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Resumo

Devido a elevada expansdo do setor automoével durante o século XX, levou a
um aumento exponencial na produgdo de CO2, alterando o ecossistema. Para isso, é
necessario procurar alternativas para diminuir os gases de efeito estufa, como
recorrer aos combustiveis alternativos, como o bioetanol. Podem ser usados residuos
bioldgicos da industria papeleira como biomassa para produgdo de bioetanol. A
estratégia mais usada é a sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SSF). Apesar de ser
mais vantajosa, apresenta um problema, o facto do extrato enzimditico e os
microrganismos ndo atuarem a mesma temperatura Otima. Para contornar este
problema usou-se um microrganismo termotolerante, a levedura Kluyveromyces
marxianus, a estirpe mais usada neste tipo de processo. O principal objetivo deste
trabalho é valorizar os residuos da industria papeleira, chamados de lamas primarias
e transforma-los em bioprodutos, como o bioetanol. Realizaram-se ensaios em
regime semi-descontinuo e em descontinuo. Como fonte de carbono foi usada a
fracdo de hidratos de carbono (HC) da biomassa com concentracao final de 200 g/L.
Nos ensaios em semi-descontinuo, com a Saccharomyces cerevisiae a concentragao
maxima de etanol foi de 45,1 g/L ao fim de 72h, com a K. marxianus NCYC 1426 foi
de 48,6 g/L as 150h a 38°C e, 25,4 g/L as 24h a 42°C. A S. cerevisiae ATCC 26602
atingiu uma producao de 43,9 g/L ao fim de 55h. Optou-se por utilizar a S. cerevisiae
ATCC 26602 nos restantes ensaios a 38°C. Realizaram-se ensaios em descontinuo em
erlenmeyer e em biorreator para um aumento de escala. Para os ensaios em
erlenmeyer a concentragdo maxima de etanol foi 13 g/L e 20 g/L e em biorreator foi
10 g/L e 11 g/L para as lamas da Fabrica 2 e 3, em ambos os ensaios. Verifica-se que o

aumento de escala em sistemas bioldgicos deste género torna-se dificil.

Palavras-chave: Biomassa lenho-celuldsica; bioetanol; SSF; S. cerevisiae; biorreator.



Abstract

The expansion of the automobile industry during the 20th century has led to
a high expansion of CO2 production, making the ecosystem susceptible of suffer
severe alterations. For that reason it’s became necessary to pursue alternatives to the
usage of fossil fuels in order to diminish the levels of GHG emissions, like alternative
fuels, bioethanol. We can use biological wastes of paper industry as biomass for
production of bioethanol. The most used method for the conversion of biomass in
bioethanol is simultaneous saccharification and fermentation (SSF). Despite being
the most advantageous strategy, the fact that the microorganisms and the enzymatic
extract don’t act at the same optimal temperature presents a problem. To go around
this problem, a thermotolerant microorganism, K/uyveromyces marxianus yeast, was
used. The main objective of this work was to value the paper industry waste called
primary sludge and turned them into bio products like bioethanol. Testes were
realized in fed-batch and batch system. The fraction of carbohydrate (HC) from the
biomass was used as carbon source at the concentration of 200 g/L. In the fed-batch
tests, with the S. cerevisiae the maximum concentration of ethanol was 45,1 g/L at
the end of 72h, with K. marxianus NCYC 1426 it was 48,6 g/L at 150h and 38°C and,
25,4 g/L at 24h and 42°C. The S. cerevisiae ATCC 26602 accomplished a production
of 43,9 g/L at the end of 55h. In the rest of the tests, it was chosen to use the S.
cerevisiae ATCC 26602 at a temperature of 38°C. Assays were performed in batch at
erlenmeyer and bioreactor for scale-up. For the results of assays in erlenmeyer, the
maximum ethanol concentration was 13 g/L and 20 g/L, and in the bioreactor was 10
g/L and 11 g/L for sludge Factory 2 and 3, in both assays. It is noted that the scaling

in biological systems of this kind becomes difficult to do.

Keywords: Lignocellulosic biomass; bioethanol; SSF; S. cerevisiae, bioreactor.
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1. Introducgio

1.1. Impacto ambiental

A inddtstria papeleira portuguesa produz cerca de 350 000 toneladas de lamas
(primarias e bioldgicas) por ano, de acordo com o Boletim Estatistico da CELPA
(Associagdo da Industria Papeleira). Estas lamas sdo geralmente aplicadas na
agricultura e na compostagem, sendo que a sua eliminagdo pode acarretar custos
adicionais a papeleira que as produz. Uma vez que as lamas primarias sdo ricas em
fibras celuldsicas, estes residuos sdlidos poderiam ser aproveitados para a obtengdo de
produtos de valor acrescentado. Deste modo, a empresa teria uma solugdo
ambientalmente mais favoravel para a elimina¢do das lamas e aumentaria o seu leque
de produtos, contribuindo para o aumento da sua competitividade econdmica.

A produgio de bioetanol a partir de materiais organicos ricos em celulose, como é
o caso das lamas primadrias, é considerada uma tecnologia promissora para atender
um dos maiores desafios para a sociedade de hoje: a substituicdo de combustiveis
fésseis por biocombustiveis, no setor de transportes (Linde et a/ 2007). A tremenda
expansio do sector automoével durante o século passado levou ao aumento
exponencial da producdo de diéxido de carbono, causando grandes alteragdes no
ecossistema da Terra. Por esta razdo, é necessario a colaboracio mundial de modo a
reduzir o impacto dos gases de efeito estufa sobre o clima (Kadar er al 2004). A
substituicdo dos combustiveis fosseis por biocombustiveis diminui a libertacdo de
diéxido de carbono para a atmosfera quando ocorre combustdo. Contribui-se assim
para a diminuicdo da emissdo dos gases de efeito estufa e, portanto, para o
abrandamento do aquecimento global (Eduardo et a/ 2009). Um dos principais
parametros que contribuem para o custo da producdo do bioetanol é o preco da
matéria-prima. No entanto, podem ser utilizados residuos industriais, como as lamas

primadrias, de modo a reduzir os custos (Kadar er al 2004).



1.2. Aspetos ambientais

Os custos da biomassa lenho-celulésica dependem principalmente dos custos da
matéria-prima, ou seja, os custos da madeira e dos residuos de papel, que podem
variar dependendo da localidade e dos transportes a serem usados. Estes custos vao
representar a despesa principal na producdo de bioetanol. No caso da utilizagdo de
matérias-primas de primeira geragdo (milho, cana-de-agtcar) normalmente é de 50-
80% dos custos totais, enquanto os custos da matéria-prima de segunda geragdo
(biomassa lenho-celuldsica) sdo apenas =~ 40% dos custos totais, uma diferenca
significativa. No futuro, os custos da producdo da matéria-prima lenho-celulésica
serdo menores, devido aos avangos das tecnologias (Walker, 2010).

A obtengio de um produto de valor acrescentado, como o bioetanol, pode
proporcionar uma opgdo economicamente mais atrativa, uma vez que a biomassa
lenho-celuldsica, neste caso, as lamas primarias, um residuo das industrias de fabrico
de pasta e papel, pode ter um custo zero, ou até mesmo negativo, uma vez que a
empresa tem de encontrar um destino final para as lamas (compostagem, aterro,

etc.), cuja agdo pode ter custos (Kadar er al 2004).

1.3. Biomassa

A biomassa é a fragdo biodegradavel de produtos, residuos e detritos de origem
bioldgica provenientes da agricultura (incluindo substdncias de origem vegetal e
animal), da exploracdo florestal e de industrias afins, incluindo a pesca e a da
aquicultura, bem como a fragcdo biodegradavel dos residuos industriais e urbanos
(Directiva CE/28/2009, 2009).

A biomassa é maioritariamente produzida por plantas que convertem luz solar

através da fotossintese e inclui toda a vegetacdo a base de agua do solo, assim como
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todos os residuos organicos. A biomassa sempre foi uma fonte de energia para a
humanidade e atualmente estima-se que contribui na ordem dos 10-14% da oferta
global de energia.

A biomassa é o material vegetal derivado da reagdo entre o CO2 no ar, a d4gua e a
luz solar, através da fotossintese, para formar os hidratos de carbono que formam os
blocos de construgdo da biomassa. Esta disponivel numa base renovavel, quer por
processos naturais, ou pode ser disponibilizada como um subproduto de atividades
humanas, isto é, residuos organicos (McKendry, 2002).

A biomassa tradicional, incluindo lenha, carvao e estrume de animal, continua a
fornecer importantes fontes de energia em muitas partes do mundo (FAQO, 2008).

O uso da biomassa contendo agticares que podem ser fermentados diretamente
para etanol é a maneira mais simples de produzir etanol. Estas fontes de carbono
incluem vdrios tipos de residuos, tais como residuos da industria de alimentos,
residuos pds-colheita deixados nos campos, estrume de animal, restos de madeira da
silvicultura e da industria, residuos de industria de alimentos e de papel, residuos
sélidos urbanos, lamas de depuracdo e de biogds a partir da digestdo de residuos
organicos agricolas e outros (FAO, 2008).

A figura 1.1 representa a conversio de algumas matérias-primas em

biocombustiveis liquidos.
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Figura 1.1: Conversio de algumas matérias-primas em biocombustiveis liquidos.

Em geral, o etanol pode ser obtido de qualquer tipo de material de hidratos de
carbono que tém a férmula tipica de (CH20)» e podem ser divididos em dois grupos:
biomassa de primeira geracgdo e a de segunda geragao.

Matérias-primas de primeira geracdo referem-se principalmente a fontes de
biomassa vegetal, que também sdo fontes de nutricdo humana e animal (Tomas-Pejé

et al. 2008), como estdo representadas na figura 1.2.
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Figura 1.2: Representagdo esquematica de matérias-primas de primeira geragdo utilizadas para
produgdo de bioetanol.

Os biocombustiveis sdo originados, em geral, de plantas que exigem dreas de
cultivo extensas. Mesmo que no momento nio haja conflito no uso de terra para
biocombustiveis e alimentos, isso poderd verificar-se a longo prazo, se o volume de
petroleo a substituir for significativo (Pacheco, 2011). Para evitar atingir o limite de
oferta ou que haja competicdo pelo uso da terra para a geragdo de energia e produgao
de alimentos torna-se necessdrio investir no desenvolvimento de tecnologias de
segunda geragdo para produzir etanol. O etanol de segunda geracdo é produzido a
partir de biomassa lenho-celuldsica, presente em residuos de origem vegetal
(Pacheco, 2011), ou seja, é uma fonte de biomassa ndo alimentar e representa a forma
mais abundante de carbono na terra (FAO, 2008). Essa segunda geracdo representa
uma alternativa para o uso energético de biomassa, apresentando vantagens
ambientais e economicas. Um fator ambiental relativo a utilizacdo de biomassa de
segunda geracdo é que existe uma maior reducdo na emissdo de gases com efeito de

estufa (Olofsson er al. 2008).



1.3.1. Biomassa lenho-celuldsica

A biomassa lenho-celuldsica é a fonte renovavel mais abundante na Terra,
compreende cerca de 50% da biomassa mundial.

A composicdo deste tipo de biomassa depende da espécie de planta e consiste
principalmente em celulose (30-50% da massa total), hemicelulose e lenhina
(Fernandes er al. 2010).

A celulose (figura 1.3) é o componente principal da madeira e a sua férmula geral
é (CsH10s5)n, onde ‘n’ é o grau de polimerizagio médio e é classificado como
polissacarideo ou hidrato de carbono. E descrita como um B-polissacarideo composto
por unidades repetidas de celobiose (dissacarideo) unidas por ligagdes glicosidicas do
tipo f-(1,4). Nas paredes das células vegetais, as cadeias de celulose agregam-se em
fibrilas que se vao associar para construir a parede da fibra. Quando ocorre hidrdlise,

a celulose resulta em varios mondmeros de agucar, a glucose (Fernandes et al. 2010).

CH, OH CH,OH H OH CH, OH
0 0
0. oOH H H H =
vV H ¢ OH H H 0
on M » -0 OH H H ) OH H
OH H H H 0 H
H H H OH
i 0 CH,OH

Fonte: Eduardo er al 2009

Figura 1.3: A estrutura das ligagdes quimicas da molécula da celulose.

Outro constituinte da madeira sdo as hemiceluloses, que contribuem cerca de 10-
40% para o material da planta. Sdo polissacarideos constituidos por pentoses,
principalmente xilose e arabinose, e por hexoses, principalmente manose, galactose e
glucose (Walker, 2010).

As hemiceluloses (figura 1.4) referem-se a uma mistura de polimeros de hexoses,
pentoses e acidos urdnicos que podem ser lineares ou ramificados, sio amorfos e

possuem peso molecular relativamente baixo. Sdo uma classe de diversos



polissacarideos, que, em parte, estdo ligados por pontes de hidrogénio a celulose. Sao
divididas em pentosanas e hexosanas. As pentosanas quando sujeitas a hidrolise
resultam em pentoses (xilose e arabinose), que sio monossacarideos que apresentam
na sua estrutura cinco atomos de carbono (Palmqvist & Hahn-Hégerdal, 2000).

02H

CH40 — 0,
HO

OH
0
0 Q.  HO - 0 0
OH HO 4 OH
HOCH;

OH

Fonte: (Eduardo er al. 2009)
Figura 1.4: Exemplo de um trogo da estrutura molecular da hemicelulose.

A lenhina (figura 1.5), outro constituinte da madeira, é uma substidncia quimica
que confere rigidez a parede celular e mantém as células ligadas entre si (Walker,
2010). E das macromoléculas mais abundante da Terra, constituida por unidades de
fenil-propano nio fermentaveis e, esta diretamente envolvida nas liga¢des entre
moléculas de xilanas e outros polissacarideos. Apesar de ser um composto
macromolecular aromatico, a lenhina difere dos outros componentes presentes na
biomassa vegetal, na medida em que a sua estrutura tridimensional nido possui
ligagGes repetitivas entre os residuos monoméricos constituintes da macromolécula
(Ferreira, 2010).

Devido a sua complexidade estrutural, a lenhina apresenta-se como uma barreira
a acdo das celulases e hemicelulases (Ferreira, 2010). A sua presenca é um problema
importante para o processo de conversio de biomassa, porque a estrutura fisica da
lenho-celulose é intrinsecamente resistente a enzima de ataque, principalmente da
celulose, que estd protegida pela matriz envolvente da lenhina, hemicelulose e

pectina (Vasquez et al. 2007).



Para os processos de producdo de bioetanol, a lenhina apresenta alguns efeitos
negativos como a inibicdo da celulase e, consequentemente a inibicdo da

fermentacdo, pelo que em alguns casos a biomassa é submetida a pré-tratamentos

para se conseguir retirar parte da lenhina existente (Walker, 2010).

Fonte: Walker, 2010
Figura 1.5: Unidade de fenil-propano, constituinte da estrutura molecular da lenhina.

A industria papeleira portuguesa usa principalmente a madeira de Eucalyptus
globulus como matéria-prima. A maior parte das unidades de a¢ticar provenientes da
hidrolise dos correspondentes hemiceluloses é composta por xilose (Duff & Murray,
1996). Na tabela 1.1, encontra-se representada a composi¢do quimica da madeira de
FEucalyptus globulus.

Tabela 1.1: Composicdo quimica da madeira Eucalyptus globulus, usada como fonte de biomassa
lenho-celulésica.

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lenhina (%)

Eucalyptus globulus 50 13 28

Fonte: Walker, 2010

1.4. Producio de pasta e papel

1.4.1. Processo de produgdo de pasta (Processo Kraft)

A matéria-prima a ser selecionada depende do tipo de pasta ou de papel que se

pretende produzir, sendo que a mais utilizada é a madeira, embora também se
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possam usar outros materiais, como fibras de algoddo cru e até mesmo papéis ja
utilizados (processo de reciclagem). Em Portugal, a espécie mais usada para a
producdo de pasta e papel é a espécie Eucalyptus globulus, porque o seu periodo de
maturacdo é curto em relacdo a outras espécies (aproximadamente 12 anos),
permitindo um melhor controlo do ciclo de crescimento das arvores, otimizando a
producdo.

Depois de atingir o ponto de maturagdo as arvores utilizadas no processo sao
derrubadas e cortadas em fragmentos, chamados toros, para serem transportados para
a fabrica. Na fabrica sdo retiradas as cascas aos toros, porque sdo ricas em lenhina e
possuem um teor muito baixo de fibras, de modo a nio prejudicarem a qualidade da
pasta produzida. As cascas vao ser adicionadas a caldeira de biomassa para produzir
energia e os toros sem casca sdo encaminhados ao destrogador a fim de transforma-
los em aparas com dimensdes adequadas, que sdo depois crivadas para permitir um
cozimento mais homogéneo. O cozimento (o cozimento Kraft é o mais utilizado na
industria papeleira portuguesa) da-se num equipamento denominado digestor.
Adicionam-se as aparas e o licor de reagentes (licor branco), constituido por
hidréxido de sédio (NaOH) e sulfureto de sédio (Na:S), como agentes quimicos.
Durante o cozimento da-se a dissolugdo da lenhina (cerca de 90%) e a separacgdo das
fibras. As aparas juntamente com o licor branco sofrem um aquecimento, sob
pressdo, cuja operagdo pode ser continua ou descontinua (Gongalves et al 2007;
Carvalho, 1999).

O resultado do cozimento contém as aparas cozidas (pasta) e o licor negro
impregnado com lenhina, hemiceluloses e outros compostos solubilizados durante a
etapa de cozimento. A etapa seguinte, a lavagem, tem como objetivo, separar o licor
negro (material ndo celuldsico dissolvido) da pasta, para que a pasta possa ser
encaminhada para a etapa seguinte, o branqueamento, enquanto o licor negro é
enviado para o ciclo de recuperagao (Piotto, 2003).

No inicio da etapa de branqueamento a pasta obtida apds a lavagem apresenta

uma cor acastanhada devido aos grupos cromdforos provenientes da lenhina ainda
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presentes. Esta fase é importante quando o objetivo é produzir papéis brancos. Aqui,
vao ser utilizados diferentes produtos quimicos para retirar a lenhina restante da
pasta, que vao promover a destruicdo dos grupos cromoéforos existentes na lenhina,
sem afetar a estrutura fibrilar da pasta. Atualmente, o branqueamento é alcancado
através de processos sequenciais continuos utilizando diferentes condicées e
produtos quimicos em cada estagio, intercalados com lavagem (Gongalves ez a/. 2007;
Carvalho, 1999).

Segue-se, por fim, a etapa de secagem, que consiste em retirar a agua residual da
pasta branqueada até atingir 95% de pasta seca. Depois de secar, a pasta é cortada e

embalada em fardos para ser transportada para as fabricas de papel (Carvalho, 1999;

Piotto, 2003).

1.4.2. Resfduos da industria do papel

Define-se como residuo das industrias de base florestal as sobras que ocorrem no
processamento mecénico, fisico ou quimico, e que ndo sdo incorporadas no produto
final. Os residuos gerados nas industrias de pasta e papel incluem cinzas provenientes
da caldeira, residuos florestais, residuos celuldsicos, lamas bioldgicas (lamas
secundarias) e quimicos residuais. Os efluentes gerados ao longo do processo de
producio de pasta e papel sio encaminhados para a Estacio de Tratamento de Aguas
Residuais (ETAR) (Kadar er al. 2004) e sdo submetidos a tratamentos. Os efluentes
acidos e alcalinos sdo misturados numa cdmara de neutralizagdo, caso seja necessario
ajustar o pH para neutro, com acido ou base. Do tratamento primario obtém-se, a
partir do sedimentador primario, as lamas primdrias que resultaram do processo de
sedimentacdo, onde a agua é bombeada para tanques para se remover os solidos
depositados. Estas lamas tém na sua composicdo, em base seca, cerca de 45-60%
(m/m) de hidratos de carbono (celulose e hemicelulose), 5-20% (m/m) de lenhina e

35-50% (m/m) de matéria inorganica (cinzas, principalmente CaCOs). Na etapa
10



seguinte, a agua resultante do processo anterior é direcionada para um biorreator,
que por agdo biolégica promove a assimilacdo dos sdlidos orgdnicos dissolvidos no
efluente. No fim do tratamento bioldgico do efluente tratado passa pelo
sedimentador secunddrio e é adequado para descarga em rios ou mares, sendo as
lamas secundarias misturadas com as lamas secunddrias num tanque de mistura, onde

vao ser encaminhadas para agricultura e compostagem, como mostra a figura 1.6

(Scott & Smith, 1995).

Efluente
(baixo CQO)

Acido
sulfiirico Lama Biolégica

Cal
ﬂ ﬂ ﬂ Efluente

; Efluente
Efluente alealino => Cémarade Sedimentador Sedimentador tratado
Efluente acido C———l [ neutralizagio : primirio : secundério

Excesso de lama
biologica
Rios/mares
Lama
primdria

Tanquede
mistura

l

Agricultura/compostagem

Fonte: adaptado de Menezes, 2013

Figura 1.6: Esquema representativo da ETAR de uma fibrica de pasta papeleira.

Como matéria-prima para a obtencdo de bioetanol, as lamas primarias da
industria papeleira tém um custo, que é essencialmente zero e pode até ser um custo
negativo (Kang et al 2010). A utilizagdo das lamas primdrias em processos
fermentativos confere assim um valor acrescentado, através da qual deixam de ser
um residuo e passam a ser consideradas uma matéria-prima, que se pode usar na

obtencdo de bioetanol.
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1.5. Bioetanol

O bioetanol é o dlcool obtido através da fermentacgdo, ou seja, refere-se ao alcool
etilico produzido por processos de fermentagdo microbiana. Pode ser usado como um
combustivel liquido, bebidas alcodlicas, em células de combustivel de sistemas de
cogeracdo e combustivel para energia elétrica (Walker, 2010).

A principal vantagem do bioetanol é ser um combustivel renovavel e ndo um
contribuinte liquido para as emissdes de gases de efeito estufa (ao contrario dos
combustiveis fosseis), devido a baixa toxicidade para o ambiente. As desvantagens
incluem um maior consumo de combustivel, a insustentabilidade de algumas fontes
de biomassa e a competicio com o setor alimentar (Walker, 2010), no caso de
utilizacdo de biomassa de primeira geragdo. No caso da utilizagdo de biomassa de
segunda geracdo, ja ndo existe a competi¢cdo com o setor alimentar.

Existe um potencial para a produgdo de bioetanol principalmente devido a fatores

comao:

o Variacdo significativa dos pregos mundiais do petréleo bruto;

o Preocupagdes de seguranca internacionais em regides que contém
recursos de petréleo bruto;

o Potencial para melhorar a balanga comercial;

o Preocupagdes ambientais e o potencial de amenizar as alteragdes
climaticas através da reducdo de emissdes de gases de efeito estufa

(Walker, 2010).

1.6. Produgio de bioetanol

Pode dizer-se de uma maneira simples que a obtencdo de bioetanol a partir de

biomassa envolve duas etapas. A primeira consiste na hidrélise dos polissacarideos,
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originando mono e dissacarideos. A segunda etapa envolve a fermentacdo dos monos
e dissacarideos. Para se obter o bioetanol puro é necessario passar por uma fase
denominada por destilacdo. A destilacio é utilizada para separar misturas, isto
significa isolar os componentes que podem ser sélidos e liquidos ou apenas s
liquidos. O bioetanol é obtido através da destilacdo fracionada do mosto fermentado
onde o dlcool vai ser separado dos restantes componentes. Como o alcool evapora

mais rapido do que os restantes componentes, fazendo com que seja condensado para

outro recipiente, obtendo assim cerca de 96% de bioetanol e 4%.

1.6.1. Hidrélise

Vérios métodos foram propostos para a hidrdlise de material lenho-celulésico.
Existem duas maneiras mais frequentes para realizar a hidrdlise. A primeira é o uso
de hidroélise acida e a segunda é a hidrélise enzimatica do material lenho-celuldsico,
que pode ser ou ndo pré-tratado. Em ambos os casos ha varios modos de operagdo e a
sua escolha deve ser baseada de acordo com a origem do material, o microrganismo a
ser usado para a fermentagdo dos agicares libertados e o produto, para além da
prépria economia (Ogeda & Petri, 2010).

As hemiceluloses e celulose podem ser hidrolisadas em agticares e fermentadas
em varios produtos como o etanol, ou serem convertidas quimicamente noutros

produtos.

1.6.1.1. Hidrélise icida

O uso de dcidos para hidrolisar a biomassa é relativamente antigo,

considerando que a sua utilizagdo data do fim do século XIX. Em virtude dos
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elevados custos operacionais - devido, principalmente, a baixa concentracdo de
etanol — e de investimentos, esta modalidade revelou-se pouco econémica (Eduardo
et al. 2009).

A hidrdlise com acido concentrado resulta em rendimentos razodveis de
hexoses e pentoses, causando apenas uma reduzida quantidade dos produtos de
degradacdo de acgucares (furfural, hidroximetilfurfural). A producdo de compostos

inibidores da fermentacdo torna-se mais um inconveniente para o uso desta técnica

(Eduardo er al 2009).

1.6.1.2. Hidrélise enzimitica

As enzimas sdo utilizadas hd varias décadas como catalisadores bioldgicos para
a producdo de etanol de segunda geragdo (Eduardo er al 2009). As enzimas usadas,
chamadas de celulases, sdo responsaveis pela degradacdo da celulose, o principal
composto presente nas células vegetais. Sdo moléculas orgdnicas complexas, sendo
que as usadas em processos industriais sdo produzidas por microrganismos, tais como
bactérias e fungos da espécie Trichoderma reesei, devido aos seus elevados niveis de
celulase secretada. A maioria das celulases comerciais é obtida a partir da espécie
Trichoderma reesei (Ogeda & Petri 2010).

A hidrdlise enzimatica é catalisada por um complexo enzimatico celulitico

(figura 1.7) composto por trés grandes grupos de celulases:

a) endoglucanases, quebram as ligacdes glicosidicas do tipo B-(1,4) das
cadeias de celulose criando novos grupos terminais atuando
aleatoriamente nas regides amorfas da celulose e dos seus derivados;

b) exoglucanases, sdo responsdveis pela acdo nos terminais redutores das

cadeias de celulose libertando a celobiose;
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c) P-glicosidades, vao catalisar a libertagdo de unidades monoméricas de

glicose a partir da celobiose (Ogeda & Petri 2010).

Celulose Celobiose Glucose  Glucose
— g = — (é— — o — ©® ¢

T

Endoglucanase Exoglucanase p-glucosidase

Fonte: adaptado de Menezes, 2013

Figura 1.7: Representagdo esquemadtica da acgdo catalitica do complexo enzimatico celulitico sobre a
celulose com a producdo de glucose.

A primeira etapa da pesquisa relacionada com a hidrdlise da biomassa consiste
em selecionar os microrganismos capazes de produzir as enzimas adequadas para o
processo de producio de bioetanol (Eduardo et al 2009). E preciso considerar que as
enzimas devem ser avaliadas do ponto de vista de todo o processo, e ndo apenas em
relagdo a algumas operagdes isoladamente. Como por exemplo, determinada enzima
pode permitir elevados rendimentos na hidrélise, mas inibir a fermentacdo (Eduardo
et al. 2009), assim sendo, deve ter-se em conta alguns aspetos na escolha de celulase,
como a composicao do substrato, a atividade enzimatica da celulase e as condi¢des do

meio reacional, tais como a temperatura e o pH (Mosier et al. 2005; Lynd et al 2002).

1.6.2. Fermentacdo alcodlica

A fermentacdo de agucares em etanol (equagdo 1.1) por leveduras tem um
importante papel em varios processos industriais (Ferreira, 2010). As diversas
matérias-primas utilizadas na producdo de etanol sdo classificadas em trés tipos:
acucares, amido (biomassa de primeira geracdo) e celulose (biomassa de segunda

geracdo) (Lin & Tanaka, 2006).

(66H505)n +nH,0 - nCgH;;06 — 2nCH3CH,OH + 2nCO0, Equagio 1.1

celulose dgua glucose etanol didxido de
carbono
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A conversdo de glucose em etanol envolve enzimas e leveduras fermentativas. Do
ponto de vista bioquimico as leveduras sdo capazes de utilizar agtcares na auséncia
de oxigénio, como doador de eletrdes, e a fonte de carbono como aceitador de
eletrdes. Ao fazer isso, ocorrem reagoes terminais da oxidag¢do da co-enzima NADH a

NAD*reduzindo o piruvato, havendo formacéo de etanol (figura 1.8) (Walker, 2010).

Glucose
2 ADP @ 2NAD+
D1(
2ATP @ 2NADH
Piruvato

i

Acetaldeido + CO2

ﬂ C 2 NADH
2 NAD+

Etanol

Fonte: adaptado de Walker, 2010
Figura 1.8: Conversdo de glucose em etanol na fermentagéo alcodlica.

A levedura de maior interesse industrial é a espécie Saccharomyces cerevisiae,
conhecida pela producio de bebidas fermentadas, mas também os géneros
Kluyveromyces e Pichia. Estas leveduras sdo capazes de fermentar agticares e tolerar
elevadas concentracdes de etanol, dado que o etanol inibe o crescimento e a
fermentagdo (Ferreira, 2010). Em geral, estas leveduras conseguem crescer e
fermentar a pH entre 3,5 e 6,0 e na gama de temperaturas de 28 a 35°C, exceto a

espécie Kluyveromyces que consegue crescer a temperaturas superiores (Sanchez &

Cardona, 2008).
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Para os processos de fermentacdo de biomassa para produzir bioetanol, podem ser
adotados varios sistemas, como descontinuo (batch), semi-descontinuo (fed-batch) e
continuo (Walker, 2010).

A fermentacdo descontinua é caracterizada pela adicdo ao meio de cultura de
todos os nutrientes no arranque do processo (Raposo & Costa, 2009) ocorrendo a
reacdo em estado ndo estaciondrio, ou seja, com variacdo da composigdo de substrato
e enzima no reator ao longo do tempo. A concentracio do substrato diminui ao
longo do tempo, enquanto a concentragdo do produto aumenta, como mostra a figura

1.9. E um tipo de reator simples, uma vez que permite uma boa mistura e um facil

controlo de pH (Cabral et al. 2003).

Produto

Concentragdo

Substrato

Tempo

Fonte: adaptado de Cabral er al 2003
Figura 1.9: Perfil de um processo de fermentagdo descontinua ao longo do tempo.

7

Este tipo de reator é o processo mais seguro quando é necessirio manter as
condicdes de assepsia, uma vez que a adi¢do de todos os nutrientes se d4 no inicio da

fermentacdo. Apresenta ainda mais algumas vantagens, entre as quais:

o Facil operagio;

o Menor risco de contaminacao;

o Construgdo e instrumentac¢ao mais simples;

o Processo adequado para curtos periodos de tempo;

o Versatilidade de usos.

Como todos os processos também tem desvantagens. Quando sdo adicionados

todos os nutrientes no inicio da fermentagdo vai ocorrer um esgotamento do meio de
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cultura ao longo do tempo de fermentagdo e pode ocorrer acumulagdo de compostos
téxicos ou a degradagao do produto final.

Outro sistema de operacdo é o sistema de fermentacdo semi-descontinuo ou
sistema fed-batch. Neste tipo de fermentacdo, um nutriente é alimentado continua
ou periodicamente até atingir o volume maximo do reator ou o volume méaximo
estipulado para cada processo, pois havendo saida do efluente, como acontece no
sistema descontinuo € preciso evitar o risco de wash-out (Raposo & Costa, 2009).

A cultura semi-descontinuo é sempre iniciada por um crescimento em
descontinuo, sem adicdo de nutriente, por isso, permite duas formas operatdrias,
comeca em descontinuo, passando por semi-descontinuo, com adi¢do de meio
nutriente, e volta a passar por descontinuo, uma vez que o efluente sé é retirado no
final do processo (Raposo & Costa, 2009). A adi¢do de alimentagio ao meio
fermentativo pode ser planeada de forma a maximizar a formacdo do produto
pretendido.

Os reatores que operam de forma continua todos os nutrientes sdo alimentados
continuamente ao reator e o meio de cultura é retirado ao mesmo caudal de

alimentagdo dos nutrientes, de modo a que o volume de liquido no reator bioldgico

se mantenha constante, como mostra a figura 1.10 (Raposo & Costa, 2009).

Produto

Substrato

Concentragdo

Tempo

Fonte: adaptado de Cabral ez al 2003
Figura 1.10: Perfis de fermentacédo continua, em estado estacionario, ao longo do tempo.
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1.7. Microrganismos

Nas fermentagdes podem usar-se dois tipos principais de microrganismos, as
bactérias e as leveduras. Neste estudo, as bactérias foram colocadas de lado, visto que
apresentam algumas desvantagens relativamente as leveduras. As bactérias
fermentativas por ndo tolerarem concentracdes elevadas de etanol, teriam de ser
geneticamente modificadas para serem usadas em fermentagdes alcodlicas e também
existe uma grande probabilidade de ocorrer contaminagdes por outras bactérias, uma
vez que iriam ser cultivadas num intervalo de pH entre 6-8. Por estas razdes, neste
trabalho foram usadas as leveduras, como microrganismo fermentativo (Walker,
2010; Olsson et al. 2006).

A estirpe de Saccharomyces cerevisiae é um dos microrganismos predominantes
na fermentacdo alcodlica, sendo um microfungo unicelular que desempenha um
papel importante na industria, meio ambiente e na ciéncia médica. O problema desta
estirpe é que ndo cresce a temperaturas elevadas, podendo dificultar no processo de
producdo de etanol. Por isso, foi necessirio encontrar uma estirpe que fosse
termotolerante, ou seja, que tolerasse temperaturas maiores, e que conseguisse
suportar as elevadas concentragdes de etanol.

Os microrganismos termotolerantes, principalmente pertencente a espécie
Kluyveromyces marxianus, sio capazes de crescer e fermentar a temperaturas acima
de 40°C e tém sido bastante utilizadas nos processos de Sacarificacdo e fermentagio
simultaneo (Simultaneous Saccharification and Fermentation — SSF). A vantagem de
utilizar leveduras termotolerantes permite reduzir a duragdo do processo SSF, assim
como a quantidade de enzimas utilizadas (Souza, 2011).

A K marxianus é diferente da S. cerevisiae porque é uma levedura com
metabolismo respiro-fermentativo. Possui genes adequados a producao de etanol por
fermentacdo e sob condicées de stress, como por exemplo na presenca de

concentragdes elevadas de glucose (Souza, 2011).
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Na escolha do microrganismo fermentativo, deve ter-se em conta:

o A tolerancia da estirpe ao etanol;

o A termotolerdncia para conseguir suportar temperaturas altas;

o Evitar contaminagdes, de acordo com o crescimento e as condig¢des

operatdrias do microrganismo;

o Fermentacgdo rapida;

o Tolerancia a meios acidos.

Apesar da S. cerevisiae e de K. marxianus serem as estirpes mais usadas,

também podem ser usadas outros tipos de leveduras, como se pode ver na tabela 1.2.

Tabela 1.2: Exemplo de leveduras mais usadas em processos de producéo de etanol.

Tipos de leveduras

Saccharomyces cerevisiae

Kluyveromyces marxianus

Pichia stipitis

Candida shehatae

Dekkera bruxellensis

Candida krusei

Fonte: Walker, 2010

1.8. Estratégias de produgio de bioetanol

A transformacdo dos materiais lenho-celuldsicos tem sido estudada sob diferentes

estratégias. Neste sentido, quatro estratégias tém sido apresentadas, estando em

diferentes fases de desenvolvimento: i) hidrdlise e fermentacdo em separado, ii)

sacarificacdio e fermentacdo em simultineo, iii) sacarificacio e co-fermentagio

simultanea e iv) bioprocesso consolidado.
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1.8.1. Hidrélise e Fermentagio em Separado (SHF -

Separated Hydrolysis and Fermentation)

E a concecio mais antiga, onde a hidrdlise da celulose e hemiceluloses ocorre
num reator separado da fermentagdo. A hidrdlise pode ser realizada com agentes
quimicos ou enzimaticos (Schlittler & Pereira Jr. 2008). Ao ser utilizado um agente
quimico como catalisador sdo formados compostos inibidores da fermentacdo. A
hidrélise enzimdtica é geralmente conduzida nas condi¢des otimas de pH e
temperatura das celulases. A dificuldade deste processo reside na acumulacdo de
glucose e oligossacarideos provenientes da hidrdlise, que atuam como inibidores de
algumas das enzimas envolvidas, decorrendo a hidrélise incompleta da celulose. Uma
vez terminada a hidrdlise o residuo so6lido é separado e o sobrenadante é utilizado

para a fermentagdo por microrganismos figura 1.11 (Wingren et al 2003).

Enzima Levedura
(adquirida (adquirida
externamente) externamente)

- Hidrdlise Fermentacdo
. — = | oo | = | eosmo
Biomassa lenho-celulésica u

— Filtracdo
eon | ¢ e [ o

Fonte: adaptado de Walker, 2010
Figura 1.11: Producéo de etanol pelo processo SHF.

A grande vantagem deste processo é que as etapas de hidrélise e fermentagdo sao

realizadas nas suas condi¢cdes de pH e temperatura étimas: o extrato enzimatico das
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celulases tem uma atividade maxima no intervalo de temperaturas de 45-50°C a pH
4,8, enquanto a maioria das leveduras produtoras de etanol cresce entre 30 e 37°C no
intervalo de pH de 5,0-6,0 (Olsson et al. 2006).

No processo SHF pode também ocorrer contaminagdo, porque os dois processos
sdo realizados em reatores diferentes e hd a necessidade de arrefecimento entre os
processos, levando a um aumento de custo do processo global (Ask et al 2012;

Brethauer & Wyman, 2010; Eklund & Zacchi, 1995; Shen ez al 2011).

1.8.2.  Sacarificacio e Fermentacdo em Simultdneo (SSF —

Simultaneous Saccharification and Fermentation)

Com o proprio nome diz a sacarificacdo e a fermentacdo da fragdo celuldsica
ocorrem numa mesma etapa, ou seja, no mesmo reator (Schlittler & Pereira Jr. 2008).
E um dos processos mais promissores para converter celulose em etanol (Ballesteros
et al. 2002).

Neste processo hd necessidade de utilizar um complexo enzimdtico
hidrolisante da celulose (celulase) que é combinado com um microrganismo de
producdo de etanol para se efetuar a hidrélise da celulose em glucose em simultianeo
com a conversdo da glucose em etanol no mesmo reator (Ballesteros et al 2002),

representada na figura 1.12.
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{T
Levedura
(adquirida externamente)

ETANOL

Fonte: adaptado de Walker, 2010

Figura 1.12: Produgdo de etanol pelo processo SSF.

O processo SSF aumenta o rendimento de etanol diminuindo a inibi¢do do
produto, bem como elimina a necessidade de ter reatores separados (Krishna er al
2001).

Este processo apresenta outras vantagens:

o Problemas de inibicdo pelo produto da primeira reagdo (glucose no
processo de hidrdlise) sdo evitados, devido a minimiza¢do da acumulagdo
de agticares no reator;

o Maior conversdo de glucose, pois os equilibrios das reagdes enzimaticas
sdo deslocados no sentido de formacdo de mais produto (glucose no
processo de hidrdlise), uma vez que a glucose é imediatamente consumida;

o Tempo de fermentagdo global mais curto;

o Risco de contamina¢do minimizado, devido as temperaturas elevadas do
processo e da presenca de etanol no meio, que faz com que a mistura seja
menos vulneravel a invasdo por microrganismos indesejaveis;

o Custos reduzidos, quando comparada a estratégia SHF, pois ocorre num

unico reator e ndo hd necessidade de equipamento de arrefecimento entre
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as etapas de hidrdlise e fermentacdo (Ballesteros er al 2002; Ballesteros et

al. 2004; Wyman, 1994).

No entanto, o processo SSF requer condigdes compativeis na hidrdlise e na
fermentacdo. Um problema associado ao SSF é a diferenca de temperaturas 6timas do
extrato enzimdtico e do microrganismo utilizado. A temperatura 6tima para a
hidrélise enzimadtica dos hidratos de carbono da matéria-prima lenho-celuldsica é
entre 45 e 50°C. Em contrapartida, a maioria dos microrganismos etanélicos cresce
no intervalo de temperaturas de 30-37°C (Ballesteros et al. 2004). Uma alternativa a
este problema € utilizar microrganismos termotolerantes, isto é, que sejam capazes de

produzir etanol e de crescer a temperaturas acima de 38°C.

1.8.3. Sacarificacio e Co-fermentacdo Simultinea (SSCF —

Simultaneous Saccharification and Cofermentation)

A hidrolise da celulose e a fermentacao, tanto das pentoses como das hexoses
acontecem simultaneamente, num mesmo equipamento. Este processo assemelha-se
ao processo SSF, residindo a diferenga no microrganismo utilizado neste processo
que possui a capacidade de fermentar tanto hexoses, provenientes da celulose, como
também pentoses, provenientes das hemiceluloses (Schlittler & Pereira Jr. 2008;

Ferreira, 2010).

1.8.4. Bioprocesso Consolidado (CBP)

Nas estratégias descritas anteriormente era necessario uma unidade separada
para producdo de celulases, ou entdo adquiridas a um produtor externo. Neste

processo, todas as operagdes de cardcter bioldgico, inclusive a produgdo de enzimas
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sdo realizados simultaneamente (Hamelinck er al 2005). Para este processo sera
necessario recorrer as técnicas de engenharia genética, com o intuito de se obter um
microrganismo que consiga produzir diversas enzimas que permitam a clivagem dos
complexos hemiceluldsico e celuldsico, bem como uma elevada capacidade
fermentativa, tanto de pentoses como de hexoses (Ferreira, 2010).

Entre as quatro estratégias apresentadas, o processo SSF é o mais promissor
para a aplicagcdo em maior escala, com maior potencial de valorizagdo econémica dos

residuos lenho-celuldsicos por isso selecionado no presente trabalho.

1.9. Objetivos de trabalho

O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar a possivel valorizacdo dos
residuos bioldgicos da industria papeleira, como as lamas primdrias para serem usadas
como matérias-primas lenho-celulésicas e serem transformadas em bioprodutos,
como o bioetanol. Para além do objetivo principal, este trabalho teve mais objetivos,

Ccomao:

v Aumento da escala, passar de erlenmeyer para biorreator de bancada,
com o intuito de aumentar a produgio de etanol;

v' Comparar e verificar qual a melhor biomassa lenho-celuldsica,
proveniente de varias Fabricas papeleiras, de modo a otimizar a
producdo de etanol;

v Otimizagdo do processo SSF, para reduzir os custos globais do

Pprocesso.
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2. Materiais e métodos

2.1. Biomassa

Como fonte de biomassa foram utilizadas matérias-primas lenho-celuldsicas,
como a pasta crua e lamas primarias. A pasta crua foi produzida em laboratério e as

lamas primadrias provenientes de varias industrias papeleiras.

Figura 2.1: Diferentes biomassas lenho-celulésicas usadas nos ensaios SSF.

A caracterizagdo das diferentes matérias-primas lenho-celuldsicas foi
realizada tendo em conta os seguintes parametros: determinacdo da humidade
(quantidade percentual de dgua na biomassa), o teor de hidratos de carbono (celulose
e hemiceluloses), a lenhina total (solivel e insolivel em acido) e o teor de cinzas
(carbonato de calcio, CaCOs) (Anexo I). A quantidade de humidade, de lenhina total
e o teor de cinzas foi realizado de acordo com os protocolos LAP-001: “Standard
Method for Determination of Total Solids in Biomass”, LAP-003: “ Determination of
Acid-Insoluble Lignin in Biomass’, LAP-004: “ Determination of Acid-Soluble Lignin

in Biomass®, e LAP-005: “Standard Method for Ash in Biomass’, efetuados pelo
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Laboratdério Nacional de Energia Renovavel (National Renewable Energy Laboratory
— NREL) (NREL-LAP 001, 1994; NREL-LAP 003, 1995; NREL-LAP 004, 1996;
NREL-LAP 005, 1994). Os hidratos de carbono (HC) foram determinados pela
diferenca entre a matéria organica e a lenhina total. A matéria organica corresponde
a diferenca entre os sdlidos totais e as cinzas. Na tabela 2.1 encontra-se representada

a composicdo determinada dos diferentes tipos de biomassa lenho-celulésica.

Tabela 2.1: Composicgao dos diferentes tipos de lamas primdrias e pasta crua.

Constituintes Lenhina
. HC Cinzas CaCOs
Humidade Total
L. N (% em base (% em base (% em base
Matérias-pri (%) (% em base
. seca) seca) seca)
Lenho-celuldsicas seca)
Pasta Crua 70,1 97,2 2,1 0,7 1,2
Lamas primadrias
77,9 58,5 3,0 38,5 34,6
(Fabrica 1)
Lamas primadrias
58,5 69,1 3,1 27,8 19,6
(Fabrica 2)
Lamas primarias
81,0 81,2 2,1 16,7 10,4
(Fabrica 3)

2.2. Leveduras usadas em SSF

Neste trabalho foram testadas trés estirpes de leveduras, a Saccharomyces
cerevisiae (comercial), Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 (American Type
Culture Collection) e Kluyveromyces marxianus NCYC 1426 (National Collection of
Yeast Cultures).

O indculo foi preparado de acordo com o meio universal para leveduras. Foi
preparado meio so6lido para que as leveduras se multiplicassem e pudessem ser
conservada no frigorifico e em congelador. Posteriormente, foi preparado um meio

liquido (YM) sem agar para que a levedura crescesse a temperatura desejada numa
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incubadora orbital e pudesse ser transferido como indculo para os bales de
erlenmeyer para se dar o inicio da fermentagdo SSF. Na tabela 2.2, estdo

representadas as concentragdes para a preparagao dos dois meios.

Tabela 2.2: Composi¢do do meio universal para leveduras.

Meio universal para leveduras (YM)
Composto Quantidade (g/L)
Extrato de levedura 3
Extrato de malte 3
Peptona 5
Glucose 10
Agar” 15
Agua destilada Até perfazer o volume desejado

*Apenas utilizado em meios sélidos

2.2.1. Avaliacdo da cinética de crescimento das leveduras a

diferentes temperaturas

Antes de comecar os ensaios SSF foi necessdrio avaliar o crescimento das
diferentes leveduras, a Saccharomyces cerevisiae (comercial), Saccharomyces
cerevisiae ATCC 26602 e da Kluyveromyces marxianus NCYC 1426, as temperaturas
de 30, 38 e 42°C, para avaliar se as estirpes da Saccharomyces cerevisiae suportariam
temperaturas mais altas, uma vez que a sua temperatura 6tima é de 30°C.

Para avaliar a cinética do crescimento foram realizados ensaios de crescimento de
multiplicacdo celular e tracados os perfis de fermentagdo (absorvincia a 540 nm
versus tempo) as trés temperaturas. Inicialmente, inoculou-se em meio liquido YM
(50 mL) as leveduras provenientes do meio sélido. Esta cultura que serviu de indculo,
foi colocada na incubadora orbital a 150 rpm a temperatura desejada. Apds 24 h de

crescimento, foi medida a densidade otica deste indculo para saber que quantidade
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dele se deve adicionar no novo meio para garantir uma densidade 6tica de 0,3 do
volume total da nova cultura no inicio do crescimento. Adicionou-se o inéculo num
baldo de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido YM com 20 g/L de glucose e,
colocou-se novamente na incubadora orbital (150 rpm) a 30, 38 e 42°C. Foram
retiradas amostras em duplicado de 1 mL, com intervalos de 30 minutos até as 8h de
crescimento e apds as 24 h. Uma de cada par das amostras foi centrifugada durante 5
minutos a 3500 rpm, aproveitando-se o sobrenadante. A densidade dtica das amostras
foi analisada a 540 nm no espectrofotémetro UV-Vis contra um branco que foi o
sobrenadante resultante da centrifugacdo. Sempre que a leitura da densidade dtica

excedia os 0,6 fazia-se a dilui¢do da amostra e do branco.

2.3. Extrato enzimético

Foram utilizadas dois tipos de enzimas: Cellic® CTec 2 e NS22192, fornecidas
pela Novozymes. Sdo constituidas por celulases, hemicelulases e $-glucosidases e tém
um intervalo de temperatura 6timo entre 45 e 506C a um pH 5,0 a 5,5. Para
determinar a atividade enzimatica de cada enzima, seguiu-se o protocolo LAP-006
“Measurement of Cellulase Activities”, efetuado pelo NREL (NREL — LAP 006, 1996)
(Anexo II). A atividade enzimadtica foi determinada para a gama de temperaturas
utilizada no processo SSF (38 e 42°C). A tabela 2.3 apresenta os valores da atividade

enzimadtica das duas enzimas para as duas temperaturas.

Tabela 2.3: Atividade enzimadtica das enzimas a duas temperaturas.

Atividade enzimitica
Temperatura 38:C 42:C
Enzima (FPU/mL de enzima) (FPU/mL de enzima)
Cellic® CTec 2 45,2 58,6
*Cellic® CTec 2 14,8 41,6
NS 22192 46,8 102,8

* Mesmo frasco, depois de aberto (= 2anos)
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A unidade FPU (filter paper unity) corresponde a quantidade de enzima que
vai solubilizar 2,0 mg de glucose a partir da hidrélise de 50,0 mg de papel de filtro
durante a reacdo de 1 h (Nordmark & Bakalinsky, 2007).

Para determinar a quantidade de proteina e de agticares redutores presentes
nos extratos enzimadticos comerciais usados, foi necessdrio recorrer ao método de
Bradford e ao método de DNS modificado, respetivamente. A tabela 2.4 contém os
valores obtidos para a quantidade de proteina e de agucares redutores, expressos em
equivalentes de BSA (albumina do soro bovino) e em equivalentes de glucose,

respetivamente.

Tabela 2.4: Quantidade de proteina e de agtcares nas duas enzimas usadas.

[Eq. BSA] [Eq. Glucose]
Enzimas
L) L)
Cellic® CTec 2 43 311
*Cellic® CTec 2 67 336
NS 22192 69 86

* Mesmo frasco, depois de aberto (= 2anos)

A carga enzimatica utilizada inicialmente no processo SSF foi 35 FPU/g HC,
dose recomendada pela folha informativa das enzimas. Em ensaios posteriores

efetuou-se o estudo da minimizagdo da carga enzimatica.

2.4. Procedimento SSF

O procedimento SSF seguiu os parametros do protocolo LAP-008 “SSF
Experimental Protocols: Lignocellulosic Biomass Hydrolysis and Fermentation”,
efetuado pelo NREL (NREL — LAP 008, 1995). A figura 2.2 representa o esquema

explicativo do processo.

30



Meétodo de Cromatografia Liquida de
Solucio de extratos Alta Eficiéncia—Etanol e Agticares
Solugao de glucose
Solucdo de enzima
Inéculo com levedura

Amostras
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Biomassalenho-
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Fonte: este trabalho
Figura 2.2: Esquema representativo de um processo SSF.

2.4.1. Escala erlenmeyer

Para fermentacGes em pequena escala foram utilizados baldes de erlenmeyer
de 250 mL. Estabeleceu-se um volume de trabalho de 100 mL, contendo uma
concentragdo inicial de 50 g/L de hidratos de carbono. Tratou-se de colocar primeiro
a biomassa lenho-celuldsica juntamente com tampao citrato a 0,05 M (pH 5). Na
tabela 2.5 sdo apresentadas as quantidades de biomassa lenho-celulésica, em base
himida, que se adicionaram para cada tipo de lama primaria e a quantidade de
tampdo citrato necessdrio. Estes ensaios foram realizados com uma fracdo de hidratos

de carbono de 5 g.
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Tabela 2.5: Quantidades necessarias de biomassa lenho-celuldsica (em base humida) e de tampdo
citrato 0,05 M, a pH 5,0, usadas nos ensaios SSF.

Biomassa Lamas Lamas Lamas
Pasta Crua
lenho- Primérias Primirias Primérias
(DEQ)
celulésica (F4brica 1) (Fabrica 2) (Fabrica 3)
Massa (g) 17,2 38,3 17,4 32,5
Tampdo citrato
0,05 M, pH5 47,8 24,2 47,6 27,5
(mlL)

A biomassa e ao tampio juntaram-se uma solucio de extrato de malte, extrato
de levedura e peptona (para fornecimento de nutrientes) e uma solugdo de glucose
(para impulsionar o crescimento inicial da levedura). Os balGes de erlenmeyer com a
biomassa lenho-celuldsica e a solugdo tampdo, juntamente com os frascos que
continham as solu¢des de extratos e de glucose foram autoclavados a 121°C durante
20 minutos. Apds o seu arrefecimento, as solugdes foram transferidas para o baldo de

erlenmeyer, pela seguinte ordem:

o Solugao de glucose (5 g/L)

o Solugdo de extratos (extrato de malte (3 g/L), extrato de levedura (3
g/L) e peptona (5 g/L))

o Solucido de enzima

o Indculo da levedura

Depois de ser tudo adicionado os baldes foram agitados de modo a que o meio
ficasse bem homogéneo, tapou-se com algoddo e papel de aluminio. Apds este
processo os baldes foram colocados em incubadoras orbitais a temperatura desejada e
com rotagdo de 150 rpm. Amostras com um volume de 2 mL foram retiradas
periodicamente para ser realizada a quantificagdo dos agticares redutores, analise no
HPLC (verificar a producéo de etanol) e medigdo do pH.

Os ensaios SSF foram realizados em fed-batch, para verificar a quantidade

maxima da producdo de etanol com adi¢Ges de alimentacdo periddicas.
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Todo o material usado sofreu esterilizacdo na autoclave a 121°C. Na
preparacdo do indculo e do meio fermentativo, foi usado um bico de Bunsen para

realizar transferéncias assépticas.

2.4.2. Escala biorreator de bancada

Para um aumento de escala utilizou-se um biorreator de bancada com um
volume total de 5 L. Estabeleceu-se um volume de trabalho de 2,5 L, contendo uma
concentracdo de 50 g/L de hidratos de carbono.

Inicialmente foi colocada a biomassa lenho-celuldsica com o tampéo citrato a
0,05M a pH 5. Nestes ensaios foram utilizadas apenas as lamas das Fabricas 2 e 3. Na
tabela seguinte estdo representadas as quantidades necessarias para se obter uma
concentracdo de 50 g/L de hidratos de carbono.

Tabela 2.6: Quantidades necessdrias de biomassa lenho-celuldsica (em base himida), para os ensaios
SSF em maior escala.

Biomassa lenho-celulésica Fibrica 2 Fébrica 3

Massa (g) 356 780

Apds a adigdo da biomassa e do tampdo, juntaram-se uma solucdo contendo
extrato de malte (3 g/L), extrato de levedura (3 g/L) e peptona (5 g/L), a solugdo de
enzima e o indculo com a levedura (250 mL de indculo). Nestes ensaios apenas foram
controladas a agitacdo da mistura (200 rpm) e a temperatura (38°C). O pH foi apenas
monitorizado e ndo houve fornecimento de ar a cultura.

Foram retiradas amostras periddicas para se realizar a determinagdo dos agucares
redutores e andlise no HPLC para verificar a producio de etanol.

Os ensaios SSF em biorreator de bancada foram realizados em modo descontinuo

porque se tornava dificil a alimentac¢do de meio sélido ao biorreator.
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2.5. Meétodo de determinacgdo dos agicares redutores

Para determinar a quantidade de agucares redutores foi usado o método de DNS
modificado (Anexo III).

Adicionou-se 1 mL de soluc¢do tampao citrato 0,05 M em tubos de ensaio e 0,5
mL de amostra, previamente diluida em tampao sempre que for necessario, e 3 mL
de reagente de DNS modificado. Agitou-se a amostra de modo a homogeneizar a
mistura. Os tubos de ensaio foram colocados num banho de 4dgua a ferver durante 5
minutos e, de seguida, colocou-se num banho de gelo para se dar o arrefecimento
durante 5 minutos. Pipetaram-se 0,2 mL da mistura para uma cuvete de plastico e
adicionaram-se 2,5 mL de agua destilada. As amostras foram lidas num
espectrofotémetro Vis-Uv com um comprimento de onda a 540 nm contra um
branco com tampdo citrato 0,05 M que sofreu o mesmo tratamento das amostras.

A quantidade dos agucares redutores foi determinada através da equacdo da curva
de calibracio do DNS modificado, que relaciona a absorvincia com a concentragio

de glucose para solugdes padrdo conhecidas (NREL-LAP 006, 1996).

2.6. Método de Bradford

Para se poder determinar o teor proteico em enzimas recorreu-se ao método de
Bradford. Este método consistiu em adicionar 0,025 mL de amostra enzimatica
(diluida, quando for necessaria) com 1 mL de Reagente de Bradford num tubo de
ensaio. Agitou-se a mistura durante alguns segundos e deixou-se em repouso durante
20 minutos. Colocou-se a mistura numa cuvete e efetuou-se a leitura da absorvancia
a 595 nm num espectrofotémetro Vis-Uv, contra um branco de dgua que sofreu o

mesmo tratamento das amostras. Calculou-se a concentracdo de BSA (albumina de
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soro bovino) da amostra através de uma curva de calibracdo anteriormente preparada

com solu¢oes de BSA de concentragdes conhecidas (Bradford, 1976).

2.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
quantificar a produgdo de etanol no processo SSF. Para isso, recorreu-se ao
equipamento Knauer modelo K-301 constituido por uma coluna PL Hi-Plex Ca 8 pm
e 300 mm (Varian) mantida a 85°C e acoplada ao detetor de indice de refracdo
(Knauer). O eluente (fase movel) usado foi dgua ultrapura desgaseificada bombeada a
0,6 mL/min. A identificacdo e a avaliagcdo da producdo de etanol foi feita através do
tempo de retengdo na coluna, sendo a sua concentracdo de etanol determinada

através da curva de calibragdo que foi previamente construida (Anexo IV).

2.8. Parimetros SSF

O rendimento de conversdo da biomassa em etanol foi calculado de acordo com o
protocolo LAP-008 (NREL-LAP 008, 1995), em % do rendimento tedrico,

representado pela equagdo 2.2.

[EtOH]; — [EtOH];

1000 Equacdo 2.2
0,568f[Bi0massa]x 00% s

Rendimento em etanol (%) =

Onde:
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o [EtOH]s— Concentragdo de etanol no final da fermentagao (g/L)

o [EtOH]i — Concentracdo de etanol no inicio da fermentagédo (g/L) = 0

o [Biomassa] — Concentragdo de biomassa lenho-celuldsica seca no inicio da
fermentagao (g/L)

o f —Fracgdo de celulose da biomassa seca (g/g)

o 0,568 — Fator de conversdo da celulose em etanol (em massa)

O fator de conversdo massico resulta da multiplicagdo dos fatores de conversao da

reacdo de hidrdlise da celulose (equagdo 2.3) com a reacdo da fermentagdo da glucose

(equagdo 2.4).
(CeH100s5)n + H2O = nCeH1206 (f = 1,11) Equagdo 2.3
CsH1206 2 2C2H6O + 2CO:2 (f = 0,51) Equagdo 2.4

No entanto, a equagdo 2.2 foi modificada de modo a considerar a concentragdo de
etanol produzido a partir de fontes de carbono externas a biomassa lenho-celulésica
adicionada (a solugdo enzimadtica, a solucdo de extratos e a solucdo de glucose).
Foram realizadas fermentagdes-controlo, contento estas solucdes, e o etanol
produzido foi descontado na quantidade de etanol produzido no processo SSF. A
equacgdo 2.5 representa ao valor efetivo do rendimento de conversdo da biomassa em

etanol.

[EtOH]f - [EtOH]i - [EtOH]controlo

1009
0,568 f [Biomassa] x %

Rendimento em etanol corrigido (%) =
Equacdo 2.5

Onde:
o [EtOH]conwrolo — Concentracdo de etanol produzida nas fermentagdes

controlo
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A produtividade (g/L.h) foi calculada pela equagdo 2.6, e viva relacionar a

concentracgdo de etanol num determinado tempo de reacgdo.

[Et0H], Equagio 2.6
t

Produtividade (g/L.h) =

Como no caso do rendimento em etanol, a produtividade também foi
corrigida, para se ter um valor mais preciso, da concentracgdo de etanol produzida. A

equacdo 2.7 representa a produtividade corrigida (g/L.h).

EtOH], — [EtOH Equacgdo 2.7
Produtividade corrigida (g/L.h) = [ le— | . lcontroto afag

Onde:

o [EtOH]: — Concentragdo de etanol no tempo t da reagdo (g/L)
o t—Tempo da reagio (h)
o0 [EtOH]conwrolot — Concentragdo de etanol no tempo t na reagdo de

controlo (g/L)

Nas operagdes em regime semi-descontinuo (fed-batch), a concentracdo de
biomassa lenho-celuldsica que entra na equagio corresponde ao total adicionado
(inicio + adi¢Ges de biomassa). A produgdo maxima corresponde a um menor tempo

em que é atingido a maxima concentragdo de etanol.
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3. Resultados e discussdo

3.1. Avaliagio do crescimento das leveduras

Antes de se iniciar os ensaios SSF foi necessario fazer uma pesquisa para saber
quais as leveduras mais usadas na producdo de bioetanol a partir da biomassa lenho-
celuldsica proveniente da industria papeleira, e saber os seus rendimentos e a
produtividade. A tabela 3.1 apresenta de forma resumida as leveduras mais referidas

na literatura.

Tabela 3.1: Matérias-primas e microrganismos mais usados em processos SSF.

Biomassa Microrganismo Fonte
Lamas primdrias derivadas S. cerevisiae ATCC
(Kang et al. 2010)
do processo Kraft 200062
Biomassa de Fucalyptus K. marxianus CECT (Ballesteros et al.
globulus 10875 2004)
Lamas de papel K. marxianus'Y01070 (Kadér et al. 2004)
K. marxianus ATCC
Lamas de papel reciclado (Lark et al. 1997)
36907
(Palmqvist & Hahn-
Madeira S. cerevisiae

Hégerdal, 2000)

Pichia stipitis CBS
Lamas de papel reciclado (Marques et al. 2008)
5773

Como se pode verificar através da tabela 3.1, as estirpes mais usadas na produgio
de bioetanol a partir de biomassa lenho-celuldsica sdo a Saccharomyrces cerevisiae e a
Kluyveromyces marxianus. Foi escolhida a estirpe S. cerevisiae (comercial, usada
como fermento de padeiro ou como inéculo na industria vinicola), uma vez que é a
levedura mais usada na fermentacdo alcodlica; selecionou-se também a estirpe S.
cerevisiae ATCC 26602. A espécie K. marxianus NCYC 1426 foi também selecionada,

como uma levedura termotolerante, ou seja, tolera temperaturas elevadas e favorece
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a fermentacao alcodlica. Nao foi necessario adquirir nenhuma das leveduras, uma vez
que no laboratério onde foi realizado este trabalho, ja existiam estas estirpes,
previamente selecionadas de acordo com os mesmos critérios.

Segundo o catdlogo da National Collection of Yeast Cultures (NCYC), a estirpe K.
marxianus NCYC 1426 produz etanol e consegue degradar a glucose e pentoses,
conseguindo tolerar uma temperatura maxima de 42°C, sendo chamada de levedura
termotolerante. A S. cerevisiae ATCC 26602 tem como caracteristicas a producdo de
etanol podendo tolerar temperaturas mais elevadas, embora a temperatura 6tima de
crescimento seja 30°C.

Depois de se ter escolhido as leveduras a serem usadas nestes ensaios, realizou-se
a avaliacdo do crescimento celular de cada uma, as temperaturas de 30, 38 e 42°C.
Assim, conseguiu avaliar-se a que temperaturas o crescimento era mais favoravel e
determinar a que temperaturas os ensaios SSF poderiam ser realizados. Para isso, as
estirpes foram inoculadas em 100 mL de meio YM esterilizado (20 g/L de glucose) e
foram realizadas em duplicado. Os erlenmeyers tapados com rolha de algoddo foram
incubados, com uma agita¢do orbital de 150 rpm. Foram retiradas amostras de 30 em
30 minutos até as 8 h de crescimento e ap6s 24 h de incubagdo. Acompanhou-se o
crescimento das leveduras através da analise das amostras num espectrofotometro
UV-Vis com o comprimento de onda 540 nm. Na figura 3.1 encontram-se
representadas as curvas de crescimento (densidade otica a 540 nm versus tempo (h))

da estirpe S. cerevisiae (comercial), S. cerevisiae ATCC 26602 e da K. marxianus

NCYC 1426 a 30, 38 e 42°C.
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Figura 3.1: Curva de crescimento da a) S. cerevisiae (comercial), b) S. cerevisiae ATCC 26602 e c) K.
marxianus NCYC 1426, para as temperaturas de 30, 38 e 42°C.

O crescimento das leveduras passa por duas fases bem distintas: a fase de
adaptacdo (das 0 as 2 h) e a fase de crescimento exponencial (das 2 as 7 h), que é
semelhante para as trés estirpes. A fase estacionaria podera dizer-se que inicia entre
as 7 e as 24 h, sendo que o declive entre estes dois pontos é menos pronunciado do
que o da fase exponencial de crescimento. Para comparar a velocidade de
crescimento das leveduras as diferentes temperaturas foi avaliada a taxa especifica de
crescimento (p). Foi efetuada uma regressio linear do logaritmo neperiano da
densidade dtica (In (D.O.)) em fungdo do tempo de cultura, entre as 2 e as 7 h de
crescimento, ou seja, na fase de crescimento. A taxa especifica de crescimento

corresponde ao valor do declive da reta resultante dessa regressdo. Os valores da taxa
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de crescimento para cada estirpe incubada a diferentes temperaturas encontram-se

representados na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Taxa especifica de crescimento para as diferentes estirpes as temperaturas 30, 38 e 42°C.

S. cerevisiae S. cerevisiae ATCC K. marxianus NCYC
(comercial) 26602 1426
T (+<C) b () ) b ()
30 0,53 0,45 0,51
38 0,56 0,49 0,68
42 0,42 0,27 0,46

Relativamente as taxas especificas de crescimento obtidas, observa-se que as trés
estirpes de leveduras apresentaram um melhor crescimento a temperatura de 38°C.
Tanto a S. cerevisiae (comercial) como a S. cerevisiae ATCC 26602 apresentaram um
desempenho de crescimento mais baixo quando submetidas a temperatura de 42°C,
enquanto a K. marxianus NCYC 1426, obteve uma taxa especifica de crescimento
superior as estirpes da Saccharomyces as temperaturas de 38 e 42°C, comprovando
assim, que € uma estirpe termotolerante.

Conforme os resultados obtidos, optou-se por utilizar nos ensaios SSF a S
cerevisiae (comercial) e a S. cerevisize ATCC 26602 a temperatura de 38°C e a

levedura K. marxianus NCYC 1426 as temperaturas de 38 e 42°C.

3.2. Ensaios SSF (erlenmeyer) em regime semi-descontinuo (fed-

batch)

Realizaram-se diversos ensaios de hidrolise enzimdtica e fermentacio em
simultdneo, em regime semi-descontinuo com o objetivo de maximizar a
concentracdo de etanol. Quando se utilizam substratos sélidos, como foi o caso no
presente trabalho, o regime semi-descontinuo pode tornar-se vantajoso no aumento

de hidratos de carbono disponiveis no meio de cultura para a produgdo de etanol,
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atenuando a dificuldade da agitacdo inicial da mistura heterogénea composta pelas
lamas primadrias, enzimas e leveduras. O processo SSF aliado a uma estratégia de
regime em semi-descontinuo promove a interagdo entre a enzima e os hidratos de
carbono, evitando a inibi¢do do extrato enzimatico pelo excesso de agicar. Usaram-
se as estirpes S. cerevisiae (comercial), S. cerevisiae ATCC 26602 e a K. marxianus
NCYC 1426. Utilizou-se a fracdo de hidratos de carbono, proveniente da pasta crua
ou das lamas primarias, como fonte de carbono com uma concentragio inicial de 50
g/L. Ao longo do processo, foram feitas adi¢Ges, para além da carga inicial, todas
correspondentes a 50 g/L de hidratos de carbono, consoante a necessidade de
enriquecer o caldo com nutriente/substrato. Quando adequado, foram feitas apds 24,
48 e 72 h. Os ensaios foram todos realizados em baldes de erlenmeyer de 250 mlL,
com um volume total de cultura de 100 mL, e usaram-se dois extratos enzimaticos,
Cellic® CTec2 (ja existente no DEQ) e NS22192 (adquirida no presente trabalho) com

uma carga inicial e total de 35 FPU/gsuc.

3.2.1. Ensaio com a levedura S. cerevisiae

Este ensaio foi realizado a temperatura de 38°C, utilizando a levedura mais
usada em fermentagdes alcodlicas, a S. cerevisiae (comercial). O meio de cultura
utilizado, de 100 mL, foi preparado com as lamas primadrias, provenientes da Fabrica
1, ou pasta crua, produzida no DEQ. Usou-se a Cellic® CTec2, como celulase, com
uma carga enzimatica inicial e total de 35 FPU/guc. Foram adicionados 10 mL de
indculo de levedura e ainda uma concentragido de 5 g/L de glucose para impulsionar
o processo inicial de multiplicacdo da levedura e de fermentacdo. Nestes ensaios
adicionou-se 50 g/L de hidratos de carbono, perfazendo uma carga final de 200 g/L
com mais trés adi¢ées ao longo da fermentagdo. Os valores de agticares redutores

determinados durante o processo apresentam entdo trés origens: i) os agucares
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presentes na solucdo de Cellic® CTec2; ii) a glucose adicionada inicialmente e iii) os
actucares produzidos durante a hidrdlise enzimatica dos hidratos de carbono
presentes nas lamas primdrias ou na pasta crua. Todas estas fontes de carbono
contribuem para a producdo de etanol, e foram tidas em conta na determinagdo do
rendimento em etanol. Os valores da concentragio de etanol foram obtidos através
da analise dos cromatogramas obtidos pelas amostras injetadas no HPLC. A figura 3.2
mostra a evolucdo da fermentacdo, ou seja, a evolugdo da produgdo de etanol e dos

acucares presentes no caldo de cultura, expressos como equivalentes de glucose.
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Figura 3.2: Evolucdo da concentracdo de a) etanol e b) aglcares redutores, em regime semi-
descontinuo usando lama primadria e pasta crua com a S. cerevisiae e a celulase Cellic® CTec2.

A figura 3.2 a) representa a evolucdo da concentragdo de etanol nos ensaios
que utilizaram lama primaria ou pasta crua como matéria-prima. Em qualquer um
dos ensaios, sé foi possivel retirar a primeira amostra apds as 7 h de reagdo, apos as
quais a mistura sdlida inicial ja estava mais liquefeita. Como se verifica pela figura 3.2
a), uma concentracao de etanol de 9 g/L foi quantificada as 7 h a partir das lamas
primarias. Relativamente ao perfil de agtcares redutores presentes no caldo de
cultura na primeira amostragem, as 7 h, determinou-se uma concentragdo de 58,9
g/L, como se verifica na figura 3.2 b). Tendo em conta que inicialmente nio
existiriam agucares individuais, pode observar-se que entre as 0 e as 7 h a velocidade
de hidrolise enzimatica foi mais elevada que a velocidade de fermentacdo. Entre as 7

h e as 24 h ndo se pode prever o comportamento exato do perfil da concentragdo de
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agucares, uma vez que o processo de producdo de agucares é simultdneo ao processo
de consumo de agucares. No entanto, durante o periodo referido a velocidade de
fermentacao ultrapassou a velocidade de hidrdlise das lamas primadrias, ja que as 24 h
a concentragdo de agucares era inferior do que a quantificada as 7 h. Atingiu-se o
pico maximo de producdo de etanol as 72 h de fermentagdo, com uma concentragdo
de 45,1 g/L. O perfil aparente da concentracdo de agtcares redutores mantém-se
constante entre as 24 h e as 72 h, o que pode indicar que, durante este periodo, as
velocidades de produgdo de agucares pela enzima e de consumo de agtcares pela
levedura coincidiram. A partir desse tempo de fermentacdo nota-se um decréscimo
da concentragdo de etanol, quando atinge as 150,5 h de fermentagdo, com 9,1 g/L de
equivalentes de glucose, o que significa, provavelmente, que o etanol comecgou a ser
consumido pela levedura. A assimilacdo de etanol pela levedura é um indicador de
que o caldo de cultura ndo estaria suficientemente rico em agtcares simples,
fermentaveis pela S. cerevisiae. Observando novamente a figura 3.2 b), durante esse
intervalo de tempo (72 — 150,5 h) foram determinadas concentragdes baixas (e
constantes) de agucares, ndo sendo vantajoso prolongar por muito mais tempo a
fermentagdo. Os actcares libertados durante a hidrdlise enzimdtica ndo sdo apenas
constituidos por glucose. Vao sendo também produzidos mondmeros de xilose, para
além de dissacarideos ou oligossacarideos de unidades de glucose e xilose. Estes, ndo
sendo metabolizados pela S. cerevisiae para a formacdo de etanol, podem contribuir
para a quantificacdo dos agucares redutores, juntamente com oOutros COmMpostos
redutores que ndo sdo agucares e podem estar presentes no caldo de fermentagéo. Dai
o facto de se contabilizar ainda entre 9,1 e 17,4 g/L de actcares redutores por utilizar
desde as 72 até as 150,5 h. A inexisténcia de concentracbes elevadas de acucares
monomeéricos pode também ser indicador de que a reagdo de hidrdlise enzimadtica
ndo foi completa, por saturacdo ou perda da atividade enzimatica.

No caso da pasta crua atingiu-se o pico maximo de produgdo de etanol as
150,5 h de fermentacgdo, de 55,3 g/L. No entanto, as 72 h a producdo de etanol é

também bastante elevada (51,5 g/L) podendo indicar que pode ndo ser muito
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vantajoso prolongar o tempo de fermentagdo muito para além das 72 h. O valor
maximo determinado de agtcares redutores no processo SSF da pasta crua foi de 118
g/L, as 31 h, muito superior ao observado no processo SSF das lamas primarias.
Também para o etanol a concentragdo obtida foi maior. A menor eficiéncia do
processo SSF das lamas primarias, quando comparado com o processo SSF da pasta
crua, deve-se sobretudo a presenca de uma elevada quantidade de carbonato de
calcio (CaCOs) nas lamas primadrias. Este composto limita o ataque enzimatico as
fibras celulésicas. Para além disso, podem existir interagGes entre o complexo
enzimdtico e o CaCOs, uma vez que este pode adsorver moléculas enzimaticas,
diminuindo a eficiéncia da hidrdlise da celulose e hemiceluloses (Chen er al 2012).
No caso dos ensaios com a lama primadria, na figura 3.2 b), s6 foi possivel
retirar a primeira amostra as 7 h devido ao meio reagente com lama ser mais
consistente. Como a lama primadria da Fabrica 1 possui mais humidade e é constituida
por uma fragdo de hidratos de carbono mais baixa, é necessario adicionar uma maior
quantidade de lama primaria, em base seca, quando comparada com a pasta crua
(para se ter a mesma quantidade de hidratos de carbono nos ensaios). Esta maior
consisténcia do meio constituido por lamas primarias dificulta a agitagdo da mistura
reacional e portanto, a interacdo entre a enzima e as fibras celuldsicas. A eficiéncia
do processo de SSF é avaliada principalmente através de trés parametros, a
concentracdo de etanol, apresentada na figura 3.2 a), o rendimento e a
produtividade, estes ultimos apresentados na tabela 3.3. Os valores de rendimento
em etanol tiveram como base a concentracdo de etanol produzida pela quantidade de
hidratos de carbono adicionados até ao momento em que se verificou essa

concentracao.
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Tabela 3.3: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e do pH em regime semi-descontinuo,
usando lama primdria e pasta crua a 38°C, com a S. cerevisiae e a celulase Cellic® CTec2.

Lama primdria (Fébrica 1) Pasta Crua
Prod. Prod.
Tempo (h) | Reon (%) pH Reon (%) pH
g/(Lh) g/(Lh)

7 17,5 1,33 6,252 0,8 0,10 4,982
24 48,8 1,08 - 1,3 0,08 -
31 39,2 1,03 6,097 2,6 0,05 4918
48 52,9 0,89 - 22,1 0,26 -
72 41,3 0,63 - 63,0 0,73 -

102,5 29,8 0,40 5,874 49,8 0,52 4,480
150,5 289 0,26 5,751 50,7 0,35 4,422

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH.

Através da tabela 3.3, observa-se que o rendimento maximo para a lama
primdria foi aproximadamente 52,9% ao fim de 48 h, que corresponde a uma
concentragdo de etanol de 42,9 g/L, produzida a uma velocidade de 0,89 g/(L.h). Para
a pasta crua, o rendimento mdaximo obtido foi 63% correspondendo a uma
concentragdo de etanol de 51,1 g/L. A velocidade de produgdo de etanol foi de 0,73
g/(L.h).

Nota-se, também, que os valores de rendimento e de produtividade, apds
atingirem os picos maximos, comec¢am a decrescer, passando de 52,9% para 29% na
lama primadria e, de 63% para 50,7% na pasta crua. Esta diminuicdo deve-se: i) a
alimentacdo adicional de hidratos de carbono, que mesmo ndo tendo sido
hidrolisados pela enzima e posteriormente consumidos pela levedura, contribuem
para o cédlculo do rendimento; ii) a diminui¢do da concentracdo de etanol no meio,
devido a escassez de agtcares fermentaveis pela S. cerevisiae.

A medigdo de pH foi efetuada em apenas uma amostra por dia (eram retiradas
duas amostras por dia). De acordo com os valores de pH medidos (tabela 3.3),
observou-se uma variacdo decrescente entre 6,3 e 5,8, no processo SSF das lamas

primadrias. Nos ensaios com pasta crua o pH variou entre 5-4,4. O pH na presenca de
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lamas é mais alto do que na presenca de pasta crua, pois a fracdo de carbonato de
calcio existente nas lamas primadrias influencia o pH da biomassa lenho-celulésica.
No entanto, o pH encontra-se dentro dos pardmetros normais de fermentagdes SSF.
A queda do pH ao longo do tempo foi devido a formagido de acidos organicos e
diéxido de carbono. O di6éxido de carbono é produzido pelas leveduras ao longo do
tempo e é importante para o seu metabolismo, dissolvendo-se no meio reacional,
contribuindo para a diminuicio do pH. Nestes processos, o metabolismo das
leveduras pode levar também a formagdo de glicerol e acido acético. Através das
andlises no HPLC foi possivel observar a formagao de acido acético e glicerol, através
da realizacdo das curvas de calibracio de modo a conseguir determinar as
concentragdes dos dois compostos. A concentragio maxima de acido acético e
glicerol para as lamas primarias foi de 6,1 e 2,6 g/L, respetivamente, enquanto para a

pasta crua foi determinado 5,6 g/L de acido acético e 2,3 g/L de glicerol.

3.2.2. Ensaio com a levedura K. marxianus NCYC 1426

Os ensaios com a estirpe K. marxianus NCYC 1426 foram realizados a duas
temperaturas, 38 e a 42°C, uma vez que esta levedura consegue crescer a
temperaturas mais elevadas, de acordo com as taxas especificas de crescimento
obtidas. As condi¢ées de meio foram iguais para ambas as temperaturas. Usou-se
como biomassa lenho-celulésica, as lamas primdrias da Féabrica 1 e a pasta crua,
produzidas no DEQ. O meio foi ainda enriquecido com 5 g/L de glucose e o extrato
enzimatico usado foi a Cellic® CTec2 com carga enzimatica de 35 FPU/guc. No inicio
adicionou-se uma carga inicial de 50 g/L. de HC, mas ao longo do tempo reacional
foram adicionadas mais trés cargas iguais de hidratos de carbono, até perfazer um
total de 200 g/L. As amostras foram retiradas periodicamente, analisando-se a
concentracdo de etanol e de agucares e o valor de pH A figura 3.3 representa a

evolucdo da producdo de etanol a 38°C, assim como a evolugdo dos agucares
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presentes no caldo de cultura. Os perfis equivalentes obtidos no processo SSF s 42°C

estdo apresentados na 3.4.
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Figura 3.3: Evolugdo da concentracio de a) etanol e b) agucares redutores, em regime semi-
descontinuo usando lama primdria e pasta crua com a K. marxianus NCYC 1426 e a celulase Cellic®

CTec2, a 38°C.
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Figura 3.4: Evolucdo da concentracdo de a) etanol e b) agicares redutores, em regime semi-
descontinuo usando lama primadria e pasta crua com a K. marxianus NCYC 1426 e a celulase Cellic®

CTec2, a 42°C.

Para o caso da producdo de etanol, figura 3.3 a), usando lamas primarias como

biomassa lenho-celuldsica a 38°C, nota-se que ha uma producao crescente de etanol

ao longo do tempo. As 79,5 h atinge um valor que corresponde a uma concentragio

de 45 g/L, tendo nessa altura ja sido adicionados 150 g/L de HC, ou seja, foi feita a

adicdo de hidratos de carbono no comego da processo e mais duas antes das 79,5 h.
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Foi efetuada uma tultima adi¢do apos as 79,5h. O valor maximo para as lamas foi as
150 h com uma producgdo de aproximadamente 48 g/L de etanol. Apds a tultima
adicdo, registou-se um acréscimo de apenas 3 g/L na produgdo de etanol, que permite
questionar a necessidade da dltima adi¢do de biomassa lenho-celuldsica. O perfil de
producdo de etanol para a pasta crua foi diferente, verificando-se uma producéo de
etanol menos acentuada. O valor maximo de etanol foi apenas as 150 h com uma
concentragdo cerca de 38 g/L. A figura 3.3 b) representa a quantidade de agucares
redutores ao longo do tempo, que mostra para as lamas primarias, uma concentragdo
de 73 g/L as 3,5h. Portanto, ainda decorria a reagdo de hidroélise, nestas primeiras
horas do processo SSF. Ao longo do tempo ha um decréscimo grande da
concentragdo de agucares (inicio da fermentacdo, com velocidade superior a hidrdlise
enzimatica) e as 48h existem cerca de 14,6 g/L de agtcares no meio, o que significa
que a levedura metabolizou a glucose existente, produzindo cerca de 42 g/L de
etanol. Apds as 48 h foram adicionadas mais duas alimentagdes de hidratos de
carbono, no entanto, no perfil aparente dos agticares redutores, a sua concentragao
manteve-se praticamente constante, indicador possivel de que a hidrdlise e a
fermentagdo ocorriam em velocidades similares. O facto de nao se ter registado um
decréscimo na concentracdo de etanol, indica também que existiam agucares
fermentaveis em quantidade suficiente para evitar o consumo de etanol pela
levedura. No caso da pasta crua, foi determinada uma grande quantidade de agticares
que foi diminuindo até atingir as 48 h, com uma concentragio de quase 15 g/L. Apds
as 48 h e a adicdo de hidratos de carbono, verifica-se uma velocidade elevada de
producdo de acucares, que atingem uma concentracio de 114 g/l as 72 h,
decrescendo depois um pouco a concentracdo (92 g/L as 150 h). O facto de a
velocidade de consumo de agtcares ser baixa, no periodo entre as 72 e as 92 h,
durante o qual a concentracdo se manteve elevada entre 114 e 92 g/L, pode indicar
que esta quantidade elevada de agucares que se acumulou no meio possa ter

comecado a inibir as atividades metabdlicas da levedura. Dai que a concentragdo de
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etanol produzido tivesse sido inferior ao observado no processo SSF das lamas
primadrias.

A figura 3.4 a) representa a produgédo de etanol usando a estirpe K. marxianus
NCYC 1426 a temperatura de 42°C. Tanto os processos com a lama primdria como
com a pasta crua tiveram um comportamento idéntico. O pico maximo de producgio
de etanol a partir das lamas primarias foi atingido antes do pico mdximo de produgao
de etanol a partir da pasta crua. A partir das lamas primadrias produziu-se um maximo
de 25 g/L de etanol as 24 h, enquanto a partir de pasta crua se atingiu uma
concentracdo de 31 g/L de etanol as 48 h. Apds atingirem a concentra¢do maxima, a
producdo de etanol comeca a decrescer, independentemente de a concentragdo de
acucares disponiveis para a levedura aumentar no caldo de cultura. A tendéncia
decrescente da concentracio de etanol no meio pode dever-se sobretudo a efeitos
inibidores da atividade metabdlica da K marxianus NCYC 1426 a 42<C,
nomeadamente a concentracdo de substrato (glucose e xilose), a concentracdo do
produto (etanol) ou até a existéncia de outras substancias. No presente trabalho, fez-
se um estudo comparativo das leveduras no processo SSF com as lamas primarias e a
pasta crua. Sugere-se que, em trabalho futuro, se efetue um estudo mais detalhado
sobre a tolerancia destas leveduras ao substrato (glucose e xilose) e ao etanol.

Na evolugdo do consumo de agtcares a 42°C (figura 3.4 b)), verifica-se
consumo de agucar partir das 3,5 h e entre as 24h e as 79,5 h observa-se uma taxa
elevada de producdo de agtcares, resultado das duas adi¢des de biomassa lenho-
celuldsica, tanto no processo com as lamas primdrias, como com a pasta crua. Apods as
79,5 h efetuou-se a tultima adigdo de substrato. No caso da pasta crua, continuou a
haver producdo de agticares no processo de hidrdlise enzimatica, atingindo-se uma
concentracdo de 11 g/L de agucares redutores. Contrariamente, a ultima adi¢do de
lamas primarias ndo teve o mesmo efeito, sendo que neste caso a concentragido de
acicares no meio se manteve constante. As tabelas 3.4 e 3.5 apresentam os

rendimentos (com base na totalidade de acucares adicionados ao meio fermentativo,
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tanto na forma polimérica como monomeérica) e as produtividades, juntamente com

o pH, a 38 e a 42°C, respetivamente.

Tabela 3.4: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e do pH em regime semi-descontinuo,
usando lama primdria e pasta crua a 38°C, com a K. marxianus NCYC 1426 e a celulase Cellic® CTec2.

38C
Lama primdria (Fébrica 1) Pasta Crua
Prod. Prod.
Tempo (h) | Reon (%) pH Reon (%) pH
g/(L.h) g/(L.h)
3,5 4,2 0,64 - 1,9 0,29 -
6,5 24,4 1,99 5,71 7,1 0,58 4,76
24 68,9 1,52 - 20,8 0,70 -
30,5 43,4 1,16 5,45 18,7 0,50 4,68
48 52,3 0,88 - 20,5 0,35 -
54,5 33,6 0,67 5,34 13,0 0,26 4,63
72 39,2 0,59 - 16,1 0,24 -
79,5 41,1 0,56 5,25 19,5 0,27 4,59
150 35,4 0,32 5,12 27,7 0,25 4,40

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH.

Tabela 3.5: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e do pH em regime semi-descontinuo,
usando lama primdria e pasta crua a 42°C, com a K. marxianus NCYC 1426 e a celulase Cellic® CTec2.

42:C
Lama primdria (Fébrica 1) Pasta Crua
Prod. Prod.
Tempo (h) | Reon (%) pH Rz:on (%) pH
g/(Lh) g/(Lh)
35 5,0 0,76 - 5,1 0,73 -
6,5 23,0 1,88 5,87 21,8 1,70 4,79
24 47,8 1,06 - 49,3 1,04 -
30,5 26,4 0,70 5,87 30,6 0,79 4,68
48 30,3 0,51 - 39,7 0,65 -
54,5 16,9 0,34 6,16 23,2 0,45 4,63
72 16,3 0,25 - 22,6 0,34 -
79,5 17,1 0,24 5,87 24,4 0,33 4,63
150 9,7 0,09 6,12 14,0 0,13 4,60

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH.
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Relativamente aos rendimentos dos ensaios a 38°C, representados na tabela
3.4 verifica-se que o rendimento mais alto para a lama primaria foi de 68,9% as 24 h
de reagdo. Para a pasta crua, o rendimento mais alto foi de aproximadamente 28% as
150 h, correspondendo a concentracdo maxima de etanol obtida.

Na tabela 3.5 encontram-se os valores de rendimento e produtividade do
ensaio a 42°C para a lama primadria e para a pasta crua. Tanto no processo com lamas
primdrias como com pasta crua, o rendimento maximo foi atingido as 24 h de reacio,
quando atinge os 47,8% para a conversdo dos hidratos de carbono da lama primaria e
49,3% para a pasta crua. Como se pode observar, os rendimentos sio muito similares.

Nos ensaios a 38 e 42°C, observa-se que o pH dos ensaios com as lamas
primadrias varia entre 5 e 6, enquanto na pasta crua o pH é ligeiramente mais baixo,
como ja verificado em ensaios anteriores. Como ja referido a diferenca de pH entre
0s meios com biomassas lenho-celuldsicas diferentes, reside na diversidade da
composi¢do quimica das biomassas (existéncia do CaCQOs). A queda de pH deve-se a
formacado de acido acético e didxido de carbono no processo fermentativo. Para o
ensaio a 38°C a concentra¢do maxima de acido acético foi de 5,6 g/L para as lamas e
pasta. No caso do ensaio a 42°C, atingiu-se uma concentra¢do maxima de 6,1 g/L de
no ensaio com lama e 6,9 g/L. no ensaio com pasta. Relativamente a producgio de
glicerol, este subproduto nao foi detetado no SFF da pasta crua, tanto a 38 como a
42°C. No processo SSF das lamas primarias, foi registada uma produgdo maxima de

2,6 e 2,5 g/L de glicerol, nos ensaios decorridos a 38 e a 42°C, respetivamente.

3.2.3. Ensaio com a levedura S. cerevisiae ATCC 26602

O ensaio com a levedura S. cerevisiae ATCC 26602 foi realizado a
temperatura de 38°C, uma vez que a sua taxa especifica de crescimento foi mais
elevada a esta temperatura, 0,49 h'. O meio usado foi o meio universal para

leveduras, YM, juntamente com as lamas primarias da Fébrica 1 ou com a pasta crua
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produzida em laboratdrio. Foram adicionadas também a celulase Cellic® CTec 2, com
carga enzimdtica de 35 FPU/guc e uma concentracio de glucose de 5 g/L.
Inicialmente adicionou-se 50 g/L de HC e foram feitas mais trés adi¢des de hidratos
de carbono, periodicamente, até perfazer uma carga final de 200 g/L. As
concentragdes de agucares sio provenientes da solucdo de glucose, do extrato
enzimatico, do inéculo da levedura e da producdo de agucares durante a hidrélise
enzimdtica da celulose e das hemiceluloses do material lenho-celulésico. Os valores
da concentracdo de etanol foram obtidos através da analise das amostras retiradas e
injetadas no HPLC. A figura 3.5 mostra a evolucdo da produgdo de etanol e a
concentracdo de agucares redutores, expressos como equivalentes de glucose, ao

longo do tempo de reagdo SSF.
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Figura 3.5: Evolucdo da concentracdo de a) etanol e b) agucares redutores em regime semi-
descontinuo usando lama primadria e pasta crua com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase Cellic®
CTec2, a 38°C.

A figura 3.5 a) representa a evolucdo da producdo de etanol referente ao
ensaio com a S. cerevisiae ATCC 26602 a 38°C, usando lamas primarias ou pasta crua
como substrato. Para o caso das lamas primadrias, verifica-se que, a partir das 3,5 h, ja
existe alguma producgdo de etanol. O valor maximo de produgdo de etanol é atingido
ao fim de 79 h de reacdo com 40,7 g/L. Até ao final da fermentacdo (149,5 h) a
concentracdo de etanol mantém-se praticamente constante. No ensaio com a pasta

crua, o valor maximo de etanol foi superior ao verificado no processo com as lamas,
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produzindo-se 59 g/L ao fim de 149,5 h. Até as 31 h, os perfis de produgdo de etanol
obtidos através das lamas primarias e da pasta crua sdo semelhantes. A partir das 31
h, no processo com lamas primdrias, a concentracdo de etanol permanece constante,
enquanto com a pasta crua continua a aumentar, indicando a existéncia de um
mecanismo de inibi¢do a producéo de etanol no processo efetuado com as lamas.

A evolugdo da concentragdo de agucares encontra-se representada na figura
3.5 b) e, conforme se pode observar, a concentracio de agticares no caldo de cultura,
usando as lamas como substrato, foi diminuindo ao longo do tempo, sem haver picos
significativos, até atingir uma concentragdo de 5 g/L as 149,5 h de fermentagdo. No
entanto, no caso da pasta crua, ndo se observou o mesmo comportamento, uma vez
que se verifica um ligeiro aumento da quantidade de agtcares das 48 h as 72 h.
Voltou a registar-se novo aumento a partir das 79 h (apds a ultima adicdo de hidratos
de carbono), até ao final da fermentagdo. No caso das lamas primarias, a partir das 24
h, ou seja a partir do momento em que foi feita a primeira alimentagdo adicional de
hidratos de carbono, as velocidades de producdo e consumo de agticares poderao ter
sido coincidentes, dai a concentracdo de agucares se ter mantido constante. O facto
de ndo se ter observado qualquer alteracdo da concentragdo de agucares, aliado a
estabilidade na concentracdo de etanol, pode indicar também um mecanismo de
inibicdo a producdo de agucares. A existéncia de carbonato de cdlcio nas lamas
primarias pode interferir até certo ponto com a atividade enzimatica da Cellic®
CTec2, assim como com a atividade metabdlica da S. cerevisiae ATCC 26602. Dai se
ter verificado esta diferenca nos perfis de etanol e de agticares a partir das 31 h para o
caso das lamas, uma vez que o carbonato de calcio é praticamente inexistente na
pasta crua.

Na tabela 3.6, encontram-se os rendimentos do processo SSF (com base na
totalidade das fontes de carbono existentes no meio fermentativo) e as

produtividades, juntamente com o pH para as lamas primadrias e a pasta crua a 38°C.
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Tabela 3.6: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e do pH em regime semi-descontinuo,
usando lama primdria e pasta crua a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase Cellic® CTec2.

38:C
Lama primdria (Fabrica 1) Pasta Crua
Prod. Prod.
Tempo (h) Re:on (%) pH Re:on (%) pH
g/(Lh) g/(L.h)
3,5 2,7 0,41 - 0,6 0,09 -
7 24,4 1,84 5,71 4,0 0,30 4,94
24 57,6 1,27 - 57,1 1,26 -
31 448 1,17 5,79 50,0 1,31 4,63
48 44,0 0,74 - 55,1 0,93 -
55 36,3 0,72 5,65 43,3 0,86 4,54
72 36,0 0,54 - 47,2 0,72 -
79 37,4 0,52 5,73 50,7 0,70 4,64
1495 29,1 0,27 5,71 43,1 0,40 453

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH.

De acordo com os valores obtidos e calculados, os maiores rendimentos foram
obtidos as 24 h de fermentacdo para a lama primadria e pasta crua, 57,6% e 57,1%,
respetivamente. Relativamente ao pH, no caso da lama primadria da Fébrica 1, esta
dentro do intervalo 6timo do processo SSF, como descrito anteriormente, ndo sendo
necessario acrescentar uma base ou acido para manter o pH dentro do intervalo
pretendido. O pH no ensaio com a pasta crua é relativamente mais baixo, devido as
caracteristicas serem diferentes das da lama, nomeadamente a quantidade infima de
carbonato de célcio. O pH vai diminuindo, principalmente na pasta crua, devido a
producgdo de acido acético e didxido de carbono no processo. As concentragdes
maximas de acido acético foram de 4,9 g/L para as lamas primarias e 6,9 g/L para a
pasta. O glicerol, nao foi detetado no processo de SSF com pasta crua, enquanto uma
concentracdo maxima de 2,9 g/L foi determinada no processo com lamas primarias.

Comparando todos os ensaios realizados com a S. cerevisiae (comercial), K.
marxianus NCYC 1426 e S. cerevisiae ATCC 26602, juntamente com a celulase

Cellic® CTec2, verifica-se que para o caso da S. cerevisiae o rendimento maximo foi

55



de 49% ao fim de 24 h para a lama primaria e de 63% ao fim de 72 h para a pasta. No
entanto, a concentracdo maxima de etanol obtida a partir da pasta crua, 55 g/L foi ao
fim de 150 h. No entanto, as 72 h ja se tinha uma concentragdo de 51 g/L de etanol.
No caso das lamas, a concentracdo méaxima de etanol foi de 45 g/L ao fim de 72 h,
com queda tendencial apos este instante. Quando se usou a K. marxianus NCYC
1426, a 38°C, a taxa maxima de conversdo de agucares em etanol foi de 69% ao fim
de 24 h, para as lamas primarias, e 28% ao fim de 150h, para a pasta crua. As
concentragdes maximas de etanol foram obtidas as 150 h: 49 g/L para as lamas
primdrias e 38 g/L para a pasta crua. Nos ensaios com a K. marxianus NCYC 1426, a
42°C, obtiveram-se rendimentos maximos as 24 h, sendo que para as lamas a taxa de
conversdo foi de 48% e para a pasta crua foi de 49%. No entanto, a quantidade
maxima de etanol produzida foi de 25 g/L (as 24 h), através das lamas primadrias, e 31
g/L (48h), a partir da pasta crua. Denotou-se uma certa inconstdncia no desempenho
da K. marxianus NCYC 1426 face a estes materiais lenho-celulésicos. Para além
disso, a realizacdo do processo a 42°C ndo mostrou ter efeitos positivos na produgio
de etanol. A estirpe S. cerevisiae ATCC 26602 produziu uma concentra¢do maxima
de etanol de 59 g/L as 150 h a partir da pasta crua e de 40 g/L através de lamas
primadrias. No entanto ao fim das 31 h, ja se tinha quantificado uma concentragio de
40 g/L no meio com pasta crua e de 36 g/L no meio com lamas primdrias. O
rendimento mdaximo em etanol ocorreu as 24 h, quer no caso das lamas como da
pasta, determinando-se um rendimento de 57,6% para a lama primadria e 57,1% para
a pasta crua. De acordo, com os resultados obtidos tanto nos processos SSF com pasta
crua como com as lamas primadrias, decidiu-se escolher a estirpe S. cerevisiae ATCC

26602 para continuar os ensaios SSF e estudar efeito de outras variaveis.
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3.2.4. Estudo com nova enzima — NS 22192

Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade da nova celulase, a NS 22192,
gentilmente cedida pela Novozymes, no processo de producgdo de bioetanol com
utilizacdo de biomassa lenho-celuldsica, usando a estirpe S. cerevisiae ATCC 26602,
para isso as condi¢des foram semelhantes aos ensaios onde se usou a celulase Cellic®
CTec2, com a mesma carga enzimatica de 35 FPU/guc. Nestes ensaios, também se
decidiu estudar a influéncia da adigdo de glucose no meio fermentativo (como agente
impulsionador da fermentagdo) bem como a necessidade de o material ser
esterilizado. Nestes ensaios apenas foram utilizadas as lamas primdrias provenientes
da Fébrica 1, com carga inicial de 50 g/L de hidratos de carbono até atingir um total
de 150 g/L no final, sendo feitas duas adi¢des ao longo do tempo de reagdo, para além
da inicial. Apenas se fizeram mais duas adig¢des, devido aos resultados obtidos
anteriormente, onde se verificou que ndo era rentavel adicionar mais hidratos de
carbono para conseguir atingir a concentragdo maxima de etanol.

Foram realizados quatro ensaios diferentes para se poder estudar todos os aspetos
referidos acima. Os ensaios E1 e E2 foram realizados com todos os materiais
esterilizados. No ensaio E1, foi adicionada glucose ao meio fermentativo, enquanto
no ensaio E2 ndo se adicionou glucose ao meio. Realizaram-se mais dois ensaios onde
nao ocorreu esterilizagdo alguma, designados por E3 e E4. No ensaio E3, adicionou-se
glucose como agente impulsionador, enquanto no E4 ndo se adicionou solugdo de
glucose ao meio fermentativo. Foi avaliada a producao de subprodutos diferentes dos
obtidos anteriormente (eventual indicacdo de contaminacdo do meio), através da
andlise dos cromatogramas obtidos. Os cromatogramas obtidos ao longo do tempo
foram bastante similares em todos os ensaios. Os valores da concentracdo de etanol

determinados encontram-se representados na figura 3.6.
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Figura 3.6: Evolucdo da producdo de etanol em regime semi-descontinuo a 38°C, usando a S.
cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, para os ensaios El (esterilizado e com glucose), E2
(esterilizado e sem glucose), E3 (ndo esterilizado e com glucose) e E4 (ndo esterilizado e sem glucose).

Como se pode verificar pelo grafico, representado na figura 3.6, o
comportamento de todos os ensaios é semelhante, o que se pode dizer que a adicdo
de glucose no meio de reagdo ndo interfere no processo SSF, portanto torna-se
desnecessdria a sua adi¢do como meio impulsionador do crescimento da levedura e
da fermentacdo. Verifica-se, também, que a esterilizagdio do material ndo traz
diferencas significativas no processo de producido de bioetanol. Este estudo serviu
para conseguir otimizar o processo em termos econdmicos, uma vez que ao ser
possivel evitar a etapa da esterilizagdo, os custos energéticos e de equipamento do
processo diminuem, assim como o tempo global do processo diminui também. Na
tabela 3.7 estdo representados os valores do rendimento (com base na totalidade de
hidratos de carbono adicionados ao meio fermentativo) e a produtividade do

Pprocesso.
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Tabela 3.7: Valores de rendimento (%) e produtividade (g/(L.h)) em regime semi-descontinuo, usando
lama primaria a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, para os ensaios E1, E2,
E3 e E4.

El E2 E3 E4
(esterilizado com (esterilizado sem (ndo esterilizado com (ndo esterilizado sem
glucose) glucose) glucose) glucose)
Tempo Reon Prod. Reon Prod. Re:on Prod. Recon Prod.
(h) (%) g/Lh) | (%) | g/(Lh) (%) g/(L.h) (%) g/(L.h)
5,5 10,3 0,53 9,0 0,46 8,0 0,41 9,0 0,46
24 68,0 0,80 69,3 0,81 60,7 0,71 61,1 0,72
29,5 42,0 0,80 41,6 0,79 41,0 0,78 43,0 0,82
48 49,4 0,58 49,0 0,57 42,8 0,50 45,3 0,53
53,5 49,1 0,52 50,7 0,53 43,5 0,462 47,0 0,49
72 39,6 0,46 36,8 0,43 32,7 0,38 34,5 0,40
77,5 37,2 0,40 35,8 0,39 31,9 0,35 32,8 0,36
148 37,3 0,21 37,7 0,22 34,7 0,20 33,1 0,19

Através da andlise da tabela 3.7, verifica-se que os valores dos rendimentos
dos ensaios com o material nao esterilizado (61%) nao sdo muito dispares dos valores
dos rendimentos obtidos nos ensaios onde o material sofreu esterilizagdo, (68-69%).
Os ensaios podem ser realizados sem a esterilizacdo do material, uma vez que nao
foram detetadas contaminagdes do meio ao longo do processo, nem foi detetado
nenhum subproduto para além dos usualmente identificados. Consegue-se assim uma
otimizacdo do tempo e do custo do processo, ao eliminar a etapa da esterilizagao.
Quando se comparam os valores dos ensaios onde se adicionou solucao de glucose ao
meio fermentativo com os valores dos ensaios onde ndo foi adicionada glucose,
verifica-se que os rendimentos estdo muito préximos, o que significa que a presenca
de glucose ndo traz qualquer beneficio ao processo SSF, economizando-se assim um
reagente.

Uma vez que o presente trabalho usa a pasta crua como material de
referéncia, pois contém uma elevada fracao de hidratos de carbono e uma quantidade
insignificante de cinzas, o estudo da possivel eliminac¢do da esteriliza¢do foi também

efetuado com este material lenho-celulésico. Os ensaios com pasta crua foram
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efetuados nas mesmas condi¢Ges dos ensaios realizados com as lamas: 50 g/L de
hidratos de carbono iniciais, seguidos por mais duas adi¢des de 50 g/L também e 35
FPU/guc da celulase NS 22192. Nestes ensaios com pasta crua, ndo se adicionou
glucose.

A figura 3.7 representa a evolugdo da produgdo de etanol ao longo do tempo
(h), para os ensaios com pasta crua, com material esterilizado e material ndo

esterilizado, para observar se ocorrem diferencas significativas no processo.
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Figura 3.7: Evolugdo da produgdo de etanol em regime semi-descontinuo a 38°C, usando a S.
cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, para os ensaios esterilizados e ndo esterilizados, usando
a pasta crua.

Como se verifica através dos resultados apresentados na figura 3.7, até as 72 h
o comportamento dos ensaios é muito semelhante, atingindo nesse instante o pico
maximo de producdo de etanol: 46,1 g/L e 43,7 g/L para o ensaio com e sem
esterilizacdo, respetivamente. Como se pode verificar as concentragdes ndo diferem
muito. No entanto, as 148,5 h a concentracdo de etanol é ligeiramente mais baixa
para o ensaio nio esterilizado, 37 g/L, enquanto no ensaio esterilizado a concentragao
foi de 42 g/L. Esta pequena diferenca observada as 148,5 h ndo é tida como fator
determinante para ndo se eliminar a etapa da esterilizacgdo, para além de que também

ndo serad economicamente favoravel estender a fermentacdo durante tanto tempo.
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Dai que o facto de o material ndo ser esterilizado ndo traz diferencas significativas,
conseguindo rentabilizar o processo. Na tabela 3.8, estdo representados os valores dos
rendimentos (com base na totalidade de hidratos de carbono adicionados ao meio

fermentativo) e produtividade, para se comparar estes ensaios.

Tabela 3.8: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH em regime semi-descontinuo,
usando pasta crua a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, para os ensaios
esterilizado e ndo esterilizado.

Esterilizado Nio esterilizado

Tempo (h) Recon (%) | Prod. g/(L.h) pH Rewon (%) | Prod. g/(L.h) pH
5,5 7,2 0,37 5,22 5,2 0,27 4,95

24 72,0 0,85 - 67,0 0,79 -
29,5 35,6 0,69 5,14 33,7 0,65 4,70

48 61,9 0,73 - 57,0 0,67 -
53,5 64,1 0,68 5,00 58,2 0,62 481

72 54,1 0,64 - 51,3 0,61 -
77,5 50,6 0,56 4,62 47,1 0,52 4,66
1485 49,8 0,29 477 43,4 0,25 4,82

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH

Como se pode verificar através da consulta dos resultados apresentados na
tabela 3.8, as pequenas diferencas entre os rendimentos (cerca de 5%) justificam que
a etapa da esterilizagdo possa ser eliminada do processo global. O mesmo acontece
com o pH, que varia entre 4,6 e 5,2, encontrando-se dentro da gama de pH 6timo do
processo SSF, que é entre 4,6 e 6.

Conclui-se também, a partir dos resultados obtidos, que a adi¢do de solucdo de
glucose ao meio fermentativo nio traz qualquer beneficio ao processo SSF. A etapa
de esterilizacdo pode ser eliminada do processo, diminuindo os custos de
equipamento e energia associados a esta etapa. Posto isto, todos os ensaios
apresentados doravante foram realizados sem esterilizacdo do material e sem adigdo

de glucose ao meio de cultura inicial.
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Foram entdo efetuados ensaios com lamas de uma outra fibrica papeleira,
provenientes da Fabrica 2, que foram caracterizadas previamente para saber qual o
teor de hidratos de carbono. Conhecendo a fragdo de hidratos de carbono, calcula-se
a massa necessaria para se ter uma carga de 50 g/L de hidratos de carbono, adicionada
no inicio do processo. Foram feitas mais duas adi¢des de hidratos de carbono ao
longo do tempo para fazer uma carga final de 150 g/L. Estes ensaios foram realizados
a temperatura de 38°C usando a levedura S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS

22192. Os resultados destes ensaios encontram-se representados na figura 3.8.

40 77,5, 37,2 40

149,5; 34,1

N
2

29,5; 21,7

—_
wul

[Etanol] (g/L)

[Eqgs glucose] (g/L)

10

—_
(=}

149,5;2,7

w1

5,5;1,6

o
(=]

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
a) Tempo (h) b) Tempo (h)

Figura 3.8: Evolucdo da concentracdo de a) etanol e b) aguicares redutores em regime semi-
descontinuo usando lama primaria da fibrica 2 com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192,
a 38°C.

Na figura 3.8 a) esta representada a evolugdo da producio de etanol. As 5,5 h
de reagdo ja se evidencia alguma producdo de etanol. A partir desse instante também
se verifica um consumo acentuado nos ac¢tcares redutores. Portanto, até a esse tempo
ocorreu a hidrolise enzimatica dos hidratos de carbono das lamas em acgtcares
redutores, apos o que foram utilizados na levedura para o seu crescimento e para a
producdo de etanol. O pico mdximo da producdo de etanol foi atingido as 77,5 h,
com uma concentragdo de 37,2 g/L. Apds as 77,5 h e até as 149,5 h ocorreu um
decréscimo da producido de etanol, que pode ser justificado pelos motivos ja descritos

anteriormente (falta de glucose que despoleta o consumo de etanol; inibi¢do dos
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processos de hidrdlise e/ou fermentagdo devido a existéncia de carbonato de célcio
ou de outros subprodutos da fermentacio).

Quanto a figura 3.8 b), a concentragdo de aguicares é bastante elevada no
inicio da fermentacdo, portanto a velocidade de hidrdlise dos hidratos de carbono foi
elevada nas primeiras 5 h do processo. Apds as 5,5h os agticares comecaram a ser
consumidos pela levedura para produzir etanol. Entre as 29,5 e as 72 h encontram-se
dois picos devido as duas adigdes de hidratos de carbono que foram feitas nesse
intervalo. Apds esse tempo, a concentragdo decresce até atingir os 3 g/L as 149,5 h.
Sendo esta concentragdo de agtcares tdo baixa, a levedura usou o etanol como fonte
de carbono e energia. Os rendimentos, calculados com base nos hidratos de carbono
adicionados ao meio, as produtividades ao longo do tempo e o pH do processo estdo

apresentados na tabela 3.9.

Tabela 3.9: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH em regime semi-descontinuo,
usando lama primdria (Fabrica 2) a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192.

Lamas primdrias (Fébrica 2)

Tempo (h) Reron (%) Prod. g/(L.h) pH
5,5 5,7 0,29 6,08

24 47,0 0,56 .
29,5 38,3 0,74 6,09

48 41,9 0,50 -
53,5 30,9 0,49 6,40

72 40,8 0,48 -
77,5 43,7 0,48 6,25
1495 40,1 0,23 6,20

“-“ Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH

Através da analise dos resultados obtidos descritos na tabela 3.9, verifica-se que as
24 h se atinge o rendimento maximo do processo, cerca de 47%. A partir desse
tempo, tal como nos ensaios ja descritos anteriormente, os rendimentos comeg¢am a

diminuir, devido ao consumo do etanol. Relativamente ao pH, mantém-se perto dos
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6, o que significa que nido é necessdrio adicionar nenhuma base ou acido para

equilibrar o pH, uma vez que o pH 6timo no processo SSF é entre 4 e 6.

3.2.5. Otimizacdo da carga enzimadtica

O objetivo deste estudo foi tentar minimizar a carga enzimatica, usando a NS
22192, de modo a otimizar e reduzir os custos do processo. Para isso, foi usada como
biomassa lenho-celuldsica, a pasta crua e lamas primadrias. As lamas primdarias usadas
nestes ensaios sio provenientes da Fébrica 3, foram previamente estudadas para saber
a quantidade de hidratos de carbono, carbonato de célcio, matéria organica e lenhina
total, para saber a massa a ser usada para termos a quantidade de 50 g/L de hidratos
de carbono iniciais. Apos a adigdo inicial de hidratos de carbono foram feitas mais
duas adig¢oes tendo uma concentragdo final de 150 g/L de hidratos de carbono. Nestes
ensaios ndo foi adicionada solugcdo de glucose pura ao meio e ndo ocorreu
esterilizacdo do material. Os ensaios foram realizados todos a temperatura de 38°C,

usando a S. cerevisiae ATCC 26602.

3.2.5.1. Pasta Crua (DEQ)

Neste estudo foram estudadas as cargas enzimaticas de 25 e 15 FPU/guc para
podermos avaliar o comportamento em cada uma das situagdes e poder comparar
com os resultados obtidos no ensaio nas mesmas condi¢des usando a carga enzimatica
de 35 FPU/guc. A figura 3.9 mostra a evolugdo da producdo de etanol ao longo do

tempo utilizando as diferentes cargas enzimaticas.
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Figura 3.9: Evolucdo da producido de etanol em regime semi-descontinuo a 38°C, com pasta crua
usando a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, com otimizagédo da carga enzimaitica.

Observando a figura 3.9, verifica-se que a utilizagdo de uma carga enzimatica
inferior ndo altera significativamente a eficiéncia do processo SSF. De acordo com a
figura 3.9, a concentracdo maxima de etanol foi de 46 g/L utilizando a carga
enzimadtica de 25 FPU/guc e de 44 g/L usando uma carga de 15 FPU/guc, ambas
obtidas as 77,5 h. Quando se utilizaram 35 FPU/guc atingiu-se uma concentragdo de
44 g/1. de etanol as 72h. Portanto, a melhor concentragio foi obtida quando se usou a
carga de 25 FPU/guc, no entanto ndo difere muito da concentragio obtida quando se
usou 15 FPU/guc. Sendo que uma grande fracdo dos custos de um processo SSF
corresponde aos custos da enzima, é vantajoso utilizar a menor carga de enzima
possivel. Na tabela 3.10 encontram-se os valores dos rendimentos do processo, com
base nos hidratos de carbono adicionados ao longo do tempo e a sua produtividade

em etanol, para as trés cargas enzimadticas.
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Tabela 3.10: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH em regime semi-descontinuo,
usando pasta crua a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, com otimizacdo da

carga enzimadtica.

15 FPU/guc 25 FPU/guc 35 FPU/guc
Prod. Prod. Prod.
Tempo (h) Reron (%) Recon (%) Reron (%)
g/(Lb) g/(Lb) g/(Lh)
5,5 7,4 0,38 3,0 0,15 5,2 0,27
24 64,5 0,76 65,6 0,78 67,0 0,79
29,5 51,4 0,99 52,4 1,01 33,7 0,65
48 57,9 0,68 53,2 0,63 57,0 0,67
53,5 62,0 0,66 59,6 0,63 58,2 0,62
72 51,2 0,61 50,8 0,60 51,3 0,61
77,5 52,1 0,57 54,3 0,60 47,1 0,52
148,5 49,9 0,28 48,7 0,28 43,4 0,25

Como se pode observar, com excecdo dos valores obtidos as 5,5 h, os
rendimentos aproximam-se bastante, o que significa usar uma carga enzimadtica
menor ndo vai prejudicar a etapa de hidrélise enzimatica, neste processo conjunto de
hidrélise e fermentagdo. Usando a pasta crua como substrato, as diferentes cargas
enzimadticas comportam-se praticamente da mesma maneira, o que pode ser um
progresso para este processo, diminuindo assim, os custos relacionados com a
utilizacdo da enzima. Nos ensaios seguintes, foi avaliado o comportamento do

processo quando diminuimos a carga enzimatica utilizando lamas primadrias.

3.2.5.2. Lamas primarias (Fabrica 3)

Para otimizar a carga enzimdtica para as lamas primadrias, foram usadas as
lamas provenientes da Fabrica 3. As condi¢des do processo SSF foram as mesmas

usadas com a pasta crua, portanto foram feitos trés ensaios, usando as trés cargas
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enzimadticas, 35, 25 e 15 FPU/guc. A figura 3.10 representa a evolucgdo da produgio de

etanol para as trés cargas enzimaticas.
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Figura 3.10: Evolugdo da producdo de etanol em regime semi-descontinuo a 38°C, com lamas
primarias usando a S. cerevisize ATCC 26602 e a celulase NS 22192, com otimiza¢do da carga
enzimatica.

Observando a figura 3.9 e a figura 3.10, que representam a evolucdo da
producdo de etanol com a otimizagdo da carga enzimadtica para a pasta crua e para a
lama primaria, respetivamente, verifica-se que o comportamento dos perfis é
idéntico. Utilizando uma carga enzimatica de 25 FPU/guc obtém-se a concentragdo
mais alta de 35 g/L de etanol as 72h, enquanto para a carga de 35 FPU/guc tem-se
uma concentracdo maxima de 32 g/L as 77,5 h. No ensaio em que se utilizou uma
carga enzimatica de 15 FPU/guc, foi produzida uma concentracdo maxima de 34 g/L
as 77,5 h, quase a mesma concentragdo obtida quando se usa 25 FPU/guc. Na tabela
3.11 sdo apresentados os rendimentos, com base nos hidratos de carbono

adicionados, e a produtividade do processo para cada carga enzimatica.
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Tabela 3.11: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH em regime semi-descontinuo,
usando lama primdria a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, com otimizagdo

da carga enzimatica.

15 FPU/guc 25 FPU/guc 35 FPU/guc
Prod. Prod. Prod.
Tempo (h) Reron (%) Recon (%) Reron (%)
g/(Lb) g/(Lb) g/(Lh)
75 24,8 0,94 29,3 1,11 49 0,19
24 59,6 0,71 62,8 0,74 61,0 0,72
29,5 42,0 0,81 46,8 0,90 41,9 0,81
48 47,5 0,56 45,8 0,54 45,0 0,54
53,5 45,8 0,49 445 0,47 44,3 0,47
72 38,5 0,46 41,4 0,49 35,0 0,41
77,5 39,6 0,44 38,4 0,42 37,0 0,41
149,5 35,4 0,20 38,5 0,22 34,9 0,20

Como se verifica, através dos resultados obtidos, os rendimentos obtidos
aproximam-se nos ensaios todos. O rendimento maximo da conversdo de hidratos de
carbono em etanol obtido para a carga enzimatica de 15 FPU/guc foi de 60%, 63%
para a carga de 25 FPU/guc e 61% para a carga de 35 FPU/guc as 24 h de fermentacéo.
Embora os rendimentos tenham sido proximos, quando se fala em concentragdo
maxima de etanol produzido, a carga de 25 e 15 FPU/guc sdo superiores a de 35
FPU/guc.

Quando se comparam os ensaios de otimizagdo enzimatica para a pasta crua e
lamas primdrias verifica-se que o comportamento é idéntico nos dois ensaios. Estes
resultados mostraram que se pode usar cargas enzimaticas mais baixas, conseguindo
assim, obter uma boa producdo de etanol. A diminui¢do da carga enzimaitica traz
vantagens econdmicas, uma vez que ndo é necessaria uma quantidade tdo grande de

enzima.
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3.2.6. Ensaio com carga enzimdtica otimizada

Nestes ensaios foram usados dois tipos de lamas primadrias, as lamas das
Fabricas 2 e 3, de modo a comparar os comportamentos do processo SSF das duas
lamas a 38°C, usando a levedura S. cerevisiae ATCC 26602. Foi usado o meio YM sem
adicdo de glucose e com uma carga enzimatica de 15 FPU/guc, uma vez que se
comprovou que havia uma boa produgdo de etanol usando, uma carga enzimadtica
mais baixa, com a enzima NS 22192. Na figura 3.11 encontra-se representada a
evolucdo da producdo de etanol para os dois tipos de biomassa lenho-celulésica e a

evolucdo da concentracdo dos aguicares redutores.
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Figura 3.11: Evolugdo da concentracio de a) etanol e b) agtcares redutores em regime semi-
descontinuo com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192, a 382C, para as lamas primarias da
Fabrica 2 e 3.

Comparando os ensaios com os dois tipos de lamas, observou-se que a mistura
reacional com a lama da Fabrica 2, comecou a liquefazer mais cedo, permitindo que a
primeira recolha de amostra ocorresse as 4,5 h de processo. No caso do ensaio com a
lama da Fabrica 3, a primeira amostra foi retirada apds 7,5 h. Este facto deve-se a
diferenca da percentagem de humidade entre estas lamas. Como a lama da Fabrica 3

possui um teor de dgua mais elevada, é necessdria uma maior quantidade de lamas
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humidas para se ter a concentragio inicial de 50 g/L de hidratos de carbono (embora
o seu teor de hidratos de carbono seja superior), comparativamente as lamas da
Féabrica 2. De acordo, com a figura 3.11 a), para as lamas da Fébrica 2, a producéo de
etanol comeca as 4,5 h e a sua concentragdo no meio vai aumentando até atingir o
pico maximo de 40,3 g/L as 76,5 h. Depois de ter atingido o maximo da produgio
ocorreu um decréscimo da concentracgio de etanol até ao final da fermentacgao, as 143
h. No caso, das lamas primarias da Fabrica 3, as 7,5h ja se deteta producdo de etanol,
aumentando gradualmente até atingir o pico mdximo as 77,5 h com uma
concentragdo de 32,9 g/L. Até ao final da fermentagdo, acontece a mesma situagao
que as lamas da Fabrica 2, a concentragido decresce até as 149,5 h. Nos dois casos, a
diminuicdo da concentracio de etanol ocorre porque, o etanol esta a ser consumido
devido a pouca concentragdo de glucose no meio. A concentragdo de agucares
redutores existente no meio encontra-se sob a forma de xilose (que pode
corresponder até cerca de 20% dos agtcares fermentdveis) ou sob a forma de outros
di-, tri-, ou oligossacarideos que ndo sofreram hidrélise completa e ndo sdo
metabolizados pela levedura). O ensaio com as lamas da Fébrica 2 foi o que atingiu
uma concentracdio maior de producdo de etanol, devido as diferengas nas
caracteristicas das duas lamas, nomeadamente a percentagem de humidade das
lamas. As lamas da Fabrica 3 contém uma percentagem de humidade muito superior
as das lamas da Fabrica 2, uma diferenca cerca de 21,8%, logo vai fazer com que seja
necessario uma maior massa a adicionar para conseguir ter uma carga de 50 g/L de
hidratos de carbono. Portanto, como a massa total nos ensaios com as lamas da
Fabrica 3 é mais elevada do que nos ensaios com as lamas da Fabrica 2, a dificuldade
de agitacdo (orbital) vai ser maior, diminuindo a eficiéncia da hidrdlise enzimatica
dos hidratos de carbono em acgticares fermentaveis e da fermentacdo destes agticares
em etanol. Portanto, no caso de lamas primadrias utilizadas num processo SSF em
semi-descontinuo, a percentagem de humidade podera ter um efeito mais relevante

do que a percentagem de cinzas (CaCOs).
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Na figura 3.11 b) encontra-se representada a evolugdo da concentragdo dos
acucares redutores ao longo do tempo de reagdo. Para o caso das lamas da Fabrica 2,
conseguiu retirar-se uma amostra as 4,5 h e no caso das lamas da Fabrica 3 sé foi
possivel tirar as 7,5 h, devido a maior quantidade de lamas que foi adicionada neste
caso para conseguir ter uma carga de 50 g/L de hidratos de carbono (ja explicado
anteriormente). No inicio da fermentacdo, as concentracdoes em ambas as situacoes
sdo altas, decorrentes da hidrélise dos hidratos de carbono das lamas em agtcares
fermentdveis. Para as lamas da Fébrica 2, ao fim de 23 h, a concentracdo de agucares
é de 0,9 g/L. Apds esse instante, foi adicionada uma carga de hidratos de carbono,
originando um aumento da concentragdo de agtcares devido a hidrélise enzimatica.
A concentragdo dos agucares volta a decrescer devido ao seu consumo pela levedura
e depois aumenta ligeiramente devido a adigdo da terceira alimentagdo de hidratos
de carbono. No caso das lamas da Fabrica 3, o perfil é similar em termos de oscilagoes
nas concentragdes de agucares, mas os valores destas mantém-se mais baixos do que
no caso das lamas da Fabrica 2, mostrando a dificuldade de agitacdo do meio que
compromete a eficiéncia da hidrélise enzimadtica Ao fim das 143 h, a concentragdo de
aglcares é muito baixa tanto para as lamas da Fébrica 2 como da Fébrica 3. Na tabela
3.12 estdo representados os valores dos rendimentos percentuais, com base na adicdo

de hidratos de carbono ao meio fermentativo, as produtividades e o pH do processo.
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Tabela 3.12: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH em regime semi-descontinuo,
usando lamas primdrias da Fébrica 2 e 3 a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS
22192.

Lamas primadrias (Fabrica 2) Lamas primadrias (Fébrica 3)
Prod. Prod.
Tempo (h) | Rewon (%) pH Tempo (h) | Reon (%) pH
g/(L.h) g/(L.h)

45 41 0,26 6,18 7.5 23,6 0,89 5,97
23 32,4 0,40 - 24 62,5 0,74 -
28,5 33,4 0,67 5,72 29,5 42,7 0,82 5,67
47 36,0 0,44 - 48 49,8 0,59 -
52,5 39,3 0,43 6,03 53,5 46,0 0,49 5,97
71 42,7 0,51 - 72 38,3 0,45 -
76,5 47,2 0,53 5,86 77,5 38,6 0,42 6,14
143 41,2 0,25 5,64 1495 34,3 0,20 6,14

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH

Através da andlise dos resultados obtidos, verifica-se que o rendimento
méximo é atingido as 76,5 h com 47%, correspondente a concentra¢do maxima de
etanol obtida, para a utilizacdo das lamas primdrias provenientes da Fabrica 2. No
caso das lamas primdrias da Fébrica 3, o rendimento méximo é atingido logo ao fim
de 24 h de fermentacdo, com um rendimento de 62%. Para a concentracdo maxima
de etanol (33 g/L as 77,5 h), o rendimento obtido foi de 38,6% com base nos hidratos
de carbono adicionados até esse instante. Verifica-se, também, que para as lamas da
Féabrica 2 o rendimento vai aumentando até atingir o rendimento maximo e, no caso
das lamas da Fabrica 3 os rendimentos a partir das 24 h vdo diminuindo
gradualmente, devendo-se ao comportamento dindmico diferente nos dois casos (a
maior dificuldade de agitacdo no caso das lamas da Fabrica 3 interfere com a
velocidade de transformacdo das lamas em etanol nas primeiras horas do processo) e
posteriormente também ao consumo de etanol. Para ambas as lamas, o valor de pH
mantém-se dentro do intervalo 6timo para o processo SSF. Nao foi necessdrio a
adicdo de qualquer agente quimico para manter o pH dentro do intervalo 6timo.

Relativamente a subprodutos, a concentragdo méaxima de dcido acético foi de 6,1 g/L
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e a de glicerol foi cerca de 6 g/L no SSF das lamas da Fabrica 2. No SSF das lamas da
Fabrica 3 houve producdo de acido acético com uma concentragdo de 5,6 g/L e de
glicerol com uma concentragao de 2,4 g/L.

Comparando, os dois tipos de lamas primadrias, verifica-se que a lama primaria
da Fébrica 2 atinge uma concentracdo de etanol mais elevada relativamente a
utilizagdo da lama primaria da Fabrica 3, o que é favoravel, uma vez que é necessario
menos quantidade massica de lamas adicionadas ao processo para corresponder a 50
g/L de hidratos de carbono. Em relagdo aos rendimentos, quando se usa as lamas da
Fébrica 2, o rendimento maximo é atingido muito mais tarde do que quando se usou
as lamas da Fabrica 3. Estas diferencas acontecem devido ao facto de possuirem

caracteristicas diferentes, nomeadamente a percentagem de humidade.

3.3. Ensaio SSF (erlenmeyer) em regime descontinuo (batch)

3.3.1. Ensaio com a levedura S. cerevisiae ATCC 26602

Foram realizados alguns ensaios em regime descontinuo para verificarmos o
comportamento das lamas das Féabricas 2 e 3, a 38°C e fazer a sua comparagdo com o
regime semi-descontinuo. O esquema da figura 3.12 representa os ensaios que foram
realizados e as condi¢oes a que foram submetidos. Em todos os ensaios foram
utilizadas as lamas das diferentes fdbricas, bem como a enzima NS 22192. Além do
extrato enzimatico, foram adicionados o inéculo de levedura e a solu¢do de extrato
de malte, extrato de levedura e peptona. A unica diferenca nestes ensaios é o facto de
nao haver adicdo de hidratos de carbono ao longo do tempo reacional. A quantidade
de hidratos de carbono estudada em cada ensaio foi adicionada desde o inicio do

Pprocesso.
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Ensaio descontinuo

« 150 g/L HC « 150 g/L HC
* 5 FPU/gnc + 15 FPU/guc

Figura 3.12: Representacio dos diferentes ensaios realizados em regime descontinuo, a 38°C, usando a
S. cerevisiae ATCC 26602 e a celulase NS 22192.

Nos ensaios SSF em regime descontinuo realizados foi adicionada uma carga
de 150 g/L de hidratos de carbono logo no inicio do processo, de modo a igualar a
totalidade de hidratos de carbono usados no regime semi-descontinuo. Nos ensaios
em regime semi-descontinuo eram adicionados 50 g/L hidratos de carbono no inicio
do processo SSF e até ao seu final, adicionaram-se mais duas cargas equivalentes de
50 g/L, perfazendo um total de 150 g/L de hidratos de carbono. Ao adicionar uma
carga tdo elevada de hidratos de carbono no inicio do processo, vai existir no meio
uma grande quantidade mdssica de lamas, principalmente de lamas da Fabrica 3 (com
maior teor de dgua). Portanto, no caso das lamas da Fébrica 3, adicionaram-se 97,3 g
de lamas humidas e no caso das lamas da Fabrica 2 foi cerca de 42,8 g. Sendo este um
sistema heterogéneo, quanto maior a carga de sélidos (lamas himidas) presente no
meio, mais complicado se torna o arranque do processo de hidrdlise enzimatica e de
fermentacdo etandlica. Num primeiro ensaio, foi adicionada uma carga enzimatica de
15 FPU/guc, tendo em conta os 150 g/L de hidratos de carbono iniciais. A figura 3.13
representa a evolucdo da producido de etanol e da concentracdo de agucares redutores

ao longo do tempo, para as diferentes lamas primarias.
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Figura 3.13: Evolucdo da concentragdo de a) etanol e b) acticares redutores em regime descontinuo
com a S. cerevisiae ATCC 26602 e 15 FPU/guc de celulase NS 22192, a 38°C, para as lamas primadrias
da Fabrica 2 e 3, com uma carga de hidratos de carbono de 150 g/L

Observou-se que so6 foi possivel retirar a primeira amostra ao fim de quase 24
h, para os ensaios com os dois tipos de lamas. S6 ao final deste tempo, é que a mistura
inicialmente heterogénea se comecou a liquefazer sendo possivel a recolha da
amostra. Através da figura 3.13 a), verifica-se que as lamas primdrias da Fabrica 2
conseguem ser transformadas numa concentragdo maxima de 55 g/L de etanol as 53,3
h, mantendo a concentragdo de etanol constante até ao final da fermentacéo, ou seja,
até as 73,3 h. Para as lamas da Fabrica 3, a concentracdo maxima de etanol atingida
foi de 53 g/L as 47 h. Apds esse tempo a concentragido de etanol vai diminuindo, até
ao final da fermentacgdo. Relativamente a figura 3.13 b), a concentragdo de agucares
mantém-se muito elevada no processo (cerca de 35 g/L no caso das lamas da Fabrica
2 e 23 g/L no caso das lamas da Fébrica 3).

Na tabela 3.13 estdo representados os rendimentos do processo, com base na
quantidade inicial de hidratos de carbono adicionada ao processo, as produtividades e

o pH do processo ao longo do tempo de reagéo.
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Tabela 3.13: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH em regime descontinuo, usando
lamas primadrias da Fabrica 2 e 3 a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e 15 FPU/guc da celulase NS

22192.
Lamas primdrias (Fébrica 2) Lamas primadrias (Fébrica 3)

Tempo Prod. Tempo Prod.
Reron (%) pH Reron (%) pH

(b) g/(L.h) ®) g/(Lb)
23,75 33,3 1,19 - 23 33,4 1,23 5,49
29,25 52,4 1,53 5,42 28,5 429 1,28 5,58
47,75 63,1 1,13 - 47 61,8 1,12 5,56
53,25 64,0 1,03 5,41 52,5 57,8 0,93 5,56
73,25 64,0 0,74 5,45 73,5 50,9 0,59 5,58

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH

Analisando a tabela 3.13 verifica-se que o rendimento maximo ¢é atingido as
53,3 h com 64% para as lamas da Fabrica 2 e as 47 h com 62% para as lamas da
Fabrica 3. Os rendimentos ao longo do tempo de reacdo mantém-se elevados,
podendo ser devido a quantidade de hidratos de carbono adicionados logo no inicio
do processo. Quanto maior a quantidade inicial de hidratos de carbono, maior é a
quantidade de agucares redutores produzidos e disponiveis para a fermentacdo em
etanol. Relativamente ao pH, mantém-se entre 4 e 6 como se verifica, que é o pH
6timo para o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdnea. Apesar de nio
haver queda de pH nestes ensaios, verificou-se também a produgdo de 4cido acético
durante o processo. Para o caso das lamas primdrias da Fabrica 2, a concentragdo
maxima foi 9,9 g/L e no caso das lamas da Fabrica 3 foi 8,6 g/L.

Num outro conjunto de ensaios em regime descontinuo aos quais se
adicionaram 150 g/L de hidratos de carbono no inicio do processo a carga enzimatica
foi alterada. Nestes ensaios, foi adicionado apenas 5 FPU/guc de celulase NS 22192.
Quando se efetuou o estudo da otimizagdo da carga enzimadtica, verificou-se possivel
adicionar 15 FPU/guc. Esta carga enzimdtica tem por base os hidratos de carbono
adicionados inicialmente. Portanto, nos ensaios efetuados em regime semi-
descontinuo, foram adicionados 15 FPU/guc tendo em conta os 50 g/L de hidratos de

carbono adicionados no inicio do processo. Ao longo do processo, como se
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adicionaram mais duas alimentagdes, perfazendo os 150 g/L de hidratos de carbono,
sem adicionar nenhuma carga extra de enzima, passou a ter-se efetivamente uma
carga de 5 FPU/guc no processo total de SSF. A figura 3.14 representa a evolucdo da

producdo de etanol e da concentragdo de agtcares redutores ao longo do tempo do

processo SSF.
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Figura 3.14: Evolugdo da concentragio de a) de etanol e b) agticares redutores em regime descontinuo
com a S. cerevisiae ATCC 26602 e 5 FPU/guc de celulase NS 22192, a 38°C, para as lamas primarias da
Fébrica 2 e 3, com carga de hidratos de carbono de 150 g/L.

Para as lamas da Fabrica 2, a concentracdo maxima de producio de etanol foi
de 41 g/L as 53,3 h, como se verifica na figura 3.14 a). Apds esse tempo a
concentracdo mantém-se constante até ao final da fermentacdo. No caso das lamas da
Fébrica 3, o tempo de fermentacdo foi maior, mas o pico maximo de producdo de
etanol foi atingido as 52,5h com uma concentracio de 44 g/L. A figura 3.14 b)
apresenta a evolucdo do balanco entre a producdo agtcares pela celulase e do
consumo de agucares pela levedura para produzir etanol. Como se observa, para as
lamas da Fabrica 2, a concentracdo de agicares aumenta até as 47,8 h, portanto ainda
estava a ocorrer a hidrélise de alguns hidratos de carbono, uma vez que foi
adicionada uma grande quantidade de hidratos de carbono no inicio do processo.
Neste caso as velocidades de hidrdlise e de fermentacdo sdo semelhantes, ou seja,
alguns agucares hidrolisados ddo origem ao etanol, enquanto outros ainda estdo a ser

produzidos através da hidrdlise dos hidratos de carbono. Ao fim desse tempo, ocorre
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o consumo dos agtcares presentes no meio fermentativo até ao final da fermentacao.
Os agucares vao sendo consumidos, até atingirem uma concentragdo de 11 g/L no
caso das lamas da Fébrica 3, e de 28,5 g/L no caso das lamas da Fabrica 2 no final da
fermentacdo. Na tabela 3.14 estdo representados os valores dos rendimentos, com
base nos hidratos de carbono adicionados ao processo, da produtividade e do pH de
todo o processo ao longo do tempo.

Tabela 3.14: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH em regime descontinuo, usando

lamas primdrias da Fébrica 2 e 3 a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC 26602 e 5 FPU/guc da celulase NS
22192.

Lamas primadrias (Fébrica 2) Lamas primdrias (Fdbrica 3)

Tempo Prod. Tempo Prod.
Reron (%) pH Reron (%) pH

®) g/(L) ) g/(Lh)
23,75 20,2 0,73 - 28,5 27,9 0,83 5,57

29,25 45,7 1,33 5,69 47 37.8 0,69 -

47,75 449 0,80 - 52,5 51,6 0,84 5,64
53,25 47,8 0,77 5,67 73,5 48,1 0,56 5,58
73,25 47,6 0,55 5,59 147 51,9 0,30 5,71

“-“Significa que nesse determinado tempo, ndo foi medido o pH

Como se verifica, analisando os valores da tabela 3.14, o rendimento maximo
para as lamas primarias da Fabrica 2 é atingido as 53,3 h, cerca de 48%, enquanto
para as lamas da Fabrica 3 o rendimento mdximo s6 é atingido no final da
fermentacdo, as 147 h, com um rendimento de 52%. Estes rendimentos tém como
base a conversio dos hidratos de carbono, que sdo adicionados ao processo, em
etanol. Relativamente ao pH, verifica-se que se mantém entre os limites 6timos do
processo, o que significa que nao foi necessario adi¢do de qualquer agente quimico
(dcido ou base) para manter o pH no intervalo 6timo do processo SSF. A
concentracdo maxima de dcido acético foi 12,2 g/L para as lamas primarias da Fabrica

2 e5,9 g/L para as lamas da Fabrica 3.

78




Nestes ensaios, como foi referido a carga elevada de hidratos de carbono fez
com que o processo demorasse mais a arrancar devido a elevada massa total de lamas

primadrias, como se pode observar na figura 3.15.

Fonte: este trabalho
Figura 3.15: Foto dos ensaios em erlenmeyer no inicio do processo SSF de lamas primarias com uma
carga de 150 g/L de hidratos de carbono.

Em todos os ensaios realizados em erlenmeyer em regime semi-descontinuo e
descontinuo, observou-se a acumulagdo de sélidos no fundo do erlenmeyer para os
ensaios com a lama primadria, como se verifica na figura 3.16. As cargas elevadas de
cinzas, especialmente carbonato de cdlcio, podem causar sérios problemas, como a

reducdo da eficiéncia no processo.
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Fonte: este trabalho
Figura 3.16: Foto dos ensaios em erlenmeyer no final do processo SSF.
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3.4. Ensaio SSF (Reator de bancada) em regime descontinuo

Iniciaram-se alguns estudos do processo SSF num biorreator de bancada com o
objetivo de avaliar o processo SSF com o aumento de escala. Usou-se um biorreator
com capacidade de 5 L, mas estabeleceu-se um volume de 2,5 L para os ensaios
realizados. Nestes ensaios apenas se utilizou lamas primdarias como biomassa lenho-
celuldsica e, foram usadas as lamas provenientes das Fabricas 2 e 3. A levedura usada
foi a S. cerevisiae ATCC 26602, juntamente com a celulase NS 22192 com uma carga
enzimatica de 15 FPU/guc. Tendo em conta a dificuldade na agitagdo da mistura
heterogénea verificada nos baldes de erlenmeyer, os ensaios preliminares efetuados
no biorreator decorreram em regime descontinuo, com uma carga inicial e unica de
50 g/L de hidratos de carbono a uma agitagdo de 150 rpm. Foram também realizados
ensaios similares em erlenmeyer para se verificar se 0 comportamento se manteria
igual nas duas escalas. Todos estes ensaios foram realizados a temperatura de 38°C.
Sendo um biorreator, consegue-se obter uma melhor monitorizagdo de pH e controlo
de temperatura, assim, ndo foi necessirio a medicdo do pH das amostras retiradas
periodicamente. Como nos ensaios anteriores, nestes também ndo houve qualquer
esterilizagdo e ndo foi adicionada solucdo de glucose ao meio fermentativo.

A figura 3.17 representa a evolucdo da producgido de etanol e a evolugdo da
concentracdo dos agucares redutores presentes no meio, nos ensaios SSF efetuados
em erlenmeyer (volume de cultura de 100 mL) em regime descontinuo, com uma

carga unica de 50 g/L de hidratos de carbono e uma carga enzimatica de 15 FPU/gsuc.
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Figura 3.17: Evolucdo da concentracdo de a) etanol e b) agticares redutores, num processo SSF em
erlenmeyer, em regime descontinuo com a S. cerevisiae ATCC 26602 e 15 FPU/guc da celulase NS
22192, a 38°C, para as lamas primarias da Fabrica 2 e 3, com carga de hidratos de carbono de 50 g/L.

Relativamente aos resultados obtidos com as lamas primdrias da Fébrica 2
(figura 3.17 a)) s6 foi possivel tirar a primeira amostra as 4,5 h, embora a
concentragdo de etanol seja nula. Significa que ainda estava a decorrer a hidrdlise dos
acucares adicionados no inicio do processo SSF. O pico maximo da produgdo de
etanol ocorre as 54,5 h com uma concentragdo de 13 g/L, mantendo-se praticamente
constante até ao final da fermentagdo, as 76,5 h. A producdo de etanol nas lamas
primarias da Fabrica 3 foi maior, conseguindo atingir uma concentragdo de 20 g/L as
28,5 h de fermentacdo. Apds esse tempo a concentragdo de etanol vai diminuindo
gradualmente até ao final da fermentagdo até atingir os 14 g/L.

Observando o grafico da figura 3.17 b) para as lamas primarias da Fabrica 2,
observa-se que da andlise efetuada a primeira amostra retirada, se tem uma
concentragdo de 13 g/L de agticares redutores presentes no meio. Ao longo do tempo
0s agucares comecam a ser consumidos até atingir uma concentragdo de 2 g/L no
final da fermentagdo. Utilizando as lamas primdrias da Fabrica 3 como biomassa
lenho-celuldsica, observa-se que as 6 h de processo o meio era constituido por uma
concentracdo de equivalentes de glucose de 18 g/L e, que ao longo do tempo os
acucares comecgaram a ser consumidos até ao final da fermentacdo, atingindo cerca
de 1 g/L. No caso das lamas da Fébrica 3 s6 foi possivel tirar amostra as 6 h devido a
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mistura ndo se encontrar homogénea até esse tempo, uma vez que teve que se
adicionar mais biomassa do que as lamas da Féabrica 2 para se conseguir ter uma carga
igual de hidratos de carbono.

A tabela 3.15 apresenta os valores dos rendimentos, com base nos hidratos de
carbono adicionados ao processo, a produtividade e o pH do processo ao longo do
tempo.

Tabela 3.15: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH obtidos no SSF em erlenmeyer

em regime descontinuo, usando lamas primdrias da Fabrica 2 e 3 a 38°C, com a S. cerevisiae ATCC
26602 e 15 FPU/gucda celulase NS 22192, com uma carga tnica de 50 g/L de hidratos de carbono.

Lamas primadrias (Fébrica 2) Lamas primdrias (Fdbrica 3)
Tempo Prod. Tempo Prod.
Reron (%) pH Reron (%) pH
®) g/(L) ) g/(Lh)

45 0 0 6,23 75 17,7 0,84 6,22
23 35,1 0,43 - 235 67,6 0,84 -
28,5 39,9 0,40 6,31 29 35,9 0,72 6,08
47 41,8 0,25 - 47,5 31,6 0,38 -
52,5 43,9 0,24 6,78 53 33,5 0,36 6,27
71 34,1 0,14 - 71,5 16,4 0,19 5,61
76,5 38,6 0,14 6,44 7.5 17,7 0,84 6,22

« «

Significa que nesse determinado tempo, nio foi medido o pH

Observando a tabela 3.15 verifica-se que para as lamas primdrias da Fabrica 2
o rendimento maximo ¢ atingido apenas as 52,5 h com cerca de 44%, enquanto para
as lamas da Fabrica 3 o rendimento maximo é atingido logo as 23,5 h com quase 68%.
Apds esse tempo os rendimentos comecaram a diminuir, uma vez que ndo foram
adicionados mais hidratos de carbono e o etanol comecou a ser consumido, levando a
decréscimo do rendimento. Relativamente ao pH do processo manteve-se na gama
dos 6, se passasse o pH 7 teria que se adicionar um agente acido para diminuir o pH.
O pH nas reacoes onde se utilizam lamas primarias é mais elevado, devido a presenca
de carbonato de célcio na sua constitui¢cdo. No caso das lamas da Fabrica 2 o pH é

ligeiramente mais elevado, porque estas lamas possuem uma percentagem superior
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de carbonato de célcio (19,6%) relativamente as lamas da Fabrica 3 (10,4%). Nestes
ensaios, ocorreu a producdo de acido acético, embora ndo tenha afetado o pH destes
ensaios. A concentra¢do maxima para as lamas da Fébrica 2 foi de 3,6 g/L e, para as
lamas da Fabrica 3 foi apenas 2,2 g/L.

A figura 3.18 representa a evolugdo da produgio de etanol e a evolugdo da
concentracgdo dos agucares redutores presentes no meio, nos ensaios SSF efetuados no
biorreator de 5 L (volume de cultura de 2,5 L) em regime descontinuo, com uma

carga tnica de 50 g/L de hidratos de carbono e uma carga enzimatica de 15 FPU/guc.
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Figura 3.18: Evolucdo da concentragdo de a) etanol e b) agticares redutores, num processo SSF no
biorreator, em regime descontinuo com a S. cerevisiae ATCC 26602 e 15 FPU/guc da celulase NS
22192, a 38°C, para as lamas primarias da Fabrica 2 e 3, com carga de hidratos de carbono de 50 g/L.

Como se verifica, através da andlise da figura 3.18 a), a concentragdo maxima
de etanol foi de aproximadamente 11 g/L para as lamas da Fabrica 3 as 22,7 h,
mantendo-se constante até ao final da fermentacdo. No processo de bioconversdo das
lamas da Fabrica 2, apenas se atingiu uma concentra¢do maxima de cerca de 10 g/L
no final da fermentacdo. Quanto a evolucdo do consumo de agticares, representada
na figura 3.18 b), verifica-se que os agtcares sdo praticamente todos consumidos ao
longo do tempo, atingindo-se uma concentracdo de 0,6 g/L para os dois tipos de
lamas, fazendo com que ja nao exista mais glucose para ser convertida em etanol, ndo

sendo possivel uma producdo mais elevada de etanol. Na tabela 3.16 estdo
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representados os valores obtidos e calculados dos rendimentos e produtividades ao

longo do tempo de reagéo.

Tabela 3.16: Valores de rendimento (%), produtividade (g/(L.h)) e pH obtidos no SSF no biorreator
em regime descontinuo, usando lamas primdrias da Fabrica 2 e 3 a 38°C, com a §. cerevisiae ATCC

26602 e 15 FPU/,

guc da celulase NS 22192, com uma carga tnica de 50 g/L de hidratos de carbono.

Lamas primdrias (Fébrica 2)

Lamas primdrias (Fébrica 3)

Tempo (h) Recon (%) Prod. g/(L.h) Tempo (h) Recon (%) Prod. g/(L.h)
20,9 32,9 0,45 22,67 38,8 0,47
25,8 31,3 0,34 27,82 35,8 0,35
44,4 30,8 0,20 46,80 36,3 0,21
50,1 34,2 0,19 52,25 35,8 0,19
68,5 34,7 0,14 73,37 38,7 0,14

Como se verifica, os rendimentos do processo nio sio muito elevados e, no

caso das lamas primarias da Fabrica 2 s6 se atinge o rendimento maximo de 35% as

68,5 h, ou seja, no final da fermentacdo. No caso das lamas primarias da Fabrica 3, o

rendimento méaximo é de 38,9% e é atingido as 23 h de fermentagdo, embora os

rendimentos se mantenham quase iguais. Na figura 3.19 encontra-se representada a

imagem do biorreator no inicio do processo SSF.

Fonte: este trabalho

Figura 3.19: Foto do biorreator no inicio do processo SSF em regime descontinuo a 38°C.

84




Comparando os ensaios em erlenmeyer e em biorreator verifica-se que os
rendimentos em erlenmeyer sdo maiores do que os realizados em escala maior. Para
os ensaios em erlenmeyer usando as lamas primadrias da Féabrica 2, a concentragdo
maxima de etanol foi de 13 g/L e para as lamas da Fabrica 3 foi de 20 g/L, enquanto
nos ensaios em biorreator as concentra¢des foram ligeiramente inferiores: 10 g/L
para as lamas da Fabrica 2 e 11 g/L para as da Féabrica 3. Portanto, feita uma primeira
andlise, o aumento de escala em sistemas biolégicos deste género torna-se mais
dificil, sobretudo devido a existéncia de gradientes de velocidade de hidrdlise e de
fermentacdo, que resultam da dificuldade de realizar uma mistura perfeita,
observando-se uma diminuicdo dos rendimentos e da produtividade. Os ensaios em
biorreator necessitam de um estudo mais alargado para se poder atingir

concentragdes superiores ou iguais as obtidas em erlenmeyer.

3.5. Estudo da produgido de subprodutos

Ao longo dos ensaios realizados foi detetado um subproduto resultante do
processo, como se pode observar através do cromatograma representado na figura

3.20.

200

RI Signal

100
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- 13,77

14,95 Xilose

0 5 10 15 20 25 30
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Figura 3.20: Representacdo de um cromatograma obtido num ensaio SSF, com a detecdo de um
subproduto.
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Como se pode verificar através do cromatograma obtido, por volta dos 25
minutos de analise no HPLC de uma amostra, aparece um subproduto desconhecido.
Para saber qual o composto que corresponde ao tempo de retencdo de 25 minutos,
realizaram-se alguns ensaios.

Tendo em conta alguma literatura consultada (Lebeau et al 1997; Latif &
Rajoka 2001), pode haver producao de xilitol, quando ha presenca de glucose e xilose
no meio. Numa primeira andlise, preparou-se uma solugdo-padrao de xilitol e
injetou-se uma amostra desta solu¢do no HPLC, de modo a saber o tempo de
retencao deste composto. Efetuou-se igualmente uma curva de calibragdo
correspondente ao xilitol. Numa segunda andlise, foram realizados trés ensaios

diferentes, na presenca de:

1) 50 g/L de glucose
2) 50 g/L de xilose
3) 40 g/L de glucose + 10 g/L de xilose

Os ensaios foram realizados em erlenmeyer com um volume de reagdo de 100
mL e em regime descontinuo. Ao meio fermentativo foi adicionado extrato de
levedura, extrato de malte, peptona, o inéculo com a levedura S. cerevisiae ATCC
26602 e, glucose ou xilose, ou os dois, dependendo do ensaio. A figura 3.21
representa a evolucdo do processo de fermentacdo na presenca dos diferentes

acucares.

86



s —o— Glucose Etanol —A—Xilose  —<—Xilitol
]
%0 Zmﬂ
40 -
= 340 -
3 )
5 30 - <
'S 8 30 -
Pl O
8 e
B 20 - &
)] 20 -
Q [}
a (5]
3 §
U 10 - U 10
0 : : : ‘ 0 W ‘
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
a) Tempo (h) b) Tempo (h)

—46— Glucose —#—Xilose
50 -

Etanol —<Xilitol
ﬁ 40 4
G
$ 30 -
O
8
g 2 -
Q
g
o W
0 % ; ; ‘

0 20 40 60 80 100
c) Tempo (h)

Figura 3.21: Evolucio do processo de fermentagdo de a) 50 g/L de glucose, b) 50 g/L xilose e c) 40 g/L
glucose + 10 g/L xilose, com a S. cerevisiae ATCC 26602.

Como se verifica na figura 3.21 a), quando se tem apenas glucose no meio, a
levedura vai metaboliza-la para a multiplicacdo celular e para a produgdo de etanol.
Confirma-se igualmente através deste ensaio, que sendo a glucose totalmente
consumida, a levedura assimila o etanol que produziu. Neste ensaio, ndo existe
qualquer indicio de producdo de subprodutos desconhecidos no meio. Quando se
tem apenas xilose no meio (figura 3.21 b)), ndo se verifica producgio de etanol. A S.
cerevisiae é conhecida por nio ter a capacidade de metabolizar xilose. No entanto,
verificou-se a producdo de um subproduto, que foi identificado como sendo xilitol,
quando se procedeu a comparacio dos cromatogramas do ensaio com os

cromatogramas da solugdo de xilitol injetada. Houve uma pequena percentagem de
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xilose que foi transformada em xilitol, produzindo-se uma pequena quantidade deste
composto (4 g/L). Na presenca de glucose e xilose (figura 3.21 c)) verifica-se que o
consumo de glucose aumenta, até a concentragdo ser nula. Uma vez a glucose
consumida, novamente a concentragdo de etanol produzido a partir da glucose
metabolizada, comeca a diminuir. A concentragio de xilose vai diminuindo ao longo
do tempo, sendo transformada em xilitol. A levedura consegue reduzir xilose a xilitol
na presenca de co-substratos, como a glucose ou o etanol (Lebeau et al. 1997; Latif &
Rajoka 2001). Neste ensaio, foi determinada uma concentragdo final de quase 10 g/L
de xilitol. Sugere-se que em trabalho futuro se efetuem estudos para avaliar o efeito
da producao de xilitol no processo de obtencdo de etanol, uma vez que essa produgao

de xilitol podera decrescer a quantidade de etanol.
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4. Conclusdo

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a possivel valorizagdo dos
residuos lenho-celuldsicos, como as lamas primadrias, provenientes de industrias
papeleiras, como fonte de biomassa e transforma-los em bioprodutos, como o etanol,
através da estratégia de SSF. Para atingir este objetivo foi necessdrio realizar alguns

estudos:

o Avaliagdo das caracteristicas dos microrganismos a serem usados, bem como a
avaliacdo do seu crescimento celular. Das leveduras disponiveis em
laboratério, utilizou-se a Saccharomyces cerevisiae (comercial) a 38°C,
Kluyveromyces marxianus NCYC 1426 a 38 e 42°C e a Saccharomyces
cerevisiae ATCC 26602 a 38°C;

o Avaliagdo do potencial das lamas primarias provenientes de Fabricas
diferentes para se poder comparar qual a melhor a ser usada nos processos SSF
e verificou-se que tém comportamentos semelhantes, as lamas da Fabrica 1 e
2 conseguiram atingir rendimentos ligeiramente superiores as das lamas da
Fabrica 3. Como matéria-prima de referéncia usou-se a pasta crua;

o Comparacao da performance das diferentes estirpes. Verificou-se que a
estirpe S. cerevisiae ATCC 26602 obteve um melhor desempenho no processo
SSF a 38°C. A K. marxianus NCYC 1426 teve uma certa inconstancia com a
biomassa lenho-celuldsica usada e o processo a 42°C niao mostrou ter efeitos
positivos na producao de etanol;

o Avaliacdo da utilizacdo de diferentes celulases nos processos SSF, nao se
verificando diferencas significativas na utilizagdo das duas, e otimizagdo da
carga enzimatica de 35 FPU/guc para 15 FPU/guc, de maneira a rentabilizar o

Pprocesso;
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o Avaliagdo de dois tipos de regime (semi-descontinuo e descontinuo) de adig¢do
de biomassa lenho-celuldsica. O regime semi-descontinuo apresenta a
vantagem de ter melhor consisténcia inicial do meio reacional e maior
economia do extrato enzimdatico. Quanto ao regime descontinuo, em alguns
casos, os rendimentos foram superiores devido a maior quantidade de HC
adicionados logo no inicio da fermentacao;

o Avaliagdo do comportamento das lamas primarias em escala de erlenmeyer e
em biorreator de bancada em regime descontinuo, e verificou-se que os
rendimentos em erlenmeyer sdo maiores do que os realizados em escala

maior.

O principal objetivo deste trabalho foi alcangado, uma vez que se utilizaram as
lamas primadrias, conseguindo atingir boas concentragdes de bioetanol, conseguindo
assim também valorizar os residuos lenho-celulésicos provenientes das industrias
papeleiras. No entanto, era necessaria a realizagdo de mais investigagdo neste tema.

Sugere-se que em trabalhos futuros seja feito:

o Um estudo mais detalhado sobre a tolerancia das leveduras usadas ao
substrato (glucose e xilose) e ao etanol;

o Um estudo mais alargado na escala de biorreator de bancada para se
atingir concentragdes superiores as obtidas em erlenmeyer, como seria de
esperar;

o Estudos de modo a avaliar o efeito da producéo de xilitol no processo de

obtencdo de etanol.
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6. Anexos

Anexo 1. Caracterizagdo das amostras de biomassa lenho-celuldsica

Para caracterizar as amostras de biomassa lenho-celulésico foi necessario
determinar alguns pardmetros, como: determinagdo de humidade, o teor de hidratos

de carbono, a lenhina total e o teor de cinzas.

» Determinac¢io da humidade

A determinacdo da humidade da biomassa lenho-celulésica é realizada de acordo
com o protocolo LAP-001: “Standart Method for Determination of Total Solids in
Biomass”, efetuado pelo Laboratério Nacional de Energia Renovavel (National
Renewable Energy Laboratory — NREL) (NREL-LAP 001, 1994).

Para realizar esta analise é necessario seguir o seguinte protocolo:

e Este método envolve secar a amostra a 105°C + 3°C numa estufa. Cada
amostra deve ser executada em duplicado, no minimo;

e Pesar um pesa-filtro e registar o peso;

e Pegar na amostra e, pesar 1-5 gramas no pesa-filtro e registar o seu peso;

e Colocar a amostra numa estufa a 105°C + 3°C e secar até peso constante;

e Retirar a amostra da estufa e colocar num exsicador e deixar arrefecer até a
temperatura ambiente;

e Pesar o peso-filtro que contém a amostra seca e registar esse peso.

Para se poder calcular a humidade das amostras, é necessdrio primeiro calcular
o peso da amostra seca a 105°C, em gramas, e a percentagem dos sélidos totais, como

estd representado nas equacgdes 6.1, 6.2 e 6.3.



Amostra seca 105°C (g)
= (Peso do pesa — filtros (g) + Amostra seca 1052C (g)) — Peso do pesa

— filtros (g)
Equacgido 6.1
Amostra seca 1052C (g) Equagio 6.2
- e (04 — .
Solidos totais (%) Amostra Hamida (g) x 100
Equagdo 6.3

Humidade (%) = 100 — Sdlidos Totais (%)

A equacgio 6.3 representa o calculo da determinacgdo da humidade da amostra

da biomassa lenho-celulésica.

> Determinacio da lenhina total (lenhina solivel e insolivel)

Para determinar a lenhina solivel e insolivel presente na biomassa lenho-
celuldsica recorre-se aos protocolos LAP-004: “Determination of Acid-Soluble
Lignin in Biomass” e LAP-003: “Determination of Acid-Insoluble Lignin in
Biomass”, respetivamente. Foram realizados pelo laboratério NREL (NREL-LAP 003,

1995; NREL-LAP 004, 1996).

Segue-se os seguintes passos para se calcular a lenhina insoluvel:

o Deve-se identificar os cadinhos necessarios para a analise e coloca-los na
mufla a 575°C para atingir um peso constante de 0,3 mg. Apds a saida da
mufla, guarda-se os cadinhos num exsicador até que seja necessario;

o Pesar 0,3 + 0,01 g da amostra a analisar e coloca-se num tubo de ensaio.
Identifica-se o peso inicial da amostra. Cada amostra deve ser analisada

em duplicado, no minimo;
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o Adicionar 4,3 + 0,01 mL (4,92 + 0,01 g) de 72% de H2SOs e utilizar uma
vareta de vidro para misturar durante 1 minuto, ou até que a amostra
esteja completamente molhada;

o Coloca-se o tubo de ensaio num banho de dgua controlado a temperatura
de 30°C, onde vai ocorrer a hidrélise durante 2 horas;

o Agita-se a amostra a cada 15 minutos, de modo, a assegurar a mistura
completa;

o Apos as 2 h, transfere-se o hidrolisado para um frasco de vidro com tampa
e diluir até obter uma concentracdo de 4% de acido pela adicdo de 84 +
0,04 mL de agua. Deve-se ter o cuidado e transferir todos os residuos
s6lidos, juntamente com o hidrolisado;

o Coloca-se os frascos de vidro na autoclave durante 1 hora a 121°C;

o Apds o término do tempo na autoclavagem, coloca-se os frascos a
arrefecer durante cerca de 20 minutos a temperatura ambiente;

o Filtra-se a amostra a vicuo coloca-se os filtros nos cadinhos previamente
pesados;

o Decanta-se 15-25 mL do filtrado para um recipiente hermeticamente
fechado para se utilizar mais tarde na determinacdo da lenhina soluvel
(LAP-004);

o Usa-se agua quente deionizada para lavar as particulas que se aderem ao
frasco de vidro;

o Seca-se o cadinho e o filtro a 105°C durante 2 horas;

o Arrefece-se num exsicador e regista-se o peso, o peso do cadinho, a
lenhina insoltivel em 4cido;

o Coloca-se o cadinho e o filtro na mufla a temperatura de 575°C, pelo
menos, durante 3h;

o Arrefece-se num exsicador e registar o peso, o peso do cadinho e as cinzas.

Para se poder a quantidade percentual de lenhina insoluvel, tem que ser

recorrer a equacao 6.4, 6.5 e 6.6:
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W1 = (Peso do cadinho (g) + Peso do filtro (g) + lenhina insoltvel (g) 1052C)

Equacdo 6.4
Lenhina insoltvel 1052C (g) = W1 — Peso do filtro (g) — Peso do cadinho (g)
Equagao 6.5
o ) . Lenhina insoluvel 105°C (g)
Lenhina insolavel (%) = Amostra Seca 45°C (g) x 100 Equagio 6.6

Para se poder determinar a lenhina solivel em 4cido, basta seguir os passos

descritos no protocolo LAP-004:

o Para realizar esta andlise, deve-se configurar e calibrar um espectrofotémetro
seguindo os protocolos recomendados no manual do instrumento;

o Mede-se a absorvancia do hidrolisado obtido no protocolo LAP-003 a 205 nm.
Uma solucdo de 4% de H2SO4 deve ser usada como branco;

o Se a leitura da absorvéancia for superior a 0,7, a amostra tem de ser diluida.
Dilui-se a amostra de modo que a leitura da absorvancia resultante esteja
entre 0,2 e 0,7. O branco também devera ser diluido na mesma proporgao que
a amostra e usado como branco de referéncia para a andlise de repetigao;

o Cada amostra deve ser analisada em duplicado.

Apartir das equagdes seguintes pode-se calcular a percentagem de lenhina soltvel

presente na amostra analisada.

A
Lenhina soltvel (g/L) = e xdf Equacio 6.7

Onde:
A — Absorvancia a 205 nm;

b — Comprimento do percurso celular, 1 cm;
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a — Absorvidade, 110 L/g-cm, para determinado material de biomassa;

df — Fator de diluicao.

Lenhina Solavel (g/L)xV

1000mL
L

Equagdo 6.8

Lenhina solivel (g) =

Onde:
V — Volume do filtrado, que deve ser 87 ml, se a amostra é hidrolisada a

partir da analise do protocolo LAP-003.

Lemhi el (96) < Lenhina soluvel (g) 100
enhina solivel (%) = 0 o seca a 45C © Equacdo 6.9

» Determinacio do teor de cinzas

O teor de cinzas é determinado seguindo o protocolo LAP-005: “Standart Method
for Ash in Biomass’, efetuado pelo NREL (NREL-LAP 005, 1994). Para isso, é

necessario seguir os seguintes passos:

o Identifica-se um cadinho de porcelana e coloca-se num forno de mufla a
575°C, até atingir peso constante (~ 4h). Retira-se da mufla e deixa-se
arrefecer a temperatura ambiente num exsicador, pesar e registar o peso.
Deve-se manter o cadinho dentro do exsicador até ser usado;

o Pesa-se cerca de 0,5 a 1 g da amostra de biomassa para o cadinho, com a
balanca tarada. Registar a massa da amostra;

o Coloca-se o recipiente e o contéudo na mufla a incinerar a 575°C, por um
minimo de 3h, ou até o carbono ser todo eliminado;

o Retira-se o cadinho para um exsicador, até arrefecer a temperatura

ambiente, pesa-se e regista-se o valor.



Para se poder calcular o teor de cinzas percental presentes na amostra a

analisar, deve-se recorrer as equagdes 6.10 e 6.11.

Cinzas 575°C (g) = (Peso cadinho + Peso amostra incinerada 575°C)(g) — Peso cadinho(g)

Equacgdo 6.10
Cinzas 575°C (g)

Ci 575°C (%) = 100 Equacdo 6.11
mzas (%) Amostra seca 1052C (g)x quag

» Determinacio dos hidratos de carbono

Para determinar os hidratos de carbono na amostra, s6 é neccessario realizar
alguns célculos. Mas para isso, tem de estar calculado a quantidade de lenhinha total,

que é o somatdrio da lenhina soluvel e lenhina insolivel e, a quantidade de cinzas a
575¢°C.

Hidratos de carbono (%) = Matéria organica (%) — Lenhina total (%) Equagdo 6.12
Lenhina total (%) = Lenhina insolivel (%) + Lenhina soltvel (%) Equacdo 6.13
L o L . Equacdo 6.14
Matéria organica (%) = 100 — Matéria inorganica (%)
e Al . Equacdo 6.15
Matéria inorganica = Cinzas 575°C

vi



Anexo II. Atividade enzimdtica dos extratos enzimaticos

Para determinar a atividade enzimaitica dos extratos enzimadticos é necessario
seguir o protocolo LAP-006: “Measurement of Cellulase Activities’ (NREL-LAP
006,1996):

o Recorta-se tiras de papel de filtro com largura 1,0 cm e um comprimento de
6,0 cm (= 50 mg);

o Coloca-se as tiras de papel em tubos de ensaio, exceto no “branco” e nos
controlos de enzima;

o Adiciona-se 1,0 mL de tampao citrato a 0,05 M (pH 4,8) em cada tubo; as
tiras de papel de filtro devem ficar saturadas com o tampédo. Coloca-se na
incubadora a 38°C por alguns minutos;

o Apds uns minutos na incubadora, adiciona-se 0,5 mL de solucdo de enzima
diluida. E feito pelo menos duas diluicdes de modo a que, pelo menos, uma
das diluicGes liberte mais de 2,0 mg de glucose e, outra liberte menos de 2,0
mg de glucose;

o Incuba-se a 38°C durante 60 minutos;

o No fim de periodo de incubagdo para parar a reacdo da enzima adiciona-se
3,0 mL de reagente DNS modificado, aplicando o Método de DNS

modificado.

Este procedimento também é realizado para o branco do solvente, com 1,5 mL
de tampao citrato, para o controlo para cada diluicdo de enzima, com 1,0 mL de
tampdo citrato + 0,5 mL de solucdo de enzima, e para o controlo de substrato, com

1,5 mL de tampao citrato e tira de papel de filtro.
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o Faz-se a leitura no espectrofotometro a 540 nm de todas as amostras contra o
branco do solvente. Subtrai-se a absorvancia do controlo ao valor da
absorvincia da amostra reacional;

o Aplica-se a equagdo da curva de calibracdo da glucose, para se poder
determinar a concentracgdo de glucose libertada na hidrélise da tira do papel.
Multiplica-se por 0,5 mL para calcular a massa de glucose libertada nos 0,5
mL da solucdo de enzima;

o Para encontrar as duas dilui¢des para obter aproximadamente 2 mg de glucose

é necessario fazer o seguinte calculo:

1 Equacio 6.16

fator de diluicao

[enzimal/(mL de enzima) =

o Aplica-se uma interpolacdo linear simples entre os dois pontos para
determinar a concentragdo de solucdo de enzima diluida que libertou 2 mg de
glucose. O valor da concentracdo de enzima é depois necessario para calcular

a atividade enzimatica (FPU/mL de enzima), através da equacao 17.

0,37

FPU = m Equagio 6.17
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Anexo III. Determina¢io quantitativa dos agticares redutores e a

preparagio da solugdo de tampdo citrato a 0,05 M

> Preparacgio do tampéo citrato a 0,05 M

Para preparar tampao citrato 1 M a pH 4,5 foi necessario pesar 210 g de acido
citrico monohidratado que foi dissolvido em 750 mL de dgua destilada. Adicionou-se
hidréxido de sédio até atingir o pH 4,3 (= 50-60 g) e 4dgua até perfazer o volume de
1000 mL, mediu-se o pH 4,5. Se o pH ndo estiver a 4,5, deve-se adicionar hidréxido
de sddio até atingir o pH necessario. Por fim, para prepara a solugdo tampao citrato a

0,05 M bastou diluir a solu¢do tampao (NREL-LAP 006, 1996)

> Preparacio do reagente de DNS

Para preparar o reagente de DNS mistura-se 10,6 g de 4cido 3,5-dinitrosalicilico e
19,8 g de hidréxido de s6dio em 1416 mL de agua destilada. Apds a sua dissolugéo,
adiciona-se 306 g de tartarato duplo de potassio e s6dio com 8,3 g de metabissulfito

de sddio e 7,6 mL de fenol (fundido a 50°C).

» Meétodo do DNS modificado

Neste método ocorre uma reacdo de oxidacdo-reducdo, em meio alcalino, entre o
acucar e o acido 3,5-dinitrosalicilico (agente oxidante de cor amarelada). O acido 3,5-

dinitrosalicilico é reduzido pelo agtcar, formando o dcido 3-amino-5-nitrosalicilico e
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oxidando o agticar. A concentracdo de agucares é determinada através da medi¢io da
luz absorvida num comprimento de onda de 540 nm pelo acido 3-amino-5-
nitrosalicilico.

Para determinar a quantidade de aguicares adicionou-se 1 mL de solugdo tampao
citrato 0,05 M em tubos de ensaio, com 0,5 mL de amostra, diluida em tampao
sempre que for necessdrio, e 3 mL de reagente de DNS modificado. Agitou-se a
amostra de modo a ficar a mistura homogénea. Os tubos de ensaio foram colocados
num banho de 4gua a ferve durante 5 minutos e, de seguida, colocou-se num banho
de gelo para se dar o arrefecimento durante 5 minutos. Em cuvetes de pldstico é
colocado 0,2 mL da mistura com 2,5 mL de dgua destilada. As amostras sdo lidas num
espectrofotémetro Vis-Uv com um comprimento de onda a 540 nm contra um

branco com tampao citrato 0,05 M que sofreu o mesmo tratamento das amostras.

e Construgido da curva de calibragio

Para efetuar a curva de calibragdo para a glucose, foi necessario preparar 50
mL de uma solucdo com uma concentracio de 1 mg/mL de glucose em tampao
citrato 0,05 M. Apés a preparacgdo da solucdo foi necessario enumerar tubos de ensaio
e, em cada tubo, foi preparado solu¢des-padrio de glucose com diferentes
concentragdes conhecidas, como mostra a tabela 6.1. Diluiu-se as diferentes aliquotas
de solugdo-padrao stock de glucose 1 mg/mL com tampao citrato 0,05 M. Todos os
tubos devem conter um volume total de 1 mL. O tubo 0 apenas contém tampao,

consiste no branco.



Tabela 6.1: Quantidades necessdrias de solugdo stock de glucose, volume de tampéo e a concentragio
de glucose para se poder realizar a curva de calibragio.

Volume solugio stock Volume tampao
Tubo [Glucose] (mg/mL)
de glucose (mL) citrato (mL)
0 0,5 45 0,503
1 1 4 1,005
2 1,5 35 1,507
3 2 3 2,010
4 2,5 2,5 2,512
5 3 2 3,014
6 3,5 1,5 3,517
7 4 1 4,019
8 45 0,5 4,522
9 5 0 5,024
10 0,5 45 0,502

A concentragdo de glucose foi calculada a partir da equagao 18.

[Glucose]stok x Vsol. stock de glucose

Gl L) = Equacio 6.18
[Glucose](mg /mL) (Vsol.stock de glucose + Vtampao) T
Onde:
[Glucose]swock — corresponde a concentracdo de glucose, para uma

determinada massa e um determinado volume.

Apos as diluigoes, foi necessario aplicar o método de DNS modificado,
descrito anteriormente. O grafico 6.1 representa a curva de calibracdo que relaciona
a densidade 6tica a 540 nm com a concentragdo de glucose, como, por exemplo, a

curva de calibracdo, preparada no dia 28/03/2014.
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DO (540 nm)
o
w

DO (540nm) = 0,102[glu] - 0,0066
R?=0,998

[Glucose], mg/mL
Figura 6.1: Relaciona a densidade dtica a 540nm com a concentragio de glucose (mg/mL).

Para determinar a quantidade de agucares redutores em cada uma das

amostras, aplica-se a equagao 19.

DO —b ~
[Glucose](g/L) = —y ¥ fd Equacio 6.19

Onde:

e fd — Fator de diluicdo

_ Vtotal de amostra diluida
B Vamostra original Equacdo 6.20
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Anexo IV. Quantificagdo de compostos por HPLC e os seus tempos

de retencgdo

As colunas para o HPLC sdo constituidas por co polimeros de estireno com
divinil benzeno, na forma de particulas com 8 pm de didmetro. Nos nucleos de
benzeno encontram-se inseridos grupos funcionais de sulfonato associado ao catido
Ca?. Esta associagdo interage com os grupos funcionais do hidréxido (OH-) presentes
no alcool e nos monossacarideos. Os diferentes constituintes da amostra serdo
identificados através de um detetor de indice de refracdo, baseando na mudanca do

indice de refracdo do eluente causada pelas moléculas constituintes da amostra.

e Preparagio de eluente

Para preparar o eluente é necessario filtrar um litro de dgua ultrapura, utilizando
um filtro de membrana com 0,22 pm de porosidade. Desgaseifica-se a agua durante
15 minutos num banho de ultra-sons. Apds este tempo, coloca-se a dagua

desgaseificada no reservatério do eluente.

e Preparagdo da amostra

o Filtra-se a amostra a ser injetada com ajuda de filtros de seringa com
membrana de 0,22 pm de porosidade para um tubo eppendorf;

o Injeta-se a amostra no aparelho de HPLC;

o Identifica-se a amostra que vai ser analisada;

o Apos decorrer o tempo necessario para analisar a amostra, é obtido um
cromatograma, onde se vai observar os diferentes picos que
correspondem a cada constituinte da amostra;
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o As concentragdes dos constituintes da amostra sdo calculados,
comparando a altura dos picos dos diversos constituintes com uma

curva de calibragdo previamente preparada para cada um.

e Construcio da curva de calibragido

o Prepara-se diversas solu¢des padrdo com diferentes concentragdes
em tampao citrato;

o Injeta-se cada uma das solugdes padrao;

o Apo6s o tempo necessario para analisar a amostra, obtém-se o
cromatograma, seleciona-se o pico e adiciona-se o composto e a
concentragdo conhecida da solugdo padrao injetada.

o Obtém-se a relacdo entre a resposta obtida com a concentragido da

solucdo padrao preparada.

A tabela seguinte mostra os respetivos compostos injetados no HPLC com os

respetivos tempos de reten¢do em minutos.
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Tabela 6.2: Nome dos compostos com os respetivos tempos de retengio

Nome do composto

Tempo de retengdo (min)

Acido acético 17,007
Arabinose 16,727
Celobiose 11,027

Etanol 20,070
Galactose 14,880
Glicerol 19,453
Glucose 13,327
Manose 15,193
Xilitol 25,633
Xilose 14,500

Os graficos seguintes (figura 6.2, 6.3 e 6.4) representam as curvas de

calibragdo da glucose, xilose e etanol.
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Figura 6.2: Representacdo do grafico de calibragdo da glucose para as analises das amostras injetadas

no HPLC.
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Figura 6.3: Representacdo do grafico de calibracdo da xilose para as analises das amostras injetadas no
HPLC.
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Figura 6.4: Representacido do grafico de calibragdo da glucose para as analises das amostras injetadas
no HPLC.
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Anexo V. Ensaio SSF com lamas primdrias diferentes

Foram adquiridas umas lamas primdrias provenientes de uma fabrica
diferente tendo sido caracterizadas para se poder realizar um ensaio em regime semi-
continuo. O aspeto destas lamas era diferente das outras lamas primadrias adquiridas
das diferentes fabricas. A caracterizacdo foi realizada conforme descrito no anexo II

e, os valores encontram-se representados na tabela 6.3:

Tabela 6.3: Valores percentuais da caracterizagdo das diferentes lamas primarias.

Matéria Matéria Hidratos de
Lamas Lenhina Humidade
Orgénica Inorgénica carbono
primarias total (%) (%)
(%) (%) (%)
Fébrica 1 61,5 38,5 58,8 2,6 77,8
Féabrica 2 72,2 27,8 69,1 3,1 57,8
Fébrica 3 83,3 16,7 81,2 2,1 80,3
Fébrica 4 67,6 32,4 49,3 18,3 78,7

Como se pode verificar, o teor de lenhina total é muito elevado quando
comparadas com as lamas primarias das Fabricas 1, 2 e 3, como se encontra
representada na tabela x, onde o teor de lenhina encontra-se entre 2-3%, sendo
normal nas lamas primarias. Nestas lamas o que pode ter acontecido foi a Fabrica 4
ter misturado as lamas primdarias com as lamas secundarias, elevando assim o teor de
lenhina total. Realizou-se um ensaio SSF com estas lamas para verificar o
comportamento quando o teor de lenhina total é tdo elevado. Estes ensaios foram
realizados a temperatura de 38°C, usando a levedura S. cerevisiae ATCC 26602.
Como extrato enzimadtico utilizou-se a NS 22192, com uma carga enzimdtica de 35

FPU/guc e, sem adigdo de solugdo de glucose pura. A figura 6.5 representa a evolugao

da producao de etanol.
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Figura 6.5: Representacido da producdo de etanol ao longo do tempo para o ensaio SSF com as lamas da
fabrica 3, a 38°C.

Como se pode observar a concentracdo méaxima foi de apenas 10 g/L ao fim
das 48 h, o que significa que a utilizagdo destas lamas ndo é nada favoravel para este
processo, uma vez que produz pouca quantidade de etanol. Apds este ensaio, decidiu-
se descartar a utilizacdo destas lamas em ensaios SSF. Com o intuito de guardar estas
lamas colocaram-se dentro de uma camara frigorifica para serem conservadas. Mas
ap6s um determinado tempo, reparou-se que as lamas comecaram a ganhar bolor,

como se encontra representada na figura 6.6.

{ !" »‘ \ L | A \ N -
Figura 6.6: Representagdo das lamas primarias da fdbrica 4 apds terem sido guardadas numa camara

frigorifica.
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