala (frascos
agitados ou Erlenmeyers) podem ser colocados em uma incubadora. Os reatores de bancada
podem ser constituidos por uma camisa de aquecimento, sendo este 0 método geralmente
utilizado para biorreatores de pequena escala (Catapano et al., 2009; Pino et al., 2018). Os
biorreatores de maiores dimensdes podem ser equipados com permutador de calor externo, uma

camisa de aquecimento ou com uma serpentina, como mostra a Figura 2.10.
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Figura 2.10 - Configuracdes de transferéncia de calor para biorreatores: a) camisa de aquecimento; b) serpentina externa; c)
serpentina helicoidal interna; d) serpentina interna do tipo defletor; e) permutador de calor externo (adaptado de Doran, 2013
b); Fonseca e Teixeira, 2017).

As bobinas ou serpentinas externas proporcionam baixa area de transferéncia de calor,
por isso sdo raramente usadas em escala industrial. Por outro lado, as bobinas internas podem
ser operadas sob diversas velocidades de agitacdo do caldo contido dentro do reator e s@o
frequentemente utilizadas em tanques de grande escala, pois fornecem uma area de
transferéncia de calor relativamente grande. No entanto, este tipo de aquecimento apresenta
algumas desvantagens, como o crescimento do filme de células na superficie do dispositivo de
transferéncia de calor, interferéncia na mistura do vaso e dificulta a limpeza do reator (Catapano
et al., 2009; Garcia-Ochoa et al., 2011).

As unidades de transferéncia de calor externas sdo independentes do reator, s&o mais
faceis de aumentar e fornecem maior e melhor capacidade de transferéncia de calor. No entanto,
as condicoes de esterilidade devem ser mantidas, as células devem ser capazes de suportar as
forcas de cisalhamento, e, em bioprocessos aerdbicos, o tempo de residéncia no permutador de
calor deve ser o menor possivel para garantir que o meio nao fique isento de oxigénio (Garcia-
Ochoa et al., 2011).

27



28



3.  Materiais e métodos

3.1. Biomassa lenhocelulésica

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas duas matérias-primas, nomeadamente:
i) a pasta de casca de Eucalyptus globulus (Figura 3.1 A), obtida através de um pré-tratamento
da casca com cozimento kraft e ii) as lamas primarias provenientes da indUstria da pasta e do
papel, utilizadas tal qual (Figura 3.1 B) e com aplicacdo de pré-tratamento (Figura 3.1 C) com

HCI para a remocéo de carbonato de célcio (CaCO3).

Figura 3.1 - Matéria-prima usada nos ensaios.: (A) Pasta crua Kraft de casca, (B) Lamas primarias e (C) Lamas primdrias
tratadas com HCI.

A determinacdo da composicdo quimica das diferentes matérias-primas
lenhocelulésicas foi feita tendo em conta parametros como os teores de sélidos (ou de secura),
de hidratos de carbono (celulose e hemiceluloses), de lenhina (soltvel e insoltvel), de cinzas,
de CaCOs (para o caso das lamas). A caraterizacdo quimica das matérias-primas foi baseada
nos protocolos do Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL — National Renewable
Energy Laboratory, EUA). Na Tabela 3.1 apresenta-se a composic¢ao quimica determinada para

os diferentes tipos de BLC.

Tabela 3.1 - Composicao quimica da pasta kraft de casca e das lamas primarias

Secura Composicéo (%, em base seca)
Matéria-prima
(9/9) Lenhina total Glucanas Xilanas Cinzas CaCOs3
Pasta kraft de casca 0.9230 2.6 79.8 155 2.1 nao determinado

Lamas primarias 0.2344 2.5 62.2 143 20.7 17.3
Lamas primarias
tratadas com HCI 0.2062 2.6 76.4 16.0 4.3 3.3

(lote 1)
Lamas primarias
tratadas com HCI 0.2407 2.3 76.1 17.3 3.0 nao determinado

(lote 2)
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3.2. Enzima e microrganismo usados nos bioprocessos

O complexo enzimatico utilizado nos ensaios realizados neste trabalho foi a Cellic®
CTec2, fornecida pela Novozymes. E um complexo enzimatico constituido por uma mistura de
celulases, hemicelulases e B-glucosidases e tem intervalos de temperatura e pH 6timos entre 45
—50°C e 5.0 - 5.5, respetivamente.

A atividade enzimatica foi determinada segundo o metodo Filter Paper Unit (FPU) para
as temperaturas de 38 e 50 °C, de acordo com o procedimento padrdo do NREL (NREL, 2008)
(Anexo 1X). O conhecimento acerca da atividade da enzima permite calcular o volume de
solucdo enzimatica necessario para obter a carga enzimatica estabelecida para os ensaios. A
Tabela 3.2 apresenta os valores da atividade enzimatica determinados para as duas temperaturas

acima referidas.

Tabela 3.2 - Atividade enzimética da enzima para as temperaturas de 38°C e 50°C.

Enzima Atividade enzimatica (FPU/ mLenzima)
38°C 50°C
Cellic® CTec2 64.91 160.87
Cellic® CTec2* 59.68 176.20

*.novo frasco de enzima.

O microrganismo utilizado neste trabalho para realizar a fermentacdo dos acUcares
simples (nomeadamente glucose) em etanol foi a levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC®
26602 (American Type Culture Collection), pois esta levedura consegue fermentar uma ampla
gama de hexoses (glucose, manose, galactose) e dissacarideos (sacarose e maltose).

O indculo foi preparado de acordo com o meio de cultura universal para leveduras (YM
— Yeast Medium), composto por 10 g L de glucose, 5 g L™ de pentose, 3 g L de extrato de
malte e 3 g L™ de extrato de levedura. Foi preparado meio de cultura sélido (YM com 15 g L™
de agar) para que as leveduras se multiplicassem e pudessem ser conservadas em ambiente
refrigerado. Posteriormente, foram preparados meios de cultura liquido em baldes de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de caldo YM, onde foram inoculadas células de
levedura. As culturas foram mantidas numa incubadora orbital a 30 °C e 150 rpm, durante cerca
de 12 h para se atingir a fase de crescimento da levedura. Apos incubacéo, as culturas foram
transferidas para os biorreatores, e usadas como inoculo com intuito de dar inicio a fermentagéo
tanto no processo SSF, como no processo NSSF. O procedimento para a preparacgéo da solugéo
de tampéo citrato 0.05 M encontra-se no Anexo Ill e, os procedimentos para a preparacao do
meio de cultura liquido, solucéo de nutrientes e da solugdo enzimatica encontram-se no Anexo
V.
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3.3. Métodos de producéo de bioetanol

A producao de bioetanol foi realizada seguindo duas estratégias diferentes de integracédo
dos bioprocessos, nomeadamente o método de sacarificacdo e fermentacdo em simultaneo
(SSF) e 0 método de sacarificacdo e fermentagdo em simultaneo ndo isotérmicas (NSSF), sendo
que ambos foram realizados em modo descontinuo.

Todos os ensaios foram realizados em biorreatores (600 mL de capacidade, Figura 3.2)
com camisa de aquecimento usando diferentes tipos de agitadores ou impulsores, como a
Turbina Rushton (Figura 3.3 A) e 0 agitador &ncora com quatro pés retas/radiais (Figura 3.3 B).
Ambos os impulsores utilizados, sdo impulsores de fluxo radial. A grande diferenca entre o0s
dois é que o segundo cria um fluxo radial mais elevado dentro do reator, provocando
consequentemente uma diminui¢cdo no tempo necessario para a homogeneizagdo da mistura
presente no reator, um aumento da transferéncia de massa e consequentemente aumento da

eficiéncia da hidrolise enzimética.

Figura 3.2 — Vaso reacional/ biorreator utilizado.

A) || (B)

Figura 3.3 - Impulsores utilizados nos bioprocessos: (A) Turbina Rushton e (B) Ancora com quatro pas retas radiais.
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3.3.1. Sacarificagdo e fermentacédo em simultaneo (SSF)

Os ensaios realizados com o processo SSF foram baseados no protocolo do NREL
(Dowe e McMillan, 2001) e em trabalhos anteriores (Mendes et al., 2016). A preparagéo dos
ensaios SSF iniciou-se com a pesagem da matéria-prima selecionada no vaso reacional e
esterilizacdo da mesma numa autoclave a 121°C durante 15 min. Depois da amostra estar
esterilizada e arrefecida, procedeu-se a instalacdo da tubagem que possibilitou a circulacdo da
agua proveniente do banho termostatico (Thermonix ® B) pela camisa de aquecimento do
biorreator e ligou-se o termostato a 38 °C. O impulsor foi acoplado no veio da cabega de
agitacdo mecanica (RSLab-13) e colocado no interior do vaso reacional, ajustando-se depois a
tampa que sela o reator. De seguida, adicionou-se a solucdo de tampdo citrato de 0.05 M, a
solucdo de extrato enzimético, a solucdo de nutrientes, o indculo fresco, previamente
preparados e esterilizados, e iniciou-se a operacdo. Na figura 3.4 esté ilustrada a instalacdo do

sistema de agitacdo e aquecimento do biorreator.

Figura 3.4 - Instalacdo do sistema de agitacdo mecéanica e das ligagdes a camisa de aquecimento do biorreator.

Foram estabelecidas algumas condi¢des que se mantiveram constantes para todos 0s
ensaios: massa total de suspensé@o, Msuspensao, (350 g), consisténcia do substrato (8% ou 8 gmaterial
seco €M 100 Qsuspensao), Carga enzimatica (25 FPU de enzima por grama de hidratos de carbono,
FPU/gHc), temperatura de operacdo (38 °C), volume de inéculo (10% do volume de suspenséo),
concentragéo de suplementos nutricionais (5 g L™ de pentose, 3 g L™ de extrato de malte e 3 g
L de extrato de levedura) e velocidade de agitagdo (~150 rpm). Na Tabela 3.3 estdo
apresentadas as condic¢Ges operatorias variadas na realizagdo dos ensaios de SSF para a pasta

kraft de casca e para as lamas primarias.

32



Tabela 3.3 - Condicdes operatorias variadas nos ensaios SSF

. Variavel
Ensaio — - - -
Mateéria-prima Tipo de impulsor

KA1l Pasta kraft de casca Turbina Rushton

KA2 Ancora com 4 pés retas/radiais

LAl Lamas primarias Turbina Rushton

LTAl . Turbina Rushton

Lamas primarias tratadas ~ , .

LTA2 Ancora com 4 pas retas/radiais

3.3.2. Sacarificacdo e fermentacdo em simultaneo ndo isotérmicas (NSSF)

Para a realizacdo dos ensaios de sacarificacdo e fermentacdo em simultdneo néo
isotérmicas (NSSF) foram usados os mesmaos tipos de agitadores e de biorreator que nos ensaios
SSF. Os biorreatores e 0s passos para a instalagdo do sistema de agitacéo e de aquecimento do
biorreator sdo semelhantes aos do processo SSF. A grande diferenca entre os ensaios SSF e
NSSF é que no segundo existe um tempo de pré-hidrdlise, e somente depois deste tempo, pré-
estabelecido, é que se adiciona o inoculo fresco e a respetiva solucéo de nutrientes ao biorreator,
com intuito de dar inicio a fermentagdo e induzir o SSF. Além disso, a pré-hidrolise e a
fermentacao séo realizadas em temperaturas diferentes. Foram estabelecidas algumas condicdes
para 0S ensaios, COmO Msuspensio de 350g, consisténcia de 8% (8 Jsecas /100 Qsuspensao), carga
enzimatica de 25 FPU/gnc, volume de indculo igual a 10% do volume de suspenséo e velocidade
de agitacdo ~150 rpm. Na Tabela 3.4 apresentam-se as condi¢fes operatérias utilizadas na
realizacdo dos ensaios de NSSF para a pasta kraft de casca e para as lamas primarias.

Tabela 3.4 - CondicGes operacionais variadas nos ensaios NSSF

Variavel
Ensaio Matéria-  Tempo de pré- Temperatura de fermentagéo Tipo de impulsor
prima hidrolise (h) (°C)
NK1 6 30
Eig kl::fstt:e 264 gg Turbina Rushton
NK4 casca 24 38
NKS 6 38 Ancora com 4 pés retas/radiais
NL1 Lamas 6 30
NL2 primarias 24 30
NLT1 6 30 _
NLT2 Lamas 24 30 Turbina Rushton
NLT3 primarias 6 38
NLT4 tratadas 24 38
NLTS 6 38 Ancora com 4 pas retas/radiais
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As condicbes e quantidades utilizadas, tanto nos ensaios SSF como nos NSSF,
encontram-se com mais detalhe nas Tabelas do anexo V.

De um modo sucinto, nos ensaios SSF manteve-se a temperatura de operacao e variou-
se apenas o tipo de agitador/impulsor. Por outro lado, nos ensaios NSSF variou-se o tipo de
impulsor, o tempo de pré-hidrolise e a temperatura de fermentacdo, com intuito de se analisar
o efeito de cada um destes parametros no processo de obtencdo de bioetanol. Durante a pré-
hidrélise foi mantida a temperatura de 50 °C, por ser a temperatura étima de operagdo da enzima
utilizada.

Com excecdo dos primeiros ensaios (KA1 e LAL), para ambas as matérias-primas, 0s
ensaios SSF tiveram uma duracdo de 48h. Por outro lado, os ensaios NSSF tiveram duragdes
de 54 e 72h, quando os tempos de pré-hidrélise foram de 6 e 24h, respetivamente. Foram
retiradas amostras periddicas durante ambos os ensaios (SSF e NSSF) para se monitorar o pH,
recorrendo ao medidor de pH (WTW inolab plus com o elétrodo SebTix®). As amostras foram
colocadas em tubos de ensaio com rolha. De seguida, esses tubos foram colocados num copo
com &gua e gelo durante 5 min. As amostras foram entdo centrifugadas durante 5 min a 3500
rpm (Hettich ZENTRIFUGEN UNIVERSAL 32). Posteriormente, o sobrenadante das amostras
foi utilizado para se fazer a leitura do pH. Depois de feita a leitura, as amostras foram filtradas
para tubos eppendorf com filtros de seringa com membrana de nylon 0.22 um de porosidade,
para posterior analise através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.4. Meétodos analiticos

Os procedimentos necessarios para a determinacdo da atividade enziméatica encontram-se no
Anexo IX.

3.4.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A producdo/consumo de glucose e producdo de etanol nos bioprocessos testados foi
acompanhada através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Utilizou-
se um equipamento KNAUER K-301, constituido por um reservatério que contém a fase movel,
uma bomba de alta presséo, um injetor, uma coluna de separagao (com material de enchimento
cromatografico) e um detetor de indice de refracdo, conectado a estacdo de dados do
computador, que regista o sinal elétrico necessario para gerar o cromatograma e para identificar
e quantificar a concentragdo dos constituintes da amostra (Figura 3.5). A identificacdo e a
avaliacdo da producdo de etanol e de outros compostos presentes na amostra (glucose, xilose,
acido acético, glicerol, etc.) foram feitas atraves do tempo de retencdo na coluna, sendo as suas

concentracdes determinadas através de curvas de calibracdo previamente elaboradas. A coluna
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utilizada foi a Rezex™ ROA-Organic Acid H+ (300x7.8 mm) mantida num forno a 40 °C,
ligada a uma pré-coluna semelhante, mas de diferentes dimensdes (50x7.8 mm) mantida a
temperatura ambiente. A fase movel foi uma solucdo de H.SO4 a 0.0025 M bombeada a 0.6
mL/min, previamente preparada com agua ultra-pura, filtrada a vacuo com filtros de membrana

de Nylon de 0.22 um de porosidade e desgaseificada atraves de ultrassons durante 15 min.
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Figura 3.5 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

3.5. Parametros de avaliacdo da producéo de etanol

Os dados obtidos na analise de HPLC foram usados para calcular: i) o rendimento de
conversao dos hidratos de carbono da BLC em etanol (equagéo 3.1, acompanhado da equacao
auxiliar 3.2), ii) o rendimento de conversdo da glucose da BLC em etanol (equacéao 3.3), razdo
entre o etanol produzido e matéria-prima, em base seca (equacdo 3.4), o rendimento
relativamente a preé-hidrolise enzimatica nos processos NSSF (equacdo 3.5) e a produtividade

de etanol, onde o tempo corresponde ao intervalo temporal que decorreu desde a inoculagdo até
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atingir a concentracdo de etanol respetiva (equacdo 3.6). As equacdes utilizadas para a

determinacéo dos parametros referidos anteriormente sdo as seguintes:

Rendimento de conversdo em etanol (SSF e NSSF):

g —
[ETOH]t( E’IZOH)'Vensaio (mL)-1073

Yssr ounssr(%) = 100 (3.1)

g g
0-51'mhamida(ghamida)'STmédia< 5. )'HCHPLC(_HC)
Jhamida Ims

dglucanas YIxilanas
H =111'm (—) 1.14 - my (—) 2
CHPLC glucanasHPLC IMs + xilanasyprc Ims (3 )

Rendimento em etanol relativamente ao teor de glucose presente na matéria-prima (SSF
e NSSF):

[ETOH](PELOH)-V oy i (mL)-1072

100 (3.3)

04) —
YETOH—G ( /0) - IaMms Yglucanas

“1.11'm ( )
ghumzda) glucanasypLe\” gus

0.51'Mpgmida (ghumida)'STmédia(

Massa de etanol produzida por 100 g de material seco (SSF e NSSF):

9ETOH -
gETOH)_ [ETOH]t( LO )'Vensaio(mL)'lo 3
100gms

RssF ou NssF-ms ( - 100 (3.4)

- IMs
Mpimida(Ghamida) STmédia ( Tnimi da)

Rendimento do processo de pré-hidrolise enzimatica (NSSF):

[HCHPLClt=0 (?—C)'Vensaio (mL)-1073
Yue (%) = s ] -100 (3.5)

Iums 9dHC
Mpamida(Gnamida) STmedia ( 7 )'H CHPLC(%

humida

Produtividade (SSF e NSSF):

[ETOH] 9ETOH
Penon (2222) = () @9

Onde:

[ETOH] — Concentragéo de etanol em g/L

HC — Hidratos de carbono

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia)

Mglucanas — Massa de glucanas presentes no material, em base seca

Mixilanas— IMassa de xilanas presentes no material, em base seca
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Mhamida— Massa humida

MS — Material Seco

PetoH — Produtividade em etanol

Rnssr-ms — Razdo de etanol por 100 g de material seco para o processo NSSF
Rssr-ms — Razdo de etanol por 100 g de material seco para o processo SSF

STmedio — Teor de Secura médio

t(h) — No SSF é o tempo total, mas no NSSF € o tempo contabilizado a partir do instante em
que se inocula a levedura.

YEeToH-6 — Rendimento de etanol pela glucose para os processos SSF e NSSF

YHe — Rendimento da HE do processo NSSF pelos HC

YnssF— Rendimento em etanol pelos HC presentes material pelo processo NSSF

Yssr— Rendimento em etanol pelos HC presentes material pelo processo SSF.
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4.  Analise e discussao de resultados

4.1. Sacarificacdo e fermentacdo em simulténeo
4.1.1. Efeito do tipo de impulsor no SSF

De forma a estudar o impacto do tipo de impulsor no processo de produgéo de etanol,
testaram-se dois agitadores diferentes. Salienta-se que a notagdo dos ensaios é a que ja foi
referida na Tabela 3.3. Como j& foi dito anteriormente, foram estabelecidas algumas condi¢des
que se mantiveram constantes para todos 0s ensaios: massa total de suspensao, Msuspenszo, (350
g), consisténcia do substrato (8% ou 8 gmaterial seco €M 100 Ysuspensao), carga enzimatica (25 FPU
de enzima por grama de hidratos de carbono, FPU/gnc), temperatura de operacdo (38 °C),
volume de in6culo (10% do volume de suspensao), concentracdo de suplementos nutricionais
(5 g L de pentose, 3 g L™ de extrato de malte e 3 g L™ de extrato de levedura) e velocidade de
agitacdo (~150 rpm). A Figura 4.1 mostra a evolucgdo da producéo de glucose e etanol, ao longo

do tempo utilizando diferentes tipos de impulsores no processo SSF.

—0— KA1l KA2 —0— KA1 KA2
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Figura 4.1 - Evolugdo da concentracdo de (A) glucose e de (B) etanol nos ensaios SSF de pasta kraft de casca (K) a 38°C,
utilizando a turbina de Rushton (A1) e a ancora (A2).

Por observagdo da figura 4.1 A, verifica-se que depois de aproximadamente 24h de
operacdo a quantidade de glucose presente no reator era muito baixa (para todos os ensaios), ou
seja, houve um consumo rapido de glucose na etapa inicial da fermentacdo. Verificou-se
durante os ensaios que a utilizagdo do impulsor do tipo ancora acelerou a liquefagdo, mas a
turbina Rushton foi melhor para agitar a mistura reagente depois de liquefeita. Por este motivo,
a concentracdo de glucose na etapa inicial do processo foi maior no ensaio KA1 do que no
ensaio KA2. Verifica-se na Figura 4.1 B, que depois das 24h de operacdo a concentracdo de
etanol atinge um patamar e mantem-se aparentemente constante devido & baixa concentracdo

39



de glucose presente no reator. Observa-se que no ensaio KA1l foi detetada uma maior
concentracéo de glucose (~44 g L) do que no ensaio KA2 (~24 g L™). No entanto, ambos 0s
ensaios atingiram concentracoes de etanol semelhantes, mais especificamente cerca de 33 g L
! a0 fim de 23 e 24h de operagio nos ensaios KA1 e KA2, respetivamente. No ensaio KA1
atingiu-se uma concentragio maxima de 35.7 g L™* de etanol depois de 47h, enquanto no ensaio
KA2 a concentracdo de etanol comecou a diminuir j& a partir das 32h. Além disso, no ensaio
KA1 obteve-se uma produtividade de 1.44 g L h't as 24h de operacéo, enquanto no ensaio
KA2 a produtividade foi de 1.37 g L™t h'! as 24h de operag&o. Verifica-se que a mudanca do
tipo de agitador tem influéncia na producéo de glucose e de etanol. Pode concluir-se que o
maior fluxo radial dentro do reator criado pelo agitador ancora aumentou a velocidade de
liquefacdo da mistura e producgéo de etanol no SSF. Uma vez que se usou a mesma velocidade
de agitacdo, pode-se concluir que esta ndo foi a mais adequada para o impulsor ancora pois
pode ter danificado ou destruido algumas moléculas de enzima e células de levedura. No caso
do ensaio KA1, observou-se ainda que depois de apenas 2h de operacdo ja se comegcavam a
formar pequenas quantidades de alguns subprodutos, nomeadamente acido acético (0.07 g L)
e glicerol (0.29 g L. Por outro lado, no caso do ensaio KA2 houve apenas formagao de 0.65
g L de glicerol depois de 6h de operagao.

Relativamente & utilizagdo das lamas primarias, estas foram ainda submetidas a um
tratamento quimico com HCI, e como consequéncia houve uma diminui¢do da quantidade de
carbonato de célcio de 17.3 % para 3.3%, em base seca, e um aumento do teor de hidratos de
carbono de 76.5% para 92.4%, como apresentado na Tabela 3.1. Portanto, ha uma maior
disponibilidade de hidratos de carbono para hidrélise e subsequente fermentagdo no caso das
lamas tratadas. Na figura 4.2, estdo representados os perfis de evolucdo de glucose e etanol para
as lamas primarias com e sem aplicacdo de pré-tratamento usando diferentes tipos de impulsor.
Sendo que a primeira amostra do ensaio LTAZ2 apenas foi retirada depois de 16h de operacéo
(devido ao facto de se ter iniciado ao fim do dia), isto explica o facto de nédo ter sido
representado, na figura 4.2 A, a evolucdo da quantidade de glucose para o referido ensaio.
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Figura 4.2 - Evolucéo da concentracéo de (A) glucose e de (B) etanol nos ensaios SSF de lamas primarias tal qual (L) e tratadas
(LT) a 38°C, utilizando a turbina de Rushton (A1) e a &ncora (A2).

No que diz respeito a concentracdo maxima de etanol obtida, houve um aumento
significativo quando se usaram as lamas tratadas. Produziram-se cerca de 28.0 g L™ e 34.3
g L? de etanol nos ensaios LA1l e LTAIL, respetivamente durante 24h de operago,
demonstrando-se que a aplicacdo do pré-tratamento da matéria-prima € muito importante para
a eficiéncia dos processos de obtencao de bioetanol.

Verificou-se que as concentracbes maximas de etanol foram semelhantes,
independentemente do impulsor utilizado, como era de se esperar, pois Usou-se a mesma
matéria-prima com a mesma consisténcia tanto no ensaio LTAL como no LTA2. Tal como
verificado no SSF da pasta kraft de casca, o impulsor de ancora tende a promover um aumento
de produtividade, obtendo-se concentracdes de etanol elevadas em menor tempo de reacdo. A
concentracdo maxima de etanol é obtida mais rapidamente, e consequentemente 0 seu
decréscimo no caldo de cultura (por falta de glucose) inicia também num menor tempo de
reacdo. Observa-se na figura 4.2 B, essa diminuicdo na concentracdo de etanol a partir de 24h
de opera¢do no ensaio com o impulsor tipo ancora (LTA2), enquanto no ensaio com a turbina
de Rushton (LTAZL) esse decréscimo iniciou a partir de 32h de rea¢do. Produziram-se cerca de
33.5 e 34.3 g L™ de etanol nos ensaios LTA2 (depois de 18h de operagio) e LTAL (depois 24h
de operagéo), respetivamente. Embora se tenha atingido uma melhor produtividade, o agitador
ancora apresentou valores de rendimentos de etanol ligeiramente inferiores aos que se
obtiveram com a turbina Rushton, independentemente da matéria-prima utilizada, como
apresentado na Tabela 4.1. Dependendo do parametro que se quer maximizar, produtividade ou
rendimento, a escolha do melhor agitador num processo SSF podera recair no impulsor tipo
ancora, ou na turbina de Rushton, respetivamente. Ainda assim, a turbina Rushton pode ser
considerado o impulsor mais adequado para a obtencdo de uma maior concentracao de etanol

pelo processo SSF, conduzindo a rendimentos de conversdo mais elevados.
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Tabela 4.1 - Resultados obtidos nos ensaios SSF da pasta kraft de casca e das Lamas primarias (tal qual e tratadas com HCI)

Ensaio t* [ETOH] Yssk YETOH-G
(h) (gL (%, base acucares) (%, base glucose)
KA1l 47 35.7 82.7 98.7
KA2 24 33.0 76.4 91.2
LAl 23 28.0 80.7 99.3
LTAL 24 34.3 82.0 99.1
LTA2 18 335 79.3 97.3

t*, tempo em que se obteve a maior concentracéo de etanol.

4.2. Sacarificacdo e fermentacédo simultéaneas néo isotérmicas (NSSF)

Como ja foi dito anteriormente, alteraram-se duas variaveis do processo NSSF: i) tempo
de pré-hidrdlise (t) e ii) temperatura de operacdo apds a inoculagéo da levedura/ temperatura
de fermentacéo (Tr), para se estudar o impacto que ambas causariam na eficiéncia de producéo
de etanol no processo NSSF. Para além disto, avaliou-se o impacto da alteracdo do tipo de

impulsor (turbina Rushton ou ancora) no processo NSSF.

4.2.1. Efeito do tempo de pré-hidrdlise

De modo a estudar o efeito do tempo de pré-hidrélise na producéo de etanol pelo método
NSSF, foram realizados ensaios variando o0 mesmo entre 6 e 24h, para ambas as matérias-primas
em estudo. Salienta-se que a notacdo dos ensaios € a que ja foi referida na Tabela 3.4. Nos
ensaios com uma pré-hidrélise de 6h, a adicdo da levedura no reator, para dar inicio a
fermentacao, ocorreu sempre no final do dia, pelo que nédo foi possivel obter amostras antes das
17h do tempo de fermentac&o (tr). Por outro lado, nos ensaios em que a pré-hidrolise foi de 24h,
a inoculacéo era feita no dia seguinte e as amostras foram retiradas até 6h depois de se ter dado
inicio a fermentacdo, ou seja, 0s longos periodos sem amostragem (~17h) correspondem
maioritariamente ao periodo noturno. Na Figura 4.3, estéo ilustrados os perfis de evolugédo da
concentracdo de glucose durante diferentes tempos de pré-hidrolise (Figura 4.3 A) e a evolugéo
da concentracdo de etanol durante 48h, apos a inoculacdo, para diferentes temperaturas de
fermentacdo de 30 e 38 °C (Figura 4.3 B), no NSSF da pasta kraft de casca. Em ambos 0s
ensaios, a concentracdo de glucose diminuiu para proximo do nivel zero algumas horas apés a

inoculacdo da levedura. A partir dai, o processo é limitado pela hidrolise enzimética.
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Figura 4.3 - Perfis de evolugdo da concentragdo (A) glucose e de (B) etanol no processo NSSF da pasta kraft de casca, com
diferentes tempos de pré-hidrdlise (tn) e temperaturas de operacéo apds inoculacdo da levedura (Tr): th 6h e T 30 °C (NK1); tn
6h e Tr 38 °C (NK3); th 24h e Tt 30 °C (NK2); th 24h e Tt 38 °C (NK4).

Por observacdo a Figura 4.3 A, verifica-se que houve um decréscimo acentuado na
concentracdo de glucose ap0s a inoculacao da levedura, para ambos os tempos de pré-hidrolise.
Observa-se que quando a pré-hidrolise foi de 6h (NK1 e NK3) obtiveram-se cerca de 60 g L™
de glucose antes da inoculacdo da levedura no meio reacional. Aumentando o tempo de pré-
hidrélise seria expectavel obter-se maior concentracdo de glucose antes do instante da
inoculagdo. Quando se aumentou o tempo de pré-hidrolise para as 24h, obtiveram-se
concentracdes de glucose de 76.68 g L™ e 56.09 g L™ nos ensaios NK2 e NK4, respetivamente.
Seria de se esperar concentracdes semelhantes nos dois ensaios uma vez que se utilizou a
mesma matéria-prima, consisténcia e mesmas condi¢des reacionais, e também mais proximas
do valor obtido no ensaio NK2. No entanto, verifica-se a partir da figura 4.3 (B) que foram
obtidas concentrac6es de etanol muito semelhantes nos dois ensaios. As diferencas observadas
na concentracao de glucose obtida no tempo de pré-hidrolise de 24h poderao ter sido causadas
por dificuldades de garantir uma mistura adequada e uniforme entre ensaios no inicio dos
processos, devido a consisténcia elevada da suspensdo. Verifica-se ainda que o NSSF com uma
pré-hidrélise de 24h (NK2) produziu uma concentragdo de etanol (30.1 g L™, depois de 24h de
fermentacgdo) ligeiramente superior & obtida no NSSF com 6h de pré-hidrolise (NK1), no qual
a concentragdo mais elevada de etanol foi de 28.8 g L™ depois de 48h de fermentacéo. Esta
pequena diferenca no valor de concentracéo de etanol pode ser devida a maior concentracao de
glucose obtida, no ensaio NK2, antes de se induzir o SSF. Tal como nos ensaios de Tra 30°C,
para temperatura de fermentacdo de 38 °C os valores de concentracdo de etanol para ambos os
tempos de pré-hidrolise ndo foram muito diferentes, mais especificamente obtiveram-se
concentragdes de etanol da ordem dos 29.5 g Lt (depois de 26h de fermentagéo) e 27.6 g L

(depois de 48h de fermentagédo) nos ensaios NK3 e NK4, respetivamente. Faria mais sentido
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obter diferentes concentracfes de etanol se a fermentacgéo tivesse ocorrido isoladamente com
os hidrolisados obtidos no processo de hidrolise apds término as 6h ou 24h (por filtracdo), em
que a concentracdo final de glucose disponivel seria cerca de ~61 e ~56 g L™, respetivamente.
Neste caso (NSSF), ap06s a inoculacdo da levedura, manteve-se a enzima no reator, pelo que
ndo se pode supor essas concentracdes de glucose como finais, sendo que a hidrélise dos
polissacarideos existentes continuou a decorrer, embora provavelmente a uma velocidade mais
baixa pelo facto de a temperatura ser inferior a 6tima da atividade da enzima (o pH manteve-se
sempre por volta do 6timo para a enzima). Portanto, usando sempre a mesma consisténcia de
pasta (sendo que esteve disponivel a mesma quantidade inicial de hidratos de carbono nos
diferentes ensaios), espera-se que, passado um determinado periodo, se alcance concentraces
aproximadas de etanol nos ensaios.

Nos ensaios NK1, NK2, NK3 e NK4 alcangaram-se produtividades (P) maximas de 1.59
(depois de 17h de fermentacéo), 1.70 (depois de 17h de fermentacdo), 1.25 (depois de 24h de
fermentacéo) e 1.15 g L™t h'? (depois de 24h de fermentagio), respetivamente. No entanto, nos
ensaios NK1 e NK3 obtiveram-se produtividades de 1.21 g L h (depois de 24h de
fermentacdo). Estes valores comprovam que a pré-hidrolise mais prolongada (24h) resultou
numa produtividade ligeiramente mais elevada e consequentemente num maior valor de
concentragdo de etanol por 100 g de pasta seca (0.38 geton/100gms, NK2), com excegdo do
ensaio NK4, como apresentado na Tabela 4.2.

Durante a este processo houve a formacdo de pequenas quantidades de pequenas
quantidades de glicerol, acido acético e succinico, cujos valores estdo ilustrados na Tabela V1.1
(do anexo V1)

Ao contrario dos ensaios com a pasta kraft de casca, nos ensaios com as lamas primarias

tal qual, o pH manteve-se sempre por volta de 8 durante a pré-hidrélise, e mesmo depois de se
iniciar a fermentacdo esse valor nunca se aproximou do pH 6timo da enzima e por este motivo
ndo se obtiveram bons resultados de producdo de glucose e etanol. Por outro lado, depois das
lamas terem sofrido o pré-tratamento com HCI o pH do meio durante a hidrélise manteve-se
por volta de 7, e apds a inoculagdo da levedura e inicio da fermentacdo o pH foi diminuindo
rapidamente até atingir um valor semelhante ou proximo ao do pH 6timo da enzima, devido a
menor presenca de CaCOsz no material, & formacéo de CO; e pequenas quantidades de &cidos
(acético e succinico). O CO> é produzido pelas leveduras ao longo do tempo e € importante para
0 seu metabolismo, dissolvendo-se no meio reacional, contribuindo para a diminui¢éo do pH.
Na Figura 4.4 estdo representados os perfis de evolucdo de glucose e etanol para as lamas
primarias, aplicando dois tempos de pré-hidrolise (6 e 24h) e duas temperaturas de fermentacdo
diferentes (30 e 38 °C) durante 48h de fermentacéo.
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Salienta-se que na Figura 4.4 o ensaio NLT2 apenas tem amostragem a partir das 18h
pelo facto dos ensaios da pré-hidrolise de 6h (NLT1) e o de 24h terem sido feitos em simultaneo,
pois as condic¢des de operagdo eram as mesmas (temperatura de fermentagdo ~30°C). Para que
ainoculacdo ocorresse a0 mesmo tempo em ambos 0s ensaios, 0 ensaio das 24h teve de comecar

num dia prévio, e mais especificamente no fim do dia. Portanto, ndo foi possivel retirar

amostras.
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Figura 4.4 - Evolucéo da concentracdo de (A) glucose e de etanol no NSSF das lamas primarias, no qual t, foi 6 e 24h, e Tt de
(B) 30 e (C) 38 °C.

Na Figura 4.4 A, observa-se mais uma vez a eficiéncia do pré-tratamento da matéria-
prima nos bioprocessos, tendo-se alcancado resultados de produgdo de etanol muito mais
satisfatorios do que o0s que se obtiveram antes do pré-tratamento. Verifica-se que antes do pré-
tratamento tanto as concentragcbes maximas de glucose como as de etanol foram semelhantes
para os dois ensaios (NL1 e NL2), ou seja, a concentracdo de glucose mais elevada foi de 8.5 g
L depois de 4h de pré-hidrolise, e a as concentracdes mais elevadas de etanol foram de 3.9 e
3.5g L nosensaios NL1 e NL2, respetivamente e ambas obtidas depois de 17h de fermentagao.

Observa-se que para as lamas néo tratadas, ndo houve vantagem em aumentar o tempo de pré-
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hidrolise para além das 6h devido a elevada quantidade de CaCO3 (17.3%) presente no material,
que traz como consequéncia um valor elevado de pH e diminuicdo drastica da atividade da
enzima.

Quanto as lamas tratadas, no caso das 6h de pré-hidrdlise, quando se diminui a
temperatura de 50 °C para 30°C, para dar inicio a fermentacao, acrescentou-se mais um fator
oponente a hidrdlise enzimatica, para além do valor superior de pH, o que provavelmente
resultou num decréscimo acentuado da velocidade de hidrolise dos polissacarideos ainda
presentes. Consequentemente a concentracao de etanol produzido a partir da glucose disponivel
ap6s um periodo de pré-hidrélise de 6h (~21 g L), foi baixa (~12 g L™, depois de 17h de
fermentacgdo). Para o tempo de pré-hidrolise de 24h, prolongou-se o tempo em que a pré-
hidrélise decorreu a temperatura Otima, permitindo assim a obtencdo de uma maior
concentracdo de glucose disponivel (~43 g L™, mesmo a um valor de pH superior a 5) para a
fermentacdo antes da diminuicdo da temperatura para 30°C (Figura 4.4 B). Consequentemente
a concentracdo de etanol produzido, maioritariamente obtido a partir da glucose disponivel, foi
mais elevada (~25 g L™, depois de 48h de fermentacio). A partir deste instante a velocidade de
hidrolise provavelmente diminuiu bastante. Observa-se ainda que apesar do ensaio NLT2 ter
apresentado maior concentracdo de glucose do que os outros ensaios (NLT1, NLT3 e NLT4)
na fase de pré-hidrolise, ndo foi o que apresentou a maior concentracdo de etanol, mas sim o
ensaio NLT3 que apresentou uma concentragio maxima de etanol de 29.2 g L (tr= 42h) para
uma concentragio maxima de glucose de 27.7 g L™ (Figura 4.4 C).

De salientar que os ensaios NLT3 e NLT4 foram realizados com um novo lote de lamas
tratadas (lote 2), cuja composicdo esta descrita na Tabela 3.1. Observa-se nesta Tabela que
houve um decréscimo no teor de lenhina (2.6 para 2.3%) presente na matéria-prima, quando
comparado com o lote 1, o que aumentou a disponibilidade dos hidratos de carbono e
provavelmente facilitou o processo fermentativo. Outros motivos para se ter obtido menor valor
de concentracdo de etanol no ensaio NLT2 do que no NLT3 podem ser as condicOes de reacdo
ou a formacéo de algum composto durante a fermentacdo que inibiu a levedura de produzir
etanol.

O ensaio NLT4 ndo apresentou resultados satisfatorios (o contrario do que se esperava),
tendo ocorrido uma inibi¢cdo durante a hidrélise enzimatica. Vale salientar que, durante a
sacarificacdo enzimatica deste ensaio a mistura reacional demorou mais tempo para liquefazer,
guando comparado com o0s outros ensaios de lamas tratadas. No entanto, as amostras
continuaram a ser recolhidas, o que ndo é aconselhavel, pois por vezes pode-se estar a retirar

muita quantidade de enzima do reator e consequentemente prejudicar a hidrolise. As
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concentragBes maximas de glucose e de etanol obtidas neste ensaio foram de 13.5e 9.2 g L™,
respetivamente.

Como ndo foi possivel obter amostras antes das 18h de fermentacdo para todos os
ensaios, optou-se por escolher as 24h como base para comparacao dos diferentes estudos. Na
fase inicial do processo de fermentac&o a velocidade de producéo de etanol é elevada (>1 g L
ht), devido a maior disponibilidade de nutrientes e para a levedura, ou seja, ha um consumo de
nutrientes mais elevado na fase inicial de crescimento. Essa velocidade vai diminuindo de

acordo com a disponibilidade de nutrientes.
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Figura 4.5 - Produtividades de etanol nos ensaios NSSF de lamas primarias para diferentes tempos de pré-hidrolise (6 e 24h) e
temperaturas de fermentagéo de (A) 30 °C e (B) 38 °C.

Analisando a Figura 4.5, onde se representa a produtividade ao longo do tempo, observa-
se que os ensaios com as lamas ndo tratadas (NL1 e NL2) apresentaram valores de
produtividade menores (0.18 e 0.58 g L™t h'%, respetivamente) do que os ensaios com as lamas
tratadas para um tempo de fermentacdo de 24h, como era de se esperar. Observa-se ainda que

no ensaio NL2 a produtividade maxima foi de 1.50 g L™ h' para um t; de 6h.

Quanto ao tempo de pré-hidrdlise, observa-se na Figura 4.5 (A) que quando este foi
mais elevado (24h), a produtividade também foi mais elevada, devido a maior concentracao de
glucose obtida nestes ensaios. Para um tempo de fermentacdo de 24h, obtiveram-se
produtividades de 0.49 e 0.83 g L™* h't nos ensaios NLT1 e NLT2, respetivamente. Por outro
lado, na Figura 4.5 (B) observa-se que para o ensaio NLT3 e NLT4 as produtividades foram de
0.69 g L™ h't as 42h do tempo de fermentacéo e 0.39 g L™ h' depois de 24h de fermentacio,
respetivamente, devido & maior concentragdo de glucose obtida durante a sacarificacdo

enzimatica para o caso da pré-hidrolise mais prolongada.
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4.2.2. Efeito da temperatura de fermentacéo

Com o intuito de avaliar a influéncia da temperatura de fermentacéo no processo NSSF,
realizaram-se ensaios para ambas as matérias-primas em estudo, fixando o tempo de pre-
hidrélise e aplicando duas temperaturas diferentes (30 e 38 °C). A Figura 4.6 mostra a variacéo
da concentracédo de etanol no reator durante o processo NSSF de pasta kraft de casca e as suas

respetivas produtividades.

—8— NK1 NK3 —— NK1 NK3
35 1,8
1,6
i —08e-9 1,4
— 00— — =1, \
':,n 25 f 1,2 L \
-
=2 @ 10 .
2 15 — 08 ~Naa
o 50,6 e
w 10 i
= a 04
0,2
0 0,0
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
(A) t; (h) (B) t; (h)
NK2 —@— NK4 NK2 —@— NK4
35 1,8
30 1,6
T s oo . =14 :
S T12 :
— - -
= 20 ) 1,0 N
% 15 = 8,2
& 10 . o4 | '
0,2
o '@ 0,0
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
(©) t (h) (D) t;(h)

Figura 4.6 - Evolugdo da concentragdo de etanol (A, C) e respetivas produtividades (B, D) no processo NSSF de pasta kraft de
casca para diferentes temperaturas de fermentacédo, T+= 30 °C (NK1 e NK2) e 38 °C (NK3 e NK4), e tempos de pré-hidrdlise,
tn de 6h (A, B) e 24h (C, D).

Analisando a Figura 4.6 A, observa-se que quando a temperatura de fermentacéo foi de
38 °C os valores de concentracdo de etanol obtidos foram ligeiramente semelhantes aos que
foram obtidos para a temperatura de 30 °C. Produziram-se cerca 28.8 e 29.5 g L™ de etanol nos
ensaios NK1 e NK3, respetivamente. Isto pode ter acontecido devido ao erro experimental. No
ensaio NK3 (Tt = 38 °C), alcangou-se mais rapidamente a concentracdo maxima de etanol e isto

deve-se ao facto de se ter a trabalhado a uma temperatura mais proxima da temperatura 6tima
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da enzima (~50 °C), no ensaio NK3, o que aumenta a atividade da enzima e causa
consequentemente um ligeiro aumento na velocidade de produgdo de glucose e
consequentemente de etanol durante a sacarificagdo e fermentacdo em simultaneo. Vale
salientar que essas concentracdes maximas de etanol foram obtidas depois de 41 e 17h de
fermentacdo para os ensaios NK1 e NK3, respetivamente. Na Figura 4.6 B, observa-se que por
volta das 18h de fermentacdo o ensaio NK1 apresentou um valor de produtividade de etanol
mais baixo (1.59 g Lt h) do que o ensaio NK3 (1.70 g L't h'). Observa-se ainda que até se
ultrapassar as 24h de fermentacédo os valores de produtividade foram sempre mais elevados no
ensaio NK3, mas depois disso os valores foram semelhantes para nos dois ensaios até ao fim

do processo NSSF.

Analisando a Figura 4.6 C, observa-se um crescimento exponencial da concentracédo de
etanol e entre as 24 e 26h de fermentacdo, o pico é atingido. Depois de se atingir o pico, a
concentracdo de etanol manteve-se sensivelmente constante ao longo do tempo até ao fim do
processo, devido a escassez de glucose no meio. Verifica-se ainda que apesar do ensaio NK4
apresentar muito menor quantidade de glucose produzida durante a pré-hidrolise (~56 g L™?) do
que o ensaio NK2 (~77 g L) as concentragdes de etanol ndo foram muito diferentes. Mais
especificamente, obtiveram-se ~30 e 28 g L™ de etanol (tr = 24h) nos ensaios NK2 e NK4,
respetivamente. Neste caso, 0 ensaio NK2 apresentou a concentracdo mais elevada de etanol,
mas a levedura apresentou melhor eficacia de producéo de etanol para este processo (NSSF de
Pasta kraft de casca) quando se usou a temperatura de 38 °C, como observado na literatura
(Mendes et al., 2016). Na Figura 4.6 D, observa-se que para o tempo de fermentacdo de 24h as
produtividades foram de 1.25 e 1.15 g L h*! para os ensaios NK2 e NK4. Observa-se ainda
que depois desse tempo a produtividade do ensaio NK2 manteve-se ligeiramente mais elevada

do que a do ensaio NK4 até ao fim do processo.
Na Figura 4.7, observa-se a evolucdo da concentracdo de etanol e respetivas

produtividades nos ensaios NSSF das lamas primarias tratadas para as temperaturas de
fermentacdo de 30 e 38 °C.
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Figura 4.7 - Evolugdo da concentracdo de etanol (A, C) e respetivas produtividades (B, D) no processo NSSF de lamas primdrias
tratadas para diferentes temperaturas de fermentacédo, Tr= 30 °C (NLT1 e NLT2) e 38 °C (NLT3 e NLT4), e tempos de pré-
hidrélise, th de 6h (A, B) e 24h (C, D).

Analisando a Figura 4.7 A, observa-se que nos ensaios NLT1 e NLT3 produziu-se cerca
de 11 (t;=19h) e 29 g L! (t; = 42h) de etanol, respetivamente, ou seja, a levedura apresentou
maior eficacia de producdo de etanol quando a temperatura de fermentacéo foi de 38 °C do que
quando a mesma foi de 30 °C. A temperatura de 38 °C, tanto a enzima como a levedura
apresentam maior atividade e taxa de crescimento, respetivamente, quando comparados com 0s
resultados obtidos para a temperatura de fermentacdo de 30 °C. Na Figura 4.7 B, observa-se
que a maior producéo de etanol registada no ensaio NLT3 resultou em valores de produtividade
mais elevados. Mais especificamente, obtiveram-se produtividades de 0.67 e 1.27 g L™* h™ nos
ensaios NLT1 e NLT3, respetivamente, as 18h de fermentacéo.

Analisando a Figura 4.7 C, observa-se que se produziu uma quantidade mais elevada de
etanol (~25 g L) quando a temperatura de fermentacéo foi de 30°C (NLT2). Porém, ja foi dito
anteriormente que ocorreu alguma adversidade durante o ensaio NLT4 (cuja temperatura de

fermentac&o foi de 38 °C), tendo-se produzido apenas cerca de 9 g L™ de etanol. Observa-se
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ainda que ao contrario dos outros ensaios onde a quantidade de etanol ja era quase constante
antes de se atingir as 48h de fermentagéo, no ensaio NLT2 o perfil de evolucdo de concentragéo
de etanol ndo chegou a atingir um patamar. Aparentemente, a levedura ainda se encontrava na
fase exponencial de crescimento e podia consequentemente produzir maior quantidade de
etanol se a reacdo nao tivesse sido parada. Na Figura 4.7 D, observa-se, por exemplo, que em
24h de fermentagéo se obtiveram produtividades de 0.83 e 0.39 g L™ h'! nos ensaios NLT2 e

NLT4, respetivamente.

4.2.3. Efeito do tipo de impulsor

Com intuito de avaliar o impacto do tipo de impulsor no processo NSSF para ambas as
matérias-primas, realizaram-se ensaios usando dois tipos de impulsores diferentes, Turbina
Rushton e impulsor tipo ancora. Na Figura 4.9, estdo ilustrados os perfis de evolucdo de glucose

e etanol no processo NSSF de Pasta kraft de casca usando os impulsores suprarreferidos.
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Figura 4.8 - Evolugéo da concentragdo de (A) glucose e (B) etanol nos ensaios NSSF de pasta kraft de casca usando o impulsor
Turbina Rushton (NK3) e o impulsor tipo ancora (NK5). Condicdes: th = 6h Tr = 38 °C.

Analisando a Figura 4.8 A, observa-se que durante a pré-hidrélise o ensaio NK3
apresentou valores de concentragéo de glucose mais elevados (60.8 g L) do que o ensaio NK5
(38.1 g L1). Observou-se durante os ensaios que quando o impulsor ancora foi usado, a mistura
reacional demorou muito menos tempo a liquefazer devido ao maior fluxo radial criado pelo
mesmo dentro do reator, mas a eficiéncia a hidrdlise enzimatica foi menor. Na Figura 4.8 B,
observa-se que a maior concentracdo de agucar observada no ensaio NK3 originou uma maior
producio de etanol (29.5 g L%, as 19h de fermentagdo), quando comparado com o ensaio NKG5,

onde a concentracdo mais elevada de etanol foi de 26.3 g L™ (&s 23h de fermentag&o). Observa-
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se ainda que ha uma ligeira diminuicéo da concentracao de etanol em ambos 0s ensaios, devido
aos compostos indesejados formados e ao consumo do préprio produto desejado (etanol), por

parte da levedura.
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Figura 4.9 - Produtividade de etanol no processo NSSF de pasta kraft de casca usando os impulsores Turbina Rushton (NK3)
e 0 ancora (NK5). Condicdes: th = 6h Tr = 38 °C.

Na Figura 4.9, observa-se que os maiores valores de producao de etanol suprarreferidos,
para o ensaio NK3, resultaram em valores de produtividade de etanol mais elevados (ao longo
de todo tempo de fermentacdo). Observa-se ainda que se obtiveram produtividades de 1.21 e
1.09 g Lt h'! para os ensaios NK3 e NK5, respetivamente, em 24h de fermentacéo. Os valores
de produtividade maxima obtidos foram 1.70 (depois de 17h de fermentacdo e hidrdlise em
simultaneo, NK3) e 1.40 g L™ h! (depois de 18h de fermentagdo, NKS5).

Analisando as duas Figuras anteriores (4.8 e 4.9), conclui-se que o impulsor Turbina
Rushton é o mais adequado para obtencéo de etanol a partir de pasta kraft de casca pelo processo
NSSF.

Posteriormente, testou-se as mesmas condi¢Oes supracitadas (variacdo do tipo de
impulsor, tn de 6h e Tt de 38 °C), mas usando as lamas primarias tratadas como matéria-prima.
Diferente dos ensaios com a pasta kraft de casca, a mistura presente no reator das lamas
primarias apresentou maior viscosidade, e sendo que a incorporacgdo do agitador &ncora oferece
um maior fluxo radial da mistura dentro do reator, favorecendo a homogeneidade de misturas
mais consistentes, espera-se que se produza quantidade mais elevada de aclcar e
consequentemente de etanol no ensaio NLT5. Observou-se durante os ensaios que quando o
impulsor ancora foi usado a mistura reacional demorou muito menos tempo para liquefazer (3h)
do que quando se usou o impulsor Turbina Rushton (6h). A Figura 4.10, mostra a evolucao das
concentracdes de glucose e etanol no processo NSSF de lamas primarias tratadas usando dois
tipos de impulsores diferentes.
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Figura 4.10 - Evolugdo da concentragdo de (A) glucose e (B) etanol no processo NSSF de lamas primérias tratadas usando 0s
impulsores Turbina Rushton (NLT3) e o0 &ncora (NLT5). Condicdes: th = 6h Tr= 38 °C.

Analisando a Figura 4.10 A, observa-se que se produziu quantidade mais elevada de
glucose no ensaio NLT5 (35.8 g L) durante a pré-hidrélise do que no ensaio NLT3 (27.7
g L™1), comprovando assim a eficiéncia uso do agitador ancora para a realizagdo da pré-hidrélise
das lamas tratadas. Observa-se na Figura 4.10 (B) que se obtiveram concentracdes de etanol
de cerca de 32.0 (apds 18h de fermentacéo) e 29.2 g L™ (apds 42h de fermentagio) nos ensaios
NLT5 e NLT3, respetivamente. Isto demonstra a eficiéncia do agitador ancora para a produgéo
de etanol pelo processo NSSF de lamas primarias tratadas, pois atingiu-se uma concentracdo de
etanol mais elevada em menos tempo. O perfil apresentado para o ensaio NLT5 ndo apresenta
um pico, pelo que ndo se pode concluir que essa é a concentracdo de etanol mais elevada que
se podia obter neste ensaio. Observa-se ainda que houve uma queda acentuada na concentracdo
de etanol para o ensaio NLT5, e conclui-se que houve consumo de etanol por parte da levedura
por j& ndo haver glucose disponivel no meio reacional, pois ndo se identificaram na amostra
analisada no HPLC quantidades elevadas de outros produtos ou contaminantes, como mostra a
Tabela V1.1 (Anexo VI).
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Figura 4.11 - Produtividade de etanol obtidas no processo NSSF de lamas primaérias tratadas usando os impulsores Turbina
Rushton (NLT3) e o tipo &ncora (NLT5). Condigdes: th = 6h Tr = 38 °C.

Analisando a Figura 4.11, observa-se que 0s maiores valores de produtividade foram
obtidos as 18h do tempo de fermentagdo. Obtiveram-se produtividades de 1.27 e 1.78 g L h'?
nos ensaios NLT3 e NLT5, respetivamente. Observa-se ainda que a partir das 42h os valores
de produtividade do ensaio NLT5 foram menores que os do ensaio NLT3 devido a queda
acentuada de concentracdo de etanol observada na Figura 4.10 B, que ocorreu devido a escassez
de nutrientes para a levedura. Para 0 mesmo tempo de fermentacdo obteve-se uma
produtividade muito mais elevada, 0 que comprova mais uma vez a eficiéncia do impulsor tipo
ancora neste processo.

Na Tabela 4.2, encontra-se um resumo dos resultados obtidos para todos 0s ensaios de
pasta kraft de casca e de lamas primarias (tal qual e tratadas com HCI), sendo que os resultados

encontram-se em maior detalhe no Anexo VII.

Tabela 4.2 - Resultados obtidos nos ensaios NSSF de pasta kraft de casca e lamas primarias (tal qual e tratadas com HCI)

YNssrF YETOH-G RNssF-ms
Ensaio Material & ;rF [ETO_|1_| 1 (%, base (%, base (geToH/100gMms)
(h) (°C) (gL -
acgucares) glucose)
NK1 6 30 28.8 66.5 79.8 0.36
NK2 Pasta kraft 24 30.1 69.4 83.2 0.38
NK3 6 29.5 68.0 81.6 0.37
— —  decasca ————

NK4 24 38 27.6 63.6 76.3 0.35
NK5 6 26.3 60.6 72.6 0.33

NL1 Lamas 6 3.9 11.0 13.6 0.05

NL2 primarias 24 35 10.1 125 0.04
NLT1 6 30 11.0 26.2 318 0.14
NLT2 Lamas 24 25.0 59.6 72.4 0.31
NLT3 primarias 6 29.2 69.4 84.3 0.37
NLT4 tratadas 24 38 9.3 22,0 26.7 0.12
NLT5 6 32.0 75.3 92.8 0.40

Tr, temperatura de fermentacao; tn, tempo de pré-hidrolise.
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Analisando as Tabelas 4.1 e 4.2, conclui-se que o0 método de obtencédo de etanol a partir
do processo SSF, tanto para a pasta kraft de casca como para as lamas primarias, foi mais
eficiente do que o processo NSSF, tendo-se obtido rendimentos maximos de 82.7 (KA1) e
69.4 % (NKZ2) para a pasta kraft de casca, e de 82 (LTA1) e 75 % (NLT5) para o caso das lamas
primarias tratadas. No entanto, teoricamente, os valores de concentracdo de etanol e
consequentemente os rendimentos deviam ser superiores no processo NSSF, uma vez que a pré-
hidrdlise e a fermentacéo foram realizadas nas temperaturas 6timas de funcionamento tanto da
enzima como da levedura. Além disso, a aplicacdo do curto periodo de pré-hidrolise pode
potencializar a conversao da celulose em glucose e, na sequéncia, em etanol, resultando na
diminuicdo da inibicdo enzimatica. Ademais, o curto processo de pré-hidrdlise aumenta a
solubilidade do substrato, levando a uma melhor transferéncia de massa de nutrientes para o
microrganismo. Se se conseguissem melhores condi¢cdes de assepsia durante o carregamento
do reator e a retirada das amostras, se se estabelecesse um compromisso entre a velocidade de
agitacdo e a producéo de etanol talvez a eficacia do processo NSSF fosse maior. Verificou-se
ainda que o valor de concentragdo méaxima de etanol situou-se sempre no intervalo de 30 e 36
g L independentemente da quantidade de glucose obtida durante a hidrdlise enzimatica, isto
devido aos subprodutos formados e devido ao proprio produto principal (etanol) que age
também como um inibidor do crescimento da levedura.

Comprova-se mais uma vez a eficiéncia do pré-tratamento da matéria-prima nos
bioprocessos, observado pela diferenca de concentraces de glucose e de etanol obtidas nos
ensaios de NSSF das lamas primarias tal qual (NL2) e tratadas com HCI (NLT2).

Para o caso do NSSF das lamas primérias tratadas, o maior rendimento de producéo de
etanol, com base na quantidade de glucose presente no material, foi obtido quando se usou o
agitador do tipo ancora. Obtiveram-se rendimentos de 75.3 % (base aglcares/ monossacarideos)
e 92.8 % (base glucose), para uma concentragdo de etanol de cerca de 32.0 g L e uma
produtividade de 1.78 g L™ h't depois de 18h de fermentagio (NLT5). Por outro lado, para o
caso da Turbina de Rushton os rendimentos obtidos foram de 69.4 % (base monossacarideos) e
84.3 % (base glucose), para uma concentracdo maxima de etanol de 29.2 g L e uma
produtividade de 0.69 g L h! obtidas depois de 42h de fermentacdo (NLT3).

Para as lamas primarias, vale salientar que no processo SSF a hidrélise enzimaética e a
fermentacdo ocorriam simultaneamente desde o inicio da operagédo, ou seja, embora que em
pequenas quantidades j& havia formac&o de &cido carbonico, acido acético e outros &cidos por
causa da fermentagdo, o que diminui o pH da mistura presente no reator tornando-o mais
proximo do pH 6timo da enzima e melhorando consequentemente a eficiéncia da hidrdlise

enzimatica.
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5. Conclusdes e sugestao de trabalho futuro

O presente trabalho teve como principal objetivo a valorizacdo de residuos
lenhocelulésicos provenientes da inddstria papeleira nacional, nomeadamente casca de
E.globulus e lamas primarias, como fonte de biomassa e transforméa-los em bioprodutos, como
0 bioetanol de segunda geracdo. Para se alcancar este objetivo, realizaram-se alguns estudos:

e Avaliacdo do tipo de impulsor na producdo de etanol atraves do processo SSF. Para o
caso da pasta kraft de casca, a turbina Rushton foi mais eficiente do que o impulsor
ancora por ter conduzido a valores de concentracdo de etanol e consequentemente
rendimentos de conversdo mais elevados. No entanto, o agitador ancora conduziu a
maior velocidade de producao de etanol. Relativamente a utilizacdo de lamas primarias
tratadas, a turbina Rushton também foi o agitador mais eficiente. Tal como verificado
no SSF da pasta kraft de casca, o impulsor de ancora tende a promover um aumento de
produtividade, obtendo-se concentragdes de etanol elevadas em menor tempo de reagéo.
Pode-se concluir que a velocidade de agitacdo ndo foi a mais adequada para o impulsor
ancora pois pode ter danificado ou destruido algumas moléculas de enzima e células de
levedura. Dependendo do parametro que se pretende maximizar, rendimento ou
produtividade, a escolha do melhor tipo de impulsor pode recair na turbina Rushton ou

no impulsor do tipo ancora, respetivamente.

® Avaliagdo da influéncia do pré-tratamento, com HCI, das lamas primarias. Depois de se
ter aplicado o pré-tratamento, ocorreu uma diminuicdo do teor de CaCO3 originando um
material mais rico em hidratos de carbono e mais suscetivel ao ataque enzimatico.
Verificou-se que o teor de CaCOs influencia negativamente a producdo de etanol, por
tornar o material mais alcalino e, consequentemente, diminui drasticamente a atividade
da enzima em questdo. As lamas primarias tratadas produziram valores de concentracao

de etanol muito mais elevados do que as lamas tal qual.

® Avaliacdo da influéncia do tempo de hidrolise no processo NSSF. Relativamente a pasta
kraft de casca e as lamas primaérias tratadas, verificou-se vantagem na pré-hidrolise mais
prolongada tanto para a producao de glucose como para a de etanol, o que conduziu a
rendimentos de conversao mais elevados. Para o caso das lamas tal qual, ndo se verificou
vantagem na pre-hidrélise mais prolongada e as concentracdes de etanol obtidas foram
semelhantes para ambos os tempos de pré-hidrolise e muito baixas quando comparadas
com as concentragdes obtidas nos ensaios NSSF de lamas primérias tratadas e, por este

motivo, ndo se realizaram mais nenhum tipo de ensaios NSSF com esse material.
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® Avaliacdo do efeito da temperatura de fermentagdo no processo NSSF. Relativamente a

pasta kraft de casca, para um tempo de pré-hidrolise de 6h, o processo foi mais eficiente
quando se usou 38 °C em vez de 30 °C como temperatura de fermentacédo, tendo-se
atingido rendimentos de conversdo ligeiramente superiores. Por outro lado, 0 mesmo
ndo se verificou para o tempo de pré-hidrolise de 24h. Relativamente as lamas primérias
tratadas, para um tempo de pré-hidrélise de 6h, o processo foi muito mais eficiente

quando a temperatura de fermentacao foi de 38 °C.

Avaliacdo do tipo de impulsor no processo NSSF. Quanto a pasta kraft de casca, o
processo foi mais eficiente quando se usou a turbina Rushton tendo-se atingido valores
de concentracdo de etanol, rendimento e produtividades mais elevados. Para o caso das
lamas primarias tratadas, o processo foi mais eficiente quando se usou o impulsor do
tipo &ncora devido ao maior fluxo radial criado pelo mesmo no caldo reacional, o que
fez com que se ultrapassasse rapidamente a barreira da viscosidade verificada nas lamas
primarias. Salienta-se que este foi o ensaio NSSF em que se obteve a maior
concentragdo de etanol (~32 g L%, NLT5) e consequente maior rendimento verificado
(75.3 %, base monossacarideos) durante todo o trabalho experimental.

Independentemente da matéria-prima e das varidveis estudadas, concluiu-se que o

processo SSF é o mais eficiente para a producdo de etanol, pelo facto de se terem alcancado

melhores valores de concentracao de etanol, rendimento e conversao.

O principal objetivo deste trabalho foi atingido, uma vez que se conseguiram valorizar

os residuos provenientes das industrias papeleiras e se atingiram boas concentracdes de

bioetanol celulésico. No entanto, ainda ha varios estudos que podem ser realizados no futuro:
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Estudar o efeito da velocidade de agitacdo no processo NSSF utilizando o impulsor
ancora;

Estudar a influéncia da variacdo da consisténcia da matéria-prima;

Estudar o efeito da percentagem de indculo e da carga enzimatica no processo NSSF;
Ajustar o pH das lamas primarias antes do inicio do processo, para que 0 mesmo esteja
mais proximo do pH 6timo da enzima e da levedura;

Estudar outro tipo de regime no processo NSSF (continuo ou semi-descontinuo);
Estudar estirpes geneticamente modificadas de S. cerevisiae que consigam metabolizar

pentoses, para aumentar o rendimento em etanol.
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Anexos

Anexo | — Influéncia da escolha do pré-tratamento da biomassa

Tabela 1.1 - Comparacéo de alguns tipos de materiais lenhocelulésicos e seus métodos de pré-tratamento. (Ravindran e Jaiswal,
2015)

Método Substrato lenhocelulésico Composicao
(%)
Mecanico Caroco de algodéo Celulose: 80-95
Hemiceluloses:5-20
Lenhina:0
Agua quente alcalina Relva Celulose: 25
Hemiceluloses: 35.7
Lenhina: 6.4
Acido diluido Espiga de milho Celulose: 45
Hemiceluloses:35
Lenhina:15
Explosdo de vapor catalisada por SO2 Palha de trigo Celulose: 30
Hemiceluloses: 50
Lenhina: 15
Alcalino Resinosas Celulose: 45
Hemiceluloses: 35
Lenhina:25
AFEX Folhosas Celulose: 40-55
Hemiceluloses: 24-40
Lenhina: 18-25
Organosolv Casca de nozes Celulose: 25-30
Hemiceluloses: 25-30
Lenhina: 30-40

Tabela 1.2 — Tecnologias mais promissoras de pré-tratamento de BLC (Menon e Rao, 2012)

Método Rendimento F. de F. de Reutilizagdo de  Aplicabilidade a Custo de Sucesso
do agucar inibidores subprodut produtos diferentes equipamento aescala
0s quimicos matéria-prima piloto
Mecénico B - Né&o Néo Sim A Sim
Acidos A A A Sim Sim A Sim
minerais
Alcalino A B A Sim Sim - Sim
LHW A A B Nao - - Sim
Organosolv A A A Sim Sim A Sim
Oxidagao AouB - B Néo - A -
hamida
Ozondlise A B A Néao - A Néo
Exploséo de A B B Néo - A -
Co2
Exploséo de A A B - Sim A Sim
vapor
AFEX A B - Sim - A -
Liquidos A/B B - Sim Sim - -
idnicos

A, Alto; B, Baixo; F, Formagdo.
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Anexo Il — Estudos SSF e SHF para a obtencéo de etanol, encontrados na literatura.

Tabela 11.1— Producéo de bioetanol usando eucalipto e outras matérias-primas (Bauer et al., 2012; Edgardo et al., 2008; Ko et
al., 2012; Monrroy et al., 2012; Wistara et al., 2016)

% % [EtDH] Prod 1 Y, hanaol
Feedstock Confi M s cthano
eedstoc onfig icroorganism {g—L_l] lg-L_l-h_ll ® gdw“'}
E. globulus SSF S. cerevisiae IR2T9 2 30-38 MNA 0.168-0.202F
E. globulus 5.67 0.033 0.042°
A. confusa s . enenisier ERA 5.88 0.035 0.045°
Populus trichocarpa NA NA 0.12b
J”ujgru.l'us X TMOTNCZI NA MNA o1k
Populus tremula ) o _ NA NA 0.14 "
Betula pendula SHF 5. cerevisiae wild-type NA NA 0.13°
Fagus sylvatica NA MNA 0.13b
Pinus sylvestrii MNA NA 0020
Pinus sylvestrii ® NA NA 0200
Jabon wood S5F MNA NA 0.022-0.129¢
. " . | EtOH | Prodye Yethanal
Fesdatock Config hicrogeganisn gL— 1) gL~ Lh—Y) (% theoret.)
Pinus radiata 9 S5F 8. cerevisiae IR2-9a @ 28 0.388 62
§ o 5. cerevisiae MERL Y-2034 14.24-17.90 0.15-0.25 6H.33-8590
NS SSF C. moliscligna ATCC 2516 12.51-18.21 0.19-0.24 60.00-87.38
NS CBP S. cerevisiae MT8-1 ¢ 0.71 0.010 41.2

[EtOH], Concentracdo de etanol; Prodve, Produtividade volumétrica do etanol; Yetanol, rendimento em etanol; NA, nédo
disponivel; NS, ndo especificado; 2, térmica aclimatada; , por peso seco de madeira; ¢, por peso seco de pasta; ¢, pasta kraft de
casca branqueada; ®, transformado para expressar cinco genes de celulase.

A Tabela I1.1 resume os estudos sobre a producdo de bioetanol a partir da celulose da
pasta kraft de casca encontrados na literatura. Investigou-se o SSF de pata Kraft de Eucalyptus
globulus que foram pré-tratadas em diferentes condi¢des. As concentracdes de etanol variaram
entre 30-38.0 g L™ e um rendimento méaximo de etanol de 0,202 g - (g dw)™* foi obtido (Monrroy
et al., 2012). Outros investigadores isolaram uma estirpe termotolerante de S. cerevisiae e
testaram para SSF de pasta kraft de casca branqueada de Pinus radiata, obtendo uma
concentracio de etanol de 28 g L™ com rendimento de etanol de 62%. Alternativamente, um
pré-tratamento organosolv foi aplicado, resultando em uma quantidade menor de etanol, 22
g L, mas com um rendimento maior de 73% (Edgardo et al., 2008). Bauer e Gibbons (2012)
testaram o SSF da pasta kraft de casca usando diferentes dosagens de enzimas para hidrolise.
Usando S. cerevisiae, um rendimento maximo de etanol de 85,90 + 5,3% foi alcancado, com

uma concentracéo de etanol de 17,90 + 0,99 g L™ e uma produtividade de 0,25 + 0,015 g/ (L.h).
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Tabela 11.2 — Lamas de pasta e de papel (PPMS- Pulp and Paper Mill Sludge) (Mendes et al., 2014; Mendes et al., 2017;
Boshoff et al., 2016).

. . . [EtOH] Prod, .
Type of PPMS Fermentation Microorganism (gL1) (g-L-1-h-1) Yethanot (%)
Recycled paper Batch/SHF S. cerevisioe PE-2 56-63 0.47-052 679-76.8
sludge
Batch /SSF 5. cerevisiae »n7 0.94 B80.6
K. marxianus NCYC 1426 207 0.86 737
Primary sludge S. :'e'm'.!::i:z_:' 07 0.52 04
Fed-batch /SSF (baker yeast)
K. marxianus NCYC 1426 242 0.31 188
Virgin pulp sludge 342 0.230 669
Cl!l]']'ulr"ﬂ.h.‘!li l'r."l:!,'l:l.r."d Fed-batch /SSF S. cerevisiae MH1000 455 0,448 _—
paper sludge
. Batch /SSF 417-419 0.78-0.80 489-49 4
Primary sludge —————————  S.cerevisiae ATCC 26602 - -
Fed-batch /S5F 333-39.7 0.43-0.52 39.1-46.4
Primary sludge * Batch/SHF FermPro™ 25-30 1.73-3.28 94 5-95.7
S. cerevisiae
R 83 0.16 6.7
Primary sludge® Batch/SHF (baker yeast)
P. stipitis DSM 3651 10.5 0.20 765
. s f_rr:’u.!si:z_:‘ 71 0.14 032
Primary sludge ¢ Batch/SHF (baker yeast)
P. stipitis DSM 3651 8.5 0.16 62.7
Primary sludge Batch/SHF 5. cerevisiae GIM-2 9.5 0.59 66.5

[EtOH], concentracéo de etanol; Produtividade volumétrica do etanol Prodvol; Yetanol, rendimento de etanol; ¢, adi¢éo de
acelerador de poliacrilamida cationica XP10020 durante a hidrélise enzimatica; ®, tratado com HCI; ¢, 4cido gasto tratado.

A Tabela 11.2 mostra diferentes estudos de producdo de bioetanol a partir de PPMS.
Mendes et al. (2017) estudaram a producdo de etanol a partir de lamas primarias. Analisaram
efeito do modo de operacdo e do uso de leveduras diferentes, nomeadamente S. cerevisiae e
Kluyveromyces marxianus, e a S. cerevisiae apresentou melhores resultados do que a levedura
K. Marxianus. O modo fed-batch permitiu um carregamento de sélidos de lama e uma carga
enzimatica mais baixa, fornecendo uma quantidade maior de etanol produzido, mas com
rendimentos de etanol mais baixos. Boshoff et al. (2016) estudaram o mecanismo fed-batch
SSF de dois PPMS diferentes. A lama da producdo de pasta virgem apresentou alta viscosidade
e, portanto, proporcionou menor concentracao de etanol e rendimento do que a lama de papelédo
ondulado reciclado. Esses autores também concluiram que a digestibilidade, a capacidade de
retencdo de &gua e a viscosidade foram os principais fatores que afetaram esse lote alimentado
com alta carga de solidos SSF. Mendes et al. (2014) estudaram diferentes &cidos inorganicos e
organicos para a neutralizagcdo do CaCOz em lamas primarias, concluindo que o HCI ou acido
gasto foram eficientes, mas liberaram CO.. As lamas tratadas foram entdo hidrolisadas
enzimaticamente e o hidrolisado obtido foi posteriormente fermentado. Esses autores
compararam a levedura de fermentagé@o de hexose S. cerevisiae e a levedura de fermentacdo de

hexose e pentose P. stipitis para a producédo de etanol, uma vez que as lamas resultantes do
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processamento de madeiras de eucalipto contém uma mistura de glucose e xilose, a espécie P.

stipitis apresentou o0 melhor desempenho.

Anexo Il — Solugdo Tampéo

A solucdo de tampéo citrato de sodio (NasCsHs07) foi preparada inicialmente com uma
concentracdo de 1M, sendo posteriormente diluida para a concentracéo pretendida de 0.05 M.
Para a preparacédo da solucéo de tampdo citrato de 1M de pH 4.5, pesou-se 210 g de acido citrico
monohidratado (CeHsO7 - H20), dissolvendo-se em 750 mL de agua destilada. De seguida
adicionou-se cerca de 50 a 60 g de hidréxido de sodio (NaOH) de modo a obter um pH por
volta dos 4.4. Adicionou-se agua destilada até um volume de 1L de solucdo. Reajustou-se o
valor de pH para 4.5 com hidroxido de sédio (NaOH, em pellets). A solucdo de tampao citrato
de sddio de 0.05 M foi obtida pela adi¢do de 50 mL da solucdo de 1M em 950 mL de agua

destilada.

Anexo 1V — Meios de cultura, solugdo de nutrientes e solucdo de extrato

A preparacdo do meio de cultura sélido, de 100 mL de solucéo de nutrientes e de 100
mL meio de cultura liquido teve por base os compostos apresentados na Tabela IV.1 (para 350

mL de solucéo).

Tabela 1V.1 - Componentes necessarios para a preparacdo dos meios de cultura e da solucéo de nutrientes.

Compostos Meio s6lido Meio liquido Solucédo de Nutrientes
Agar 15.00 (g LY

Glucose 10.00 (g L) 10.00 (g L) -
Peptona 5.00 (g L) 5.00 (g L) 175.00 (g L)
Extrato de levedura 3.00 (gL 3.00 (gL 105.00 (g L)
Extrato de malte 3.00 (gL 3.00 (g LY 105.00 (g L)

Agua destilada 0.50 (L) 0.10 (L) -

Solucéo de tampdo citrato - - 0.10 (L)

J& havia um inoculo da levedura S. cerevisiae ATCC 26602 previamente cultivado em
meio solido e armazenado em frigorifico.

Para preparar o indculo fresco de levedura em meio liquido, pesou-se 1 g de glucose,
que foi dissolvida em 50 mL de &gua destilada num baldo de Erlenmeyer de 250 mL,
posteriormente fechado com algodao, folha de papel, papel de aluminio e elastico. De seguida,
pesou-se 0.3 g de extrato de malte, 0.3 g de extrato de levedura e 0.5 g de peptona num frasco

autoclavavel de 100 mL, e de seguida introduziu-se 50 mL de &gua destilada.
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Simultaneamente foi feita a preparacao da solucéo de nutrientes para 0s ensaios, e para
1SS0 pesou-se 1.05 g de extrato de malte, 1.05 g de extrato de levedura e 1.75 g de peptona num
frasco autoclavavel de 100 mL, introduzindo-se de seguida 100 mL de solugdo de tampé&o
citrato a 0.05 M. Posteriormente, colocaram-se os frascos referidos numa autoclave a 121 °C
durante 15 min. Assim que a operacdo de esterilizacdo terminou, tiraram-se os frascos da
autoclave e deixou-se arrefecer. Perante a chama do bico de Bunsen, verteu-se os 50 mL
(solucdo de nutrientes para o inoculo) para o baldo Erlenmeyer que continha a glucose
dissolvida. Com a ajuda de uma ansa, transferiu-se as células de levedura do meio solido para
0 meio liquido e fechou-se o frasco, apenas com algoddo. Este mesmo frasco, foi colocado
numa incubadora a 38°C e 150 rpm durante um periodo de ~ 14h.

Foram necessarios célculos prévios para se preparar a solu¢do enzimatica a utilizar nos
ensaios. Parametros como a consisténcia da matéria-prima, volume de ensaio, carga e atividade
enzimatica foram tidos em conta nos célculos. Para a preparacdo desta solucao adicionou-se o
volume de enzima obtido nos célculos e de seguida a solu¢do de tampdo citrato de 0.05 M, com
intuito de se obter 50 mL de solucéo de enzimatica. Posteriormente o frasco é colocado numa
incubadora para estabilizacdo térmica da solucdo. As quantidades a adicionar de cada solugédo

sdo calculadas a partir das seguintes equacdes:

Consisténcia (%) * Virapalho (ML)

mys(8ms) = 00 (IV.1)
mys(gms)* Cenzimética(%)
Venzima(mL) = FPU (IVZ)
Aenzimética(m
Vtampéo (mL) = Vsoluc;éo enzimética(mL) - Venzima(mL) (IV-3)

Anexo V — Condicdes utilizadas na realiza¢do dos ensaios SSF e NSSF.

Para determinar a quantidade de matéria-prima, solucdo enzimatica e de solugdo tampéao

citrato 0.05 M a se usar e cada em ensaio recorreu-se as seguintes equacoes:

consisténcia (%) X Virapalno (ML)
my;s(gms) = 100 frabatho (V1.1)
mys(gms)
Mpimida(8hamida) = . (V1.2)
STmédia(g,—,)
hamida

Vtampéo total = V'trabatho — Vinéculo — VSqugéo de nutrientes — Venzima — Mhamida (Vl 3)
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O volume de solucgéo enzimatica é preparado pela adigcdo de solucdo tampéo citrato 0.05
M a0 Venzima (S0lUcao viscosa de enzima) necessario para se atingir a carga enzimatica desejada
até se atingir 50 mL de solucéo.

De modo a facilitar os célculos, considerou-se que a matéria-prima tinha uma densidade
semelhante a da agua (1 g/mL).

Tabela V.1 — CondigBes e os parametros utilizados na realizagéo dos ensaios de SSF para a pasta kraft de casca e para um
volume de trabalho de 350 mL.

Matéria-prima Pasta kraft de casca
Meétodo (T de operacéo) SSF (38°C)
Tipo de impulsor Turbina Rushton Ancora com 4 pés retas/radiais
Act.enzimatica (FPU/ML enzima) 64.9 59.7

Teor de Secura (g/g) 0.923 0.923

Pasta seca (g) 28.00 28.00

HC (g) 26.68 26.68

M hamida (Q) 30.34 30.34

V enzima (ML) 10.28 11.18

V solugao enzimatica (ML) 50.00 50.00

V inscuto (ML) 35.00 35.00

V solugio de nutrientes (ML) 100.00 25.00

V tampso total (ML) 134.66 209.66

Os valores de atividade enzimética sdo referentes a temperatura de 38°C; T, temperatura.

Tabela V.2 — Condic0es e os pardmetros utilizados na realizacdo dos ensaios de SSF para as lamas primdrias (tal qual e tratadas
com HCI) e para um volume de trabalho de 350 mL

Matéria-prima Lamas primarias tal qual Lamas primarias tratadas
Meétodo (T de operagao) SSF (38 °C)
Tipo de impulsor Turbina de Rushton Turbina Rushton Ancora com 4 pés
retas/radiais
Act.enzimatica (FPU/ML enzima) 64.9 59.7 59.7

Teor de Secura (g/g) 0.234 0.206 0.241

Lamas secas (g) 28.00 28.00 28.00

HC (9) 21.42 25.90 25.90

M hamida (9) 119.45 135.79 116.33

V enzima (ML) 8.25 10.85 10.85

V solugio enzimatica (ML) 50.00 50.00 50.00

V inéculo (ML) 35.00 35.00 35.00

V solugéio de nutrientes (ML) 100.00 25.00 25.00

V tampio total (ML) 45.55 104.21 123.67

Os valores de atividade enzimatica (Act.enzimatica) S80 referentes a temperatura de 38°C; T, temperatura
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Tabela V.3 — CondicGes e os parametros utilizados na realizacdo dos ensaios de NSSF para a pasta kraft de casca e para um
volume de trabalho de 350 mL

Matéria-prima Pasta kraft de casca
Meétodo (T de hidrolise — T de fermentagéo) NSSF (50°C — 30°C) NSSF (50°C - 38°C)
Tipo de impulsor Turbina Rushton Ancora com 4 pés retas/radiais
Tempo de pré-hidrolise (h) 6 24 6 24 6
Act.enzimatica (FPU/ML enzima) 160.9 247.0 160.9 247.0 176.2
Teor de Secura (g/g) 0.923 0.923 0.923 0.923 0.923
Pasta seca (g) 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00
HC (g) 26.68 26.68 26.68 26.68 26.68
M hamida (Q) 30.34 30.34 30.34 30.34 30.34
V enzima (ML) 4.15 2.70 4.15 2.70 3.79
V solugéio enzimatica (ML) 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00
V inscuto (ML) 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00
V solugio de nutrientes (ML) 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
V tampio total (ML) 209.66 209.66 209.66  209.66 209.66

Os valores de atividade enzimética sdo referentes a temperatura de 50°C

Tabela V.4 — Condig0es e os parametros utilizados na realizagéo dos ensaios de NSSF para as lamas primarias tal qual e para
um volume de trabalho de 350 mL

Matéria-prima Lamas primarias tal qual
Método (T de hidrdlise — T de fermentagéo) NSSF (50°C - 30°C)
Tipo de impulsor Turbina Rushton
Tempo de pré-hidrolise (h) 6 24
Act.enzimatica (FPU/ML enzima) 160.9 160.9
Teor de Secura (g/g) 0.234 0.234
Lamas secas (g) 28.00 28.00
HC (g) 21.42 21.42
M hamida (Q) 119.45 119.45
V enzima (ML) 3.33 3.33
V solugéio enzimatica (ML) 50.00 50.00
V inécuto (ML) 35.00 35.00
V solugéo de nutrientes (ML) 25.00 25.00
V tampio total (ML) 120.55 120.55

Os valores de atividade enzimatica sdo referentes a temperatura de 50°C
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Tabela V.5 — Condicdes e os parametros utilizados na realizacdo dos ensaios de NSSF para as lamas primarias tratadas e para
um volume de trabalho de 350 mL

Matéria-prima Lamas primarias tratadas
Método (T de hidrélise — T de fermentacéo) NSSF (50°C - 30°C) NSSF (50°C - 38°C)
Tipo de impulsor Turbina Rushton Ancora com 4 pés retas/radiais
Tempo de pré-hidrolise (h) 6 24 6 24 6
Act.enzimatica (FPU/ML enzima) 247.0 247.0 176.2
Teor de Secura (g/g) 0.206 0.206 0.241
Lamas secas (g) 28.00 28.00 28.00
HC (g) 25.90 25.90 25.90
M hamida () 135.79 135.79 116.33
V enzima (ML) 2.62 2.62 3.67
V solugao enzimatica (ML) 50.00 50.00 50.00
V inseuto (ML) 35.00 35.00 35.00
V solugao de nutrientes (ML) 25.00 25.00 25.00
V tampo total (ML) 104.21 104.21 123.67

Os valores de atividade enzimética sdo referentes a temperatura de 50°C

Anexo VI — Produtos secundarios obtidos durante os processos SSF e NSSF.

Nestes processos, 0 metabolismo das leveduras pode levar também a formacdo de
glicerol, celobiose, &cido succinico e acido acético. Através das analises no HPLC foi possivel
observar a formacao destes compostos, através da realizacdo das curvas de calibracdo de modo

a conseguir determinar as suas concentragoes.
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Tabela V1.1 - Subprodutos obtidos durante os bioprocessos (SSF e NSSF) de lamas primarias e de pasta kraft de casca

Concentragéo (g L™?)

Processo Ensaio Material D U5 Aci Aci
(h)y (C A<,:|(_1|o Glicerol Ac!d_o Celobiose
acetico succinico

KA1 Pasta - 0.77 5.20 - 8.73
KA2 kg:ztc:e - - 1.47 0.34 213

SSF LAl Lamas - 38 4.47 3.95 - 4.61
LTAL  primarias - 0.64 2.70 0.32 1.86
LTA2 e - 3.23 - 1.76
NK1 6 4 0.51 2.20 - -
NK2 Pasta 24 1.02 5.70 4.05 -
NK3 kraft de 0.80 6.00 - -
NK4 casca 24 38 0.97 5.99 0.80 -
NK5 6 0.67 5.57 - 0.87
NL1 Lamas 6 1.87 1.75 - 1.05

NSSF NL2 primarias 24 1.48 0.43 0.09 2.02
N.LT1 6 0 2.89 1.76 162 3.17
N.LT2 Lamas 24 0.36 4.35 - 1.84
N.LT3 primérias 6 0.83 7.67 8.76 3.46
NLT4  lUatadas o4 3g 1.29 3.87 1.18 0.92
N.LT5 6 0.71 3.60 - 2.10

O 4cido acético, um acido alifatico, é formado pela hidrdlise do grupo acetil presente nas hemiceluloses. A sua presenca no
meio fermentativo ocasiona um aumento no consumo de ATP pela levedura, nessas condicdes, parte do ATP que seria utilizado
para o crescimento ou fermentagdo é desviado para manutencédo de seu pH interno. A Celobiose é um forte inibidor para as
enzimas celulases que pode impedir a sinergia entre os componentes individuais das mesmas. Portanto, manter uma baixa
concentracdo de celobiose no reator é extremamente importante no processo SSF. Wu e Lee (1998), concluiram que uma carga
enzimatica de 25 FPU/ggiucanas € suficiente para evitar o acimulo de celobiose no reator durante a sacarificagdo enzimatica. Este

acumulo ocorre devido a atividade insuficiente das B-glucosidases.
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Anexo VIl — Resultados dos ensaios SSF e NSSF

Tabela VII.1 - Resultados obtidos nos ensaios SSF utilizando a pasta kraft de casca e as lamas primarias, com uma consisténcia
de 8 % e carga enzimatica de 25 FPU/gHc.

. t [ETOH] Rssr-ms YEeToH-G Ysse P

Ensaio (h) pH QL% (GEvor gmteisscs) (%) %) @LihY)

KAl 2 5.45 0.8 0.01 2.08 1.74 0.38

4 5.42 13 0.02 3.68 3.07 0.33

6 5.36 2.8 0.04 7.84 6.54 0.47

23 5.13 33.2 0.42 91.91 76.63 1.44

25 5.11 338 0.42 93.57 78.01 1.35

27 5.11 345 0.43 95.43 79.56 1.28

47 5.02 35.7 0.45 98.74 82.32 0.76

52 4.94 35.3 0.44 97.65 81.41 0.68

73 4.64 34.5 0.43 95.55 79.66 0.47

KA2 2 542 0.9 0.01 237 198 043

4 5.6 34 0.04 9.54 7.95 0.86

6 5.17 9.3 0.12 25.68 21.41 1.55

24 5.05 33.0 0.41 91.18 76.02 1.37

26 5.02 325 0.41 89.79 74.86 1.25

30 5.03 32.6 0.41 90.18 75.18 1.09

32 5.03 33.0 0.41 91.25 76.07 1.03

48 4.95 31.1 0.39 86.17 71.84 0.65

LA1 2 7.18 0.7 0.01 2.32 1.88 0.33

4 7.05 1.0 0.01 3.49 2.83 0.25

6 6.92 2.3 0.03 8.14 6.58 0.38

23 6.88 28.0 0.35 99.27 80.31 1.22

25 7.06 28.0 0.35 99.46 80.46 1.12

27 7.05 27.3 0.34 96.90 78.39 1.01

47 6.67 28.1 0.35 99.66 80.63 0.60

52 6.60 27.2 0.34 96.52 78.08 0.52

73 7.07 27.0 0.34 95.99 77.65 0.37

LTAL 2 6.16 11 0.01 3.06 3.04 053

4 5.89 2.7 0.03 7.86 7.81 0.68

6 5.72 8.5 0.11 24.54 24.38 1.42

24 5.39 343 0.43 99.13 98.50 1.43

26 5.38 34.2 0.43 98.93 98.30 1.32

30 538 33.7 0.42 97.45 96.83 112

32 5.39 34.4 0.43 99.56 98.93 1.08

48 476 33.2 0.41 95.81 95.21 0.69

LTA2 16 5.14 32.8 0.41 95.15 77.14 2.05

18 5.15 335 0.42 96.91 78.88 1.86

20 5.17 335 0.42 96.78 78.77 1.67

24 5.10 325 0.41 93.84 76.38 1.35

42 5.08 29.9 0.37 86.28 70.23 0.71

44 5.04 28.6 0.36 82.72 67.33 0.65

48 4.94 27.9 0.35 80.49 65.51 0.58
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Tabela VII.2 - Resultados obtidos nos ensaios NSSF de pasta kraft de casca, com uma consisténcia de 8 % e carga enzimatica

de 25 FPU/ghc.

A t [ETOH] RnssF-ms YeroH-6 Ynssk Peton tr
Ensaio () PH @LY  (9eron /gmarinseo) (%) (%) @LihY (h)
NK1 2 5.19 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 5.40 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 5.40 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 5.15 27.0 0.34 74.76 62.33 1.59 17
26 5.14 27.3 0.34 75.58 63.01 1.44 19
28 5.13 27.6 0.35 76.37 63.67 131 21
30 5.13 27.8 0.35 76.96 64.16 121 23
48 5.04 28.8 0.36 79.76 66.50 0.70 41
50 5.04 28.8 0.36 79.72 66.46 0.67 43
52 5.04 28.1 0.35 77.76 64.83 0.62 45
54 5.06 28.6 0.36 79.15 65.99 0.60 48

NK2 2 5.38 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 5.37 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 5.19 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
26 5.18 1.0 0.01 2.84 2.37 0.51 2
28 5.03 2.8 0.03 7.64 6.37 0.69 4
48 4.50 30.1 0.38 83.22 69.38 1.25 24
50 4.58 29.3 0.37 80.95 67.48 1.13 26
52 4.48 29.4 0.37 81.27 67.76 1.05 28
72 4.39 29.1 0.36 80.59 67.19 0.61 48
NK3 2 5.11 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 5.40 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 5.38 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 511 28.8 0.36 79.73 66.47 1.69 17
26 5.03 295 0.37 81.60 68.03 1.55 19
30 4.93 29.1 0.36 80.41 67.04 121 24
48 4.44 28.2 0.35 78.04 65.06 0.69 41
50 4.41 27.8 0.35 77.05 64.24 0.65 43
54 4.83 27.6 0.35 76.47 63.75 0.58 48
NK4 2 5.35 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 5.33 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 5.34 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 4.71 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
26 4.76 1.0 0.01 271 2.26 0.49 2
30 4.64 8.1 0.10 2231 18.60 1.34 6
48 4.14 27.6 0.34 76.32 63.63 1.15 24
50 4.23 28.0 0.35 77.61 64.71 1.08 26
54 4.29 27.9 0.35 77.27 64.42 0.93 30
72 4.26 27.8 0.35 77.05 64.23 0.58 48
NK5 2 5.40 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 5.35 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 5.38 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 5.13 25.2 0.31 69.64 58.05 1.48 -
26 5.09 25.4 0.32 70.41 58.70 1.34 17
30 5.10 26.2 0.33 72.63 60.55 1.14 19
48 4.33 22.7 0.28 62.85 52.40 0.87 23
50 4.35 23.2 0.29 64.14 53.48 0.77 26
54 - - 0.00 0.00 0.00 0.00 30
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Tabela VI1.3 - Resultados obtidos nos ensaios NSSF de lamas primarias, com uma consisténcia de 8 % e carga enzimatica de
25 FPU/gHc.

. [ETOH] RnssF-ms Yeron-6 Ynssk Peton t;
Ensaio th PH QLY (Qeron /Gmatrisess) %) %) @L hY (h)
NL1 2 - - - - - - -

4 8.36 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 7.99 - 0.05 13.81 11.18 0.65 -
24 7.00 3.9 0.05 13.62 11.02 0.23 17
26 7.28 3.8 0.05 14.29 11.56 0.21 19
28 7.38 4.0 0.05 14.33 11.59 0.19 21
30 7.57 4.0 0.05 14.27 11.54 0.17 23
48 7.12 4.0 0.05 14.27 11.55 0.10 41
50 7.20 4.0 0.05 14.32 11.59 0.09 43
52 7.11 4.0 0.05 14.06 11.37 0.09 45
54 6.85 4.0 0.00 0.00 0.00 0.00 48

NL2 2 8.33 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 5.50 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 8.54 - 0.00 1.25 1.01 0.06 -
24 6.79 0.4 0.02 6.52 5.28 0.08 -
25 6.28 1.8 0.04 10.62 8.59 1.50 2
27 6.39 3.0 0.04 12.27 9.92 0.58 6
47 6.45 35 0.04 12.47 10.09 0.15 24
52 6.30 35 0.04 12.55 10.15 0.14 26
73 6.57 3.5 0.00 0.00 0.00 0.00 30
NLT1 2 7.40 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 7.50 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 7.82 - 0.00 0.00 0.00 0.00 17
24 6.34 11.0 0.14 31.79 26.17 0.65 19
26 6.44 11.6 0.15 33.60 27.65 0.61 24
30 5.83 119 0.15 34.29 28.22 0.49 41
48 4.94 119 0.15 34.51 28.40 0.29 43
50 4.93 12.0 0.15 34.59 28.47 0.28 48
54 4.87 12.1 0.15 35.02 28.82 0.25 -
NLT2 18 5.57 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
20 5.06 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
22 4.73 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 4.55 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
42 4.64 19 0.23 53.97 44.41 1.10 17
44 4.66 18.8 0.24 54.44 44.80 0.99 19
48 4.67 20.0 0.25 57.85 47.61 0.83 24
66 4.61 23.8 0.30 68.70 56.54 0.58 41
68 4.61 243 0.30 70.17 57.75 0.56 43
72 4.59 25.0 0.31 72.37 59.56 0.52 48
NLT3 2 7.31 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 7.25 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
5 7.10 - 0.00 0.00 0.00 4.59 -
24 4.88 229 0.29 66.28 54.55 1.27 18
26 4.63 25.0 0.31 72.27 59.47 1.25 20
30 4.46 26.6 0.33 77.01 63.38 111 24
48 4.26 29.2 0.36 84.29 69.37 0.69 42
50 4.27 28.9 0.36 83.48 68.70 0.66 44
54 3.96 28.8 0.36 83.25 68.51 0.60 48
NLT4 2 7.21 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 7.36 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 7.69 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 5.96 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
26 5.71 3.3 0.04 9.65 7.94 1.67 2
30 5.45 6.8 0.09 19.68 16.20 1.13 6
48 4.36 9.2 0.12 26.73 22.00 0.39 24
50 4.33 9.3 0.12 26.85 22.10 0.36 26
54 4.36 9.2 0.11 26.54 21.84 0.31 30
72 4.32 9.0 0.11 26.13 21.51 0.19 48
NLT5 2 6.45 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
4 6.53 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
6 6.63 - 0.00 0.00 0.00 0.00 -
24 5.29 32.0 0.40 92.84 75.27 1.78 18
26 5.35 31.8 0.40 92.17 74.72 1.59 20
30 4.99 30.5 0.38 88.35 71.63 1.27 24
48 477 229 0.29 66.39 53.82 0.54 42
50 4.76 21.7 0.27 62.88 50.98 0.49 44
54 4.70 20.0 0.25 57.92 46.96 0.42 48

Anexo VIII — Preparacéo do DNS modificado

Mediu-se 708 mL de agua destilada numa proveta. De seguida pesou-se 153 g de
tartarato duplo de sodio e potassio num copo de vidro de 1L, onde foi dissolvido em cerca de
350 mL da &gua destilada previamente medida. Este passo foi realizado numa placa de agitagédo
e aquecimento, de modo a facilitar a sua dissolucao. Pesou-se 4.15 g de metabissulfito de sodio,

que foi dissolvido em cerca de 50 mL da agua destilada previamente medida, sendo
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posteriormente adicionado a solucao de tartarato duplo de sédio e potassio no copo de 1L. De
seguida, pesou-se 9.9 g de hidréxido de sodio (NaOH) num copo de 200 mL, ao qual se
adicionou cerca de 150 mL agua destilada previamente medida, de forma a facilitar a sua
dissolucdo. Pesou-se 5.3 g de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), que foi sendo adicionado aos
poucos a solucdo de NaOH, mantida em banho-maria, para facilitar a dissolu¢cdo do DNS a
quente. Apds estar completamente dissolvido foi adicionado a solugéo contida no copo de vidro
de 1L, estando este em banho-maria. Apos estar tudo completamente dissolvido, introduz-se
3.8 mL de fenol previamente fundido a 50 °C no copo de 1L e adiciona-se o restante da agua
destilada que sobrou. Depois de arrefecer o conteddo no copo de 1L, verte-se para um frasco

ambar e reserva-se até a sua utilizacdo (Adney e Baker, 1996).

Anexo I X — Atividade enziméatica

Para a determinacéo da atividade enzimatica da Cellic® Ctec2 preparam-se diferentes
diluicdes de solucédo enzimatica, como ilustrado na Tabela 1X.1. Foram determinadas atividades
enzimaticas para duas temperaturas diferentes: 38 °C, pelo facto do SSF ser realizado a esta
temperatura e 50 °C, pelo facto da pré-hidrolise do processo NSSF ter sido realizada a 50 °C.

Iniciou-se por cortar tiras de papel de filtro para serem usadas como substrato, cujas
dimensGes eram: 6 cm de comprimento e 1 cm de largura.

A diluicdo 1:100 foi feita num baldo volumétrico de 20 mL e posteriormente foi

colocada num frasco e usada para preparar as restantes diluigdes.

Tabela IX.1 - Preparacéo das solucdes enzimaticas diluidas

Fq Solucgéo enzimatica Tampao citrato de s6dio 0.05 M
(mL) (mL)
1:100 0.2 19.8
1:150 0.5
1:200 1
1:250 15
1:350 25
1:400 1 (1:100) 3
1:450 35
1:500 4
1:600 5
1:660 5.6

Fa — Fator de diluigdo.
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Depois de preparadas as diluicdes, as mesmas foram colocadas numa incubadora, a
temperatura que se pretendia determinar a atividade enzimatica, durante alguns minutos.

A andlise da amostra para cada dilui¢do foi feita em duplicado, o que explica a existéncia
dos tubos de ensaio A e B e, além disso, para cada diluicdo havia um tubo de ensaio onde se
preparou o0 branco da amostra (padrdo), cujos componentes podem ser observados na Tabela
IX.2.

Tabela 1X.2 - Componentes adicionados em cada tubo de ensaio e os respetivos volumes utilizados para a determinagao

Tubo de ensaio Fd Componentes

i Branco tampéo — 1.5 mL de tampdo

Branco substrato — 1.5 mL de tampdo citrato + papel

1:150

1:200

1:250

1:350 A: 1 ML tampio + 0.5 ML solugio enzimatica (da respetiva dilui¢do) + substrato
1:400 B: 1 mL tampao + 0.5 ML solugao enzimatica (da respetiva diluigéo) + substrato
1:450 Padréo: 1 mL tampao + 0.5 ML solugao enzimatica (da respetiva diluicéo)
1:500

1:600

1:660

0w N o 0o B W N

o

Fa — Fator de diluigdo.

Colocou-se 1.5 mL da solucdo tampdo citrato de 0.05 M nos tubos de ensaio
devidamente identificados (i, branco tampdo e ii, branco substrato). Posteriormente, colocou-
se 1 mL de tamp&o nos tubos de 1 a 9 e nos respetivos brancos. De seguida, adicionou-se 0.5
mL das solucdes enzimaticas diluidas, que acabavam de sair da incubadora, a cada um desses
tubos de ensaio, agitaram-se os mesmos no vortex (Heidolph Reax 200) e posteriormente foram
colocados os tubos na incubadora (Stuart S1600) a 38 e 50 °C (durante 60 min) com intuito de
determinar a atividade enzimatica e consequentemente a quantidade enzima a adicionar nos
processos SSF e NSSF, respetivamente. Ao fim dos 60 minutos, introduziu-se 3 mL do
componente DNS, previamente preparado (Anexo VIII), a cada um dos tubos de ensaio (desde
0 i até ao 9 e os respetivos brancos). Taparam-se 0s tubos e agitou-se 0s mesmos no vortex. De
sequida, colocaram-se 0s tubos num recipiente com agua a ferver durante 5 minutos.
Posteriormente retiraram-se os tubos e colocaram-se num banho de agua fria durante 5 minutos.
Ap0s 0s 5 minutos, retirou-se 0.2 mL de solucéo contida em cada tubo, colocou-se em cuvetes

de pléastico e adicionou-se 2.5 mL de agua destilada. Usou-se um espetrofotometro (Vis-NIR
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spectrophotometer ENSINA), utilizando um comprimento de onda de 540 nm (UV-Vis), para
determinacdo glucose libertada durante a 60 min de hidrélise enzimatica do substrato usado.
Na Tabela 1X.3 estdo ilustrados os valores das absorvancias lidas no espetrofotometro e a

absorvancia corrigida atraves da Equacédo 1X.1

ADS corrigida = ADS Amostra — ADS padrio — ADS Branco substrato (IX.1)

Tabela 1X.3 - Absorvancias e respetiva diluicdo para a determinacéo da atividade enzimatica

ADS Branco substrato Abs ADbS Amostra ADbS corrigida
Data (nm) Fd , (540 nm) 7
500 0.160 0.494 0.293
500 0.160 0.574 0.373
600 0.128 0.447 0.278
04.06.2020 0,041
600 0.128 0.456 0.287
660 0.026 0.406 0.339
660 0.026 0.500 0.433
350 0.099 0.516 0.353
350 0.099 0.599 0.436
400 0.098 0.584 0.422
16.06.20 0.064
400 0.098 0.564 0.402
450 0.088 0.562 0.410
450 0.088 0.539 0.387
300 0.131 0.776 0.571
300 0.131 0.804 0.599
350 0.104 0.766 0.588
18.06.20 0.074
350 0.104 0.746 0.568
400 0.099 0.683 0.510
400 0.099 0.668 0.495

Fa — Fator de diluigdo.

Curva de calibracdo, previamente preparada, utilizada para determinar a concentragdo de

acucares redutores em equivalentes de glucose presentes na amostra:

Glucose cunva (%) = 8.9435 * AbS corrigica + 0.1615 (1X.2)

De modo a determinar a quantidade de glucose libertada pelo substrato durante 60 min

de sacarificacdo enzimatica, recorreu-se a Equagéo (1X.3)

M glucose libertada (MQ) = GlUCOSE curva (%) *V senzimatica diluida (ML) (1X.3)
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De seguida, analisaram-se as massas de glucose obtidas e identificaram-se quais as duas
concentragfes (volumétricas) de enzima, calculadas pela Equacdo (1X.4), que libertaram
aproximadamente 2 mg de glucose, efetuando-se uma interpolacéo linear entre dois pontos.
Através da interpolacéo desses 2 pontos (onde um tem de ser maior que 2 e outro menor que
2), determinou-se a concentracdo volumétrica de enzima que liberta 2.0 mg de glucose a 50 °C
(Equacéo 1X.5) e a 38°C (Equacdo 1X.6)

Enzima ( mLsenzimitica )= L (1X.4)

mLsenzimatica diluida

Na Tabela 1X.4 estdo apresentados os valores obtidos e calculados, mencionados

anteriormente.

Tabela 1X.4 - Concentragdo de glucose obtidos através da curva de calibragdo, massa de glucose libertada pela tira de papel
de filtro

T incubagao Glucose curva  Vsenzimatica diluida M glucose libertada M glucose libertada média [Enzima]

(°C) Fa " (mgimL) (mL) (mg) (mg) (mL/mL)
2.78 05 139
500 157 0.002
350 05 175
2.65 05 1.32
600 134 0.0017
2.73 05 1.36
3.19 05 1.60
660 1.81 0.0015
4.03 05 2,02
350 332 0.5 166
184 0.0029
4.06 05 2.03
400  3.94 05 1.97
50 1.92 0.0025
3.76 05 1.88
450 383 05 1.91
1.86 0.0022
3.62 05 1.81
5.27 05 263
300 2.70 0.0033
5.52 05 276
5.42 0.5 271
350 2.67 0.0029
5.24 05 2,62
472 05 2.36
400 2.33 0.0025
459 05 2.29
4714 05 2.36
150 2.26 0.0067
4.338 05 217
3.462 05 173
38 200 1.79 0.0050
3.685 05 1.84
3.667 05 1.83
250 1.85 0.0040
3.748 05 1.87

Fa — Fator de diluigdo.
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0,0024
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B 00023 £ 0,002
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Figura 1X.1 - Interpolagdo linear entre os dois pontos que se aproximam das concentrages de enzima que libertaram 2 mg de
glucose para as temperaturas de (A) 50 e (B) 38 °C.

. mL Zimati
EnZlmalibertando 2 mg de glucose (w) = 0.0006 * Mgjycose libertada(mg) + 0.0011 (IX 5)

mLsenzimatica diluida

. MLsenzimati
Enmma]ibertando 2 mg de glucose (M) = 0.0035 = Mgjycose libertada(mg) + 0.0013 (IX6)

mLgenzimatica diluida

Onde: Mglycose libertada — 2 mg

A concentracdo de enzima que libertou aproximadamente 2 mg de glucose calculada pela
equacdo anterior é 0.0023 (mL/mL) e 0.0057 para as temperaturas de 50 e 38 °C,
respetivamente. Através deste valor, foi possivel determinar a atividade enzimatica calculada a

temperatura na qual as solu¢bes enzimaticas foram incubadas (Equacao 1X.7).

0.37 ( pmol )

min+mLgenyimatica diluida
mLgsenzimatica )
mLgenzimatica diluida

FPU ) _
MLsenzimatica

ACtenzimética ( (IX'7)

Enzimajjpertando 2 mg de glucose(

O valor 0.37 ¢ obtido através da massa de 2.0 mg de equivalentes de glucose libertadas, da
massa molar da glucose (180 g/mol), do volume de enzima diluida usado (Vsenzimatica diluida = 0.5

mL) e do tempo de incubacgdo (60 min), conforme demonstra a Equacéo 1X.8

2 (mg) 3(_8  umol
037 (ot )l (s mor)

min*mLsenzimatica diluida 60(min)*0.5 mLsenzimatica diluida

(IX.8)
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