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Resumo

O estudo de novos tipos de energia e seus processos de producdo tem sido encorajada
devido ao elevado consumo energético global. A biomassa lenhocelul6sica, devido a sua
ubiquidade, tem sido alvo de extensos estudos com vista a producdo de aglcares fermentéveis,
produtos intermédios em diversos processos industriais, ou etanol. Adicionalmente, a nivel
industrial, sdo produzidas quantidades elevadas de lamas priméarias que ainda podem ser
reaproveitadas para a obtencdo de produtos com valor acrescentado.

Os processos biotecnoldgicos sdo processos de baixo custo energético e manutencao, o
que os torna especialmente interessantes para aplicagdes e processos industriais. Dentro desses
processos, encontra-se a hidrdlise enzimatica, um processo que recorre a enzimas, como a
celulase, para transformar celulose em glucose, um aclcar fermentavel, e a sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas, ou SSF, um processo que se foca na producdo de bioetanol com
recurso a leveduras, como a levedura Saccharomyces cerevisiae, que consomem 0s acgucares
simples na sua atividade metabdlica.

O principal objetivo deste trabalho foi estudar a viabilidade das lamas primarias,
provenientes de uma fabrica de papel kraft, as quais foram adicionadas fibras recicladas, para a
producdo direta de acucares fermentaveis, através do processo de hidrolise enzimatica e para a
producdo de bioetanol, através da metodologia SSF.

Observou-se que a partir do processo de hidrélise enzimatica, a concentracdo maxima
de glucose obtida para as lamas primarias foi de 15,2 g L%, resultando num rendimento teorico
de hidrdlise de 64,6%. Posteriormente estudou-se a aplicacdo de um tratamento alcalino com
fosfato monopotassico, um agente que permite remover tintas, onde se obteve uma
concentragio de aglcares de 19,6 g L™ ao fim de 24 h de reagéo.

Na metodologia SSF obtiveram-se concentragdes maximas de etanol de 6,2 g L™ para
as lamas primarias sem tratamento e de 6,9 g L™ para as lamas priméarias com tratamento
alcalino, para uma consisténcia de 3% de massa de suspensdo. No entanto, para as lamas com
o0 tratamento mencionado anteriormente, e para uma consisténcia superior, 6%, obteve-se uma

concentragdo méaxima de etanol de 11,8 g L™

PALAVRAS-CHAVE: Agucares fermentaveis, hidrélise enzimética, lamas primérias, matéria
lenhocelulosica, etanol.
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Abstract

The study of new types of energy and their production processes has been encouraged
due to the high global energy consumption. Lignocellulosic biomass, due to its ubiquity, has
been the subject of extensive studies considering the production of fermentable sugars,
intermediate compounds in various chemical processes, and ethanol production. Additionally,
at an industrial level, high quantities of sludge are produced that can still be used to generate
products with greater value.

Biotechnological processes are processes with a low energy and maintenance cost,
which make them especially valued for industrial applications and processes. Within these
processes, enzymatic hydrolysis is a process that uses enzymes, like cellulose, to transform
cellulose into glucose, a fermentable sugar, and simultaneous saccharification and fermentation
(SSF) is a process that produces bioethanol with the utilization of yeasts, like Saccharomyces
cerevisiae, who consume simple sugars for their metabolism to produce ethanol.

The primary objective of this work was to study the viability of the primary sludge,
given by a kraft paper facility, to which were added recycled fibres, for the direct production of
fermentable sugars, by the use of the enzymatic hydrolysis process, and for bioethanol
production, by the use of the SSF methodology.

The maximum sugar concentration observed in the enzymatic hydrolysis, for the
primary non-treated sludge was 15,2 g L%, which represents a theoretical hydrolysis yield of
64,6%. Meanwhile, by applying an alkaline treatment with the aid of monopotassium
phosphate, an additive that allows ink removal, a maximum sugar concentration of 19,6 g L™
was obtained, after 24 h.

In the SSF methodology, the maximum ethanol concentration was 6,2 g L™ for the non-
treated primary sludge and 6,6 g L™ for the treated sludge, both for a mass concentration of 3%.
However, for a higher consistency, 6%, a maximum ethanol concentration of 11,8 g L™ was

obtained for the treated primary sludge.

KEYWORDS: Fermentable sugars, Enzymatic Hydrolysis, primary sludge, lignocellulosic biomass,
ethanol.
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|. Introducao

O sector energético é de elevada importancia para o desenvolvimento humano.
Estatisticas acerca do consumo energético, apresentadas pela British Petroleum (BP), em 2018,
relativo a 2017, mostram os Estados Unidos da América e a China como os dois maiores
consumidores de energia global a nivel mundial, com quotas de 16,5% e 23,2%, respetivamente.
A Portugal, por sua vez, é atribuida a quota mundial de 0,2% (BP, 2018). O desenvolvimento
tecnoldgico tem aumentado lentamente, e, com ele, a necessidade energética também. Por isso,
novas fontes de energia tém sido exploradas com énfase em fontes renovaveis e pouco
poluentes.

A biomassa lenhocelulésica apresenta-se como uma dessas fontes promissoras devido
a sua ubiquidade e abundancia. O seu interesse advém das longas cadeias de aglcares dos seus
compostos, celulose e hemicelulose, que sdo intermediarios em muitas reacfes tanto quimicas
como bioldgicas (Jiang et al., 2016).

A biomassa lenhocelulésica dirigida a produgdo de biocombustiveis pode ser dividida
em trés categorias distintas: residuos agricolas, culturas energéticas e residuos florestais. Os
residuos agricolas sdo “sub-produtos” obtidos de atividades agricolas como, por exemplo, o
carolo do milho e a palha de arroz. As culturas energéticas sdo culturas anuais ou perenes cuja
biomassa é aplicada em processos de producdo de biocombustiveis. Por sua vez, os residuos
florestais sdo “sub-produtos”, obtidos do processamento de arvores, em grande parte ligados a
industrias de processamento de pasta e papel (Loow et al., 2016).

O processo kraft, muito utilizado na inddstria
de pasta e papel, recorre ao uso de hidroxido de sddio
(NaOH), sulfureto de sodio (Na2S), bem como a pH,
temperaturas e pressdes elevadas com o objetivo de

dissolver grande parte da lenhina presente na

biomassa florestal (Bajpai, 2018). Apo6s o
processamento, as fibras (compostas ~ Figura 1 —Saco feito de papel kraft.

maioritariamente por celulose e hemicelulose) formam uma pasta que pode ser utilizada no
fabrico de papel de impresséo e escrita e cartdo para embalamento de produtos (Figura 1). No
entanto, cerca de metade da biomassa € dissolvida na fase liquida, sendo utilizada na producéo
de calor e na regeneracdo de compostos quimicos atraves da sua queima (Przybysz Buzata et
al., 2017). Durante o processamento da fibra, geram-se efluentes, nomeadamente provenientes

das lavagens, que contém fibras. No tratamento primario destes efluentes, estas sedimentam,
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sendo removidas e espessadas, e aplicadas em compostagem, depositadas em aterro ou
incineradas. O reaproveitamento destas lamas primarias (LP) pode ser um ponto crucial para
fomentar o conceito da economia circular, uma vez que podem ser diretamente utilizadas
noutros processos. O problema que se coloca, no entanto, deriva da inconsisténcia dos
parametros fisicos a elas associados, como o teor de matéria inorganica, e a presenca de
compostos contaminantes como metais, tintas e resinas. Por essas razdes, a implementacdo da
valorizacdo das lamas primarias requer estudos intensivos sobre a sua composicao, e eventuais
variacdes, de modo a se poderem aplicar pré-tratamentos econdémicos, flexiveis e de facil
adaptacdo, para a obtencdo de produtos de valor acrescentado (Pelaez-Samaniego e Englund,
2016).

A utilizagdo de combustiveis fosseis e 0 seu impacto ambiental tem H

H H
sido um topico de debate a nivel global. O recurso a biocombustiveis pode H—é—é—O/

diminuir grande parte dos seus efeitos nocivos. O bioetanol (Figura 2), |l| |l|

etanol obtido por processos fermentativos, € um desses biocombustiveis e - Figura 2 — Molécula
pode ser utilizado em conjunto com a gasolina, na forma anidra, como um de etanol (C.HsOH)
aditivo. Por ser um composto oxigenado, a sua adi¢do a combustiveis tradicionais possibilita
uma combustao mais completa, baixando as emissdes de mondxido de carbono (CO) (Demirbas
e Demirbas, 2010).

A obtencdo do bioetanol pode ser feita através da fermentacdo, quer de produtos
alimentares como o milho (bioetanol de primeira geracédo), quer de biomassa lenhocelulésica
(bioetanol de segunda geracdo), em ambos 0s casos ap0s um adequado pré-tratamento das
matérias-primas (Maitan-Alfenas et al., 2015).

Este trabalho pretende dar um contributo para a valorizacéo das LP provenientes de uma
fabrica de producéo de papel kraft, tendo como primeiro objetivo obter agucares fermentaveis
por hidrélise enzimatica. Pretende-se ainda avaliar o potencial do método de sacarificacdo e
fermentacao simultaneas (SSF) com o intuito de se obter diretamente etanol, quantificando os

acucares simples que ndo chegaram a ser fermentados neste processo integrado.
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2. Revisao Bibliografica

De entre 0s recursos naturais que o planeta Terra contém, a biomassa celulésica é 0 mais
abundante e a possibilidade de se tornar uma fonte de energia renovavel em larga escala

incentivou o estudo da utilizagdo deste recurso natural.

2.1 Biomassa lenhocelulésica

A biomassa lenhocelulésica é uma estrutura organica complexa que aglomera cadeias
de celulose e hemicelulose, lenhina e outros componentes como as cinzas e 0s extrataveis. Esta
estrutura evoluiu ao longo do tempo como um elemento de suporte estrutural das arvores de
médio e grande porte e, por essa razdo, ndo se encontra prontamente acessivel como uma fonte
de carbono e energia a maioria dos microrganismos.

A composicao e a estrutura da biomassa lenhocelul6sica apresentam grandes variacfes
que dependem da origem desta matéria-prima. Material obtido a partir da palha de arroz e outros
cereais tém composicao e estrutura diferentes do que o material proveniente, por exemplo, de
lixos municipais. Para além disso, também o material da mesma espécie mas proveniente de
locais diferentes contém alteracdes na sua estrutura e composicdo devido a fatores externos,

como as condi¢Bes meteorolégicas e a composicao do solo.

2.1.1 Celulose

A celulose (Figura 3) é o composto mais abundante da biomassa lenhocelul6sica,
correspondente a 33 — 55% deste material. E um polimero longo, homogéneo e linear cuja
unidade de repeticdo é a celobiose, um dissacarideo formado a partir de duas moléculas de

glucose ligadas entre si por uma ligagéo glicosidica B(1—4) (Volynets et al, 2017).
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Figura 3 — llustracdo da molécula de celulose, cujo monémero é a celobiose, que por sua vez, é
constituida por moléculas de glucose (C¢H1.0¢) (adaptado de Chen, 2014).

Os constituintes celuldsicos (holocelulose, soma da celulose e das hemiceluloses),
incluem trés tipos de estrutura de acordo com o grau de polimerizagdo da cadeia e consequente
solubilizacdo em solucdes. Na a-celulose, as cadeias contém entre varias centenas até milhares
de unidades de repeticdo de glucose. Devido a sua extensdo, estas cadeias ndo so6 sdo insoliveis
em &gua como também dificilmente se solubilizam em solugdes alcalinas e &cidas diluidas. Os
outros dois tipos sdo a B-celulose e y-celulose, também denominados na linguagem industrial
por hemicelulose industrial. As cadeias de B-celulose apresentam um grau de polimerizagédo
inferior a 200 unidades e conseguem ser solubilizadas em soluc@es acidas diluidas, enquanto as
cadeias de y-celulose contém menos de 10 unidades de glucose e facilmente sdo sollveis em
agua (Chen, 2014).

A linearidade das cadeias celul6sicas expde os grupos hidroxilo da cadeia o que
favorece a interligacdo de cadeias celuldsicas por pontes de hidrogénio. A estrutura
supramolecular da celulose contém duas zonas distintas: a zona amorfa e a zona cristalina, a
qual provém da compactacdo das fibras de celulose que formam pontes de hidrogénio entre
grupos hidroxilo de cadeias celul6sicas distintas (Chen, 2014).

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose é outro constituinte da biomassa lenhocelul6sica e encontra-se ligada a
agregados de cadeias de celulose (fibrilas) por pontes de hidrogénio. A sua estrutura amorfa
advém de serem polimeros de baixo grau de polimerizagéo e ramificados.

Os polimeros que constituem as hemiceluloses sdo cadeias que contém pentoses (xilose
e arabinose), hexoses (manose e galactose) e acidos uronicos. A xilose € 0 monémero em maior
guantidade na xilana — polimero de xilose, funcionando como o esqueleto desta hemicelulose,

a qual se ligam lateralmente &cidos urdnicos, grupos acetilo, entre outros. Os restantes
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monomeros podem ainda interligar-se entre si formando as glucomananas (ligacdo entre
unidades de glucose e manose) e as galactomananas (ligagéo entre unidades de galactose e
manose) (Chen, 2014). Dependendo do tipo de biomassa lenhocelul6sica, a constituicéo
monomeérica das hemiceluloses apresenta algumas varia¢@es. Tipicamente, as hemiceluloses de
hardwoods, arvores folhosas, sdo ricas em xilanas e as hemiceluloses de softwoods, arvores
resinosas, contém predominantemente galactoglucomananas (Olofsson et al., 2008).

As cadeias das hemiceluloses sédo significativamente mais curtas que as da celulose
contendo um maximo de 200 mondmeros em cada cadeia. Este nimero reduzido de monémeros
estd associado a complexidade deste polimero, sendo um fator determinante na solubilizacédo
destes componentes em meios &cidos (Chen, 2014).

As hemiceluloses sdo parcialmente responsaveis pelo aumento da resisténcia a
degradacdo enzimatica devido ao entrelacamento com a lenhina e as fibrilas de celulose. No
entanto, € geralmente aceite que a funcdo primaria da hemicelulose é a de contribuir para a

estrutura da parede celular e a de regular o desenvolvimento das células vegetais.

2.1.3 Lenhina

Sendo o segundo componente mais abundante da madeira, a lenhina destaca-se pela sua
complexidade. A lenhina (Figura 5) é um polimero organico ndo linear constituido
maioritariamente por trés monémeros, derivados do alcool cumarilico, do alcool coniferilico e
do alcool sinapilico. Todos os mondmeros sao constituidos por um grupo fendlico ligado a um
alcool propilico, sendo a lenhina um polimero de fenilpropano. No entanto, o alcool coniferilico
contém um grupo metoxilo (-OCHj3) enquanto o alcool sinapilico contém dois (Mu et al., 2018)
(Figura 4).

/ - N\,
/ Monémeros °" OH OH \
e = e
OCHjs H3;CO OCH3;
OH OH OH
\ Alcool Cumarilico Alcool Coniferilico Alcool Sinapilico /./’

Figura 4 — Mondmeros principais da lenhina (adaptado de Mu et al., 2018).
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Tal como nas hemiceluloses a proporcéo destes trés mondémeros permite distinguir o
tipo de biomassa lenhocelulésica. A madeira de softwoods apresenta uma maior quantidade de
alcool coniferilico, enquanto a madeira de hardwoods contém uma mistura de alcool
coniferilico e alcool sinalipico e a biomassa das outras plantas contém uma mistura mais
equilibrada dos trés mondémeros (Mu et al., 2018).

A principal fungdo bioldgica da lenhina é a da protecdo dos restantes componentes da
biomassa lenhocelulésica, principalmente dificultar a atividade enzimatica de certos
microrganismos, envolvendo a celulose e as hemicelulases e conferindo rigidez a estrutura
lenhocelulésica. Por essa razéo, ao nivel de processos biotecnoldgicos que envolvem o uso de
enzimas, a biomassa lenhocelulésica tem que ser previamente tratada de modo a reduzir o

impacto da lenhina no processo enzimético (Chen, 2014).
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Figura 5 — Representacéo ilustrativa da microestrutura da lenhina de resinosas com os grupos metoxilo
(-OMe) (adaptado de Chen, 2014).
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2.2 Preparacao da biomassa

Se se pretende produzir agtcares e/ou outros produtos de valor acrescentado a partir da
biomassa lenhocelul6sica, é necessario comecar por prepard-la. Ao contrario do amido nos
produtos alimentares, e.g. cereais, 0s proprios compostos da biomassa lenhoceluldsica
constituem obstaculos para a sua degradacao por via biologica.

De modo a tornar o processo de hidrolise enzimatica mais eficaz, é necessario introduzir
um processo, denominado de pré-tratamento, cujo propoésito é alterar a estrutura da biomassa
lenhoceluldsica a fim de facilitar a digestdo da celulose (Olofsson et al., 2008).

O estudo de varios mecanismos, metodologias e processos de pré-tratamento é muito
extenso e, a nivel industrial, necessario pois o pré-tratamento chega a contribuir com mais de
40% dos custos totais do processo (Bhutto et al., 2017). Contudo, o estudo de métodos de pré-
tratamento é feito considerando que a matéria-prima a utilizar é a original, p.e., quando é
utilizada a madeira proveniente diretamente das arvores. No caso do aproveitamento de lamas
primarias, a madeira ja passou por um ou mais tipos de transformacdes (quimica, fisica ou
bioldgica). Por essa razdo, em estudos sobre reciclagem de fibras considera-se que as fibras ja
se encontram disponiveis a serem utilizadas (Azevedo et al., 2019).

Apesar disso, € de grande interesse fazer uma breve revisdo tedrica sobre quais 0s tipos
de pré-tratamentos mais relevantes, bem como quais os obstaculos que a propria matéria-prima

obriga a contornar.

2.2.1 Tipos de pré-tratamentos

Como j& foi referido na seccdo 2.1, a biomassa lenhocelulésica € constituida
maioritariamente por celulose, lenhina e hemicelulose. No entanto, a composicao da biomassa
varia ndo s6 consoante a espécie, como também depende das prdprias condicbes de crescimento
e maturagio que a arvore teve (Sindhu et al, 2016). E por esta razdo que o estudo dos pré-
tratamentos é tdo extenso, pois ndo existe um pré-tratamento que produza sempre os melhores
resultados para todas as espécies de biomassa lenhocelulésica. No entanto, quando
acompanhados por estudos de caracterizacdo do material, permitem retirar varias conclusfes
logisticas, econdmicas e energéticas. Os pré-tratamentos encontram-se divididos em trés

grandes grupos: os pre-tratamentos mecanicos, os fisico-quimicos e os biologicos.
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2.2.1.1 Pré-tratamentos mecanicos

Os métodos mecanicos focam-se na quebra da ultraestrutura da biomassa, focando-se
no aumento da &rea de superficie livre e volume dos poros, bem como na diminuigdo da zona
cristalina da celulose e do seu grau de polimerizacéo.

A moagem (Figura 6) € um método mecanico que é utilizado
com relativa facilidade como pré-tratamento antes da hidrolise
enzimatica, e é frequentemente associado com outros tratamentos

fisico-quimicos. O material ¢ moido, reduzindo o seu tamanho,

aumentando significativamente a area de superficie livre e diminuindo LS
0 grau de polimerizacao da celulose (Taherzadeh e Karimi, 2008). Figura 6 —llustragdo de
um moinho de martelos.
Outro método bastante estudado é o da irradiacdo. A biomassa
¢ exposta a raios gama ou feixes de eletres que provocam a quebra de ligacdes internas,
principalmente afetando a estrutura cristalina da celulose, facilitando o processo de hidrolise.
Salienta-se que, quanto maior for a energia incidida na biomassa menor serd o nivel de
cristalinidade da celulose resultante (Taherzadeh and Karimi, 2008).
Apesar destes métodos serem eficazes, sdo métodos que requerem elevadas quantidades

de energia e ndo sdo capazes de remover a lenhina da biomassa lenhocelulésica.

2.2.1.2 Pré-tratamentos fisico-quimicos

Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo 0s mais utilizados (a seguir a reducdo de
tamanho) devido a sua eficiéncia e rapidez no tratamento da biomassa lenhocelulésica. Estes
focam-se mais na separacdo da lenhina e da hemicelulose, embora alguns sejam capazes de
remover também parte da celulose.

O tratamento por steam explosion passa por submeter a biomassa a pressdo e a
temperatura elevadas (entre 160 e 260°C) seguindo-se uma descompressao rapida. Este
processo solubiliza os mondmeros da hemicelulose e altera a estrutura da lenhina, separando
estes componentes da celulose. Este processo pode ser ainda catalisado recorrendo a diéxido de
enxofre (SO2) ou &cido sulfdrico (H2SOa4) (Volynets et al, 2017).

Outro processo muito utilizado € o tratamento com recurso a acido diluido. A utilizagéo
de acido sulfurico, acido fosférico (HsPOs) ou outros acidos organicos, solubiliza a
hemicelulose, separando-a dos restantes compostos. No entanto, devido a acdo do meio &cido

alguns dos acucares degradam-se quimicamente e formam inibidores como o furfural
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(degradacdo de pentoses) e o hidroximetilfurfural (degradacdo de hexoses). Apesar disso, a
digestdo da celulose no subsequente processo de hidrélise enzimatica é elevada, podendo ser
total (Volynets et al, 2017).

O uso de reagentes alcalinos, como o hidréxido de sodio (NaOH), o hidroxido de calcio
(Ca(OH)2) ou 0 amoniaco (NHs) remove a lenhina e partes das hemiceluloses, o que melhora
significativamente a acessibilidade das enzimas a celulose. Este processo pode ser feito a
temperaturas baixas mas o tempo de reacdo € superior a outros tratamentos (Volynets et al,
2017).

Como a eficiéncia destes métodos é elevada e o seu tempo de operacéo € relativamente
curto, estes métodos tém sido aplicados industrialmente. No entanto, estes métodos sdo muito

agressivos e também consomem reagentes adicionais, 0 que aumenta 0s gastos econémicos.

2.2.1.3 Pré-tratamentos biologicos

Os preé-tratamentos bioldgicos fazem uso da atividade de microrganismos para degradar
compostos da biomassa lenhocelulosica.

Alguns fungos (white rot fungi, por exemplo
— Figura 7) sdo capazes de produzir peroxidases (E.C.
1.11.1.7), que sdo enzimas capazes de degradar a
lenhina por reacdes de oxidagdo-reducdo. Outros

microrganismos sdo capazes de produzir lacases (E.C.

1.10.3.2), outro tipo de oxidoredutases que contém
cobre como co-factor. Estas enzimas atuam  Figura 7 — White rot fungi no tronco de
sinergisticamente com as peroxidases quebrando Umaarvore (Joseph OBrien, USDA Forest
ligacbes dos grupos fendlicos da lenhina (Sindhu et Service, Bugwood.org).
al, 2016).

Estes tratamentos tém um baixo custo energético e 0 seu uso complementa outros
métodos de pré-tratamento pois ndo gera inibidores, nem recorre ao uso de compostos quimicos
(Volynets et al, 2017). Para além disso, estes tratamentos também ndo libertam compostos
toxicos para o meio ambiente nem produzem efluentes durante a operagéo (Bhutto et al., 2017).
Apesar destas vantagens, estes tratamentos ndo séo considerados vidveis. Estes tratamentos tém
tempos de operagdo muito longos, de dias a semanas, que afetam diretamente a produtividade
do processo global e requerem um local amplo para a sua atuacéo, o que afeta diretamente a

economia do processo (Bhutto et al., 2017). Para além disso, como estes processos estdo
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relacionados com a atividade metabolica dos microrganismos, parte dos agucares s&o
consumidos pelos microrganismos para 0 Seu crescimento. Este consumo resulta em

rendimentos mais baixos quando comparados com outros tipos de pré-tratamentos.

2.2.2 Complexidade da biomassa lenhocelulésica

A biomassa lenhoceluldsica € um composto organico complexo que tem evoluido ao
longo do tempo a fim de se adaptar as adversidades do meio que arvores e outras plantas tém
de suportar. Assim sendo, apresenta varias resisténcias que dificultam a sua degradacao por
atividade enzimética dos microrganismos, afetando negativamente a eficiéncia de processos
biologicos.

A estrutura supremolecular da celulose na
biomassa comeca nas chamadas fibrilas
elementares de celulose (~3 nm) que se associam
em grupos de quatro, formando uma fibrila de
celulose (~12 nm). E & superficie dessas fibrilas
que a hemicelulose se liga, em monocamada,

através de pontes de hidrogénio. Por sua vez,

quatro  fibrilas associam-se formando as

Hemicelulose

microfibrilas de celulose (25x25 nm). A lenhina

Celulose

forma ligagGes covalentes com a hemicelulose, Figura 8 — Microestrutura da biomassa
envolvendo as microfibrilas e conferindo rigidez  lenhocelulésica (adaptado de Brandt et al.,
a biomassa — Figura 8. (Chen, 2014). 2013).

Para a hidrolise enzimatica ser eficaz, é necessario aumentar a area de contacto entre a
celulose e as enzimas presentes no meio reativo. A area de superficie pode ser entdo classificada
em interna e externa. A area de superficie interna esta associada ao volume dos poros da
microestrutura e ao espago vazio resultante do enrolamento das fibras elementares de celulose.
A area de superficie externa, por sua vez, diz respeito ao formato e tamanho das particulas.

A utilizacdo de &gua ou outros solventes polares provoca o inchaco das fibras,
aumentando significativamente a area interna. Por outro lado, a secagem das fibras pode resultar
na contragdo dos poros, reduzindo a area de superficie e, consequentemente, dificultar a
hidrolise enzimatica (Taherzadeh e Karimi, 2008).

Correlacionada com a area de superficie, a cristalinidade da celulose pode ser um fator

importante para a hidrolise enzimatica. Cerca de dois tercos da celulose encontra-se numa forma
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cristalina, uma zona ordenada e compacta, onde existe muito pouco espaco entre fibrilas e o
volume dos poros é muito reduzido. Por sua vez, a restante celulose encontra-se numa forma
denominada amorfa, onde a area de superficie interna é muito superior. Devido a esta diferenca
de areas, tem sido sugerido que a hidrolise enzimatica se inicia pela zona amorfa, seguindo-se
posteriormente a hidrélise mais lenta da zona cristalina (Taherzadeh e Karimi, 2008).

Devido as pontes de hidrogenio formadas entre a hemicelulose e a celulose, a area
superficial externa da celulose é reduzida significativamente. No entanto, a hemicelulose pode
ser hidrolisada pela acdo de hemicelulases, que sdo normalmente incluidas nas misturas
enzimaticas comercialmente disponiveis, como a Cellic CTec2™,

A lenhina, contudo, é mais dificil de remover. Ao contrario dos outros dois
componentes, a lenhina é hidrofébica e, como os envolve, impede o inchaco das fibras e
fortalece a macroestrutura da celulose. E por esta razao que se admite que a lenhina é a principal
causa para a recalcitrancia da biomassa lenhocelulosica. A remocdo da lenhina é o fator
principal para 0 aumento da eficiéncia da hidrolise enzimatica pois a sua remogao expde grande
parte dos poros da celulose, bem como zonas sem hemicelulose. No entanto, em alguns casos
a lenhina dissolvida é referida como um inibidor de algumas enzimas hidroliticas, como as

celulases, as xilanases e as glucosidases (Taherzadeh e Karimi, 2008).

2.3 Hidrodlise Enzimatica

A hidrolise é um tipo de reacdo quimica em que um composto é dividido pela adicdo de
moléculas de agua. As ligacdes glicosidicas presentes na maioria dos polissacarideos sdo
ligagBes que podem ser sujeitas a hidrolise.

O processo de hidrélise enzimatica, com enfoque na producdo de agUcares, é também
denominado de sacarificacdo na literatura. Para o material lenhoceluldsico, os agucares
produzidos mais conhecidos sdo a glucose e a xilose, que sdo produtos intermediarios na
obtencéo de alcoois, como o etanol, e adocantes, como o xilitol e sorbitol.

O mecanismo de hidrolise enzimatica da celulose pode ser dividido em trés passos
sequenciais. O primeiro consiste na adsorcao das celulases, que se encontram no meio liquido,
a celulose. O segundo consiste na biodegradacdo da celulose por parte das enzimas, originando
acucares simples como, por exemplo, a celobiose. O Ultimo passo consiste na desadsorcéo das
celulases e o seu retorno para o meio liquido (Taherzadeh e Karimi, 2008). E devido a este
mecanismo que a introdugdo de um processo de pré-tratamento € de elevada importancia para

a acessibilidade das enzimas ao material lenhocelulésico.
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A sacarificacdo por via bioldgica recorre ao uso de enzimas, catalisadores bioldgicos,
que aceleram reacdes bioquimicas. Para melhorar o efeito destes catalisadores, o processo deve
ter em conta as condicOes 6timas das enzimas a fim de otimizar o processo de global producéo.

2.3.1 Enzimas

As enzimas sdo proteinas que catalisam reagdes quimicas que ocorrem na célula. Estas
estdo presentes em organismos Vvivos, e destacam-se pela sua especificidade, sendo divididas
em 6 categorias de acordo com 0 seu potencial catalitico. Essas categorias sdo, as
oxidorredutases (classe 1), que catalisam reacOes de oxidacdo-reducéo, as transferases (classe
2), que transferem grupos quimicos entre compostos, as hidrolases (classe 3), que catalisam
reacOes de hidrolise, as liases (classe 4), que quebram ou formam ligacGes quimicas por
processos diferentes das hidroliticas, as isomerases (classe 5), que catalisam a transformacao
de um composto no seu isémero e as ligases (classe 6), que promovem ligacGes entre
compostos, normalmente por condensagéo.

As celulases sd@o um tipo de hidrolases que hidrolisam as ligagdes p(1—4), presentes
nas cadeias de celulose, e identificam-se em trés tipos diferentes, as exo-1,4-B-D-glucanases
(EC 3.2.1.91), que hidrolisam a partir dos grupos localizados nas extremidades das cadeias, as
endo-1,4-p-D-glucanases (EC 3.2.1.4), que hidrolisam o interior das cadeias aleatoriamente e
as B-glucosidases (EC 3.1.1.21) que sdo responsaveis por separar os monomeros de celobiose,
obtendo-se a glucose como produto (Volynets et al, 2017).

Neste trabalho foi utilizado um extrato enzimatico, Cellic CTec 2™, fornecido pela
empresa Novozymes™, que consiste numa mistura de celulases e hemicelulases. A presenca
de hemicelulases na mistura promove a hidrolise das hemiceluloses o que, por sua vez, ndo s
expde mais a celulose a acdo das celulases como também liberta pentoses e hexoses, que sdo
acucares redutores e fermentéaveis. Segundo a folha de especificacBes da mistura Cellic CTec
2™ o pH 6timo encontra-se compreendido entre 5,0 e 5,5 enquanto a temperatura 6tima de

operacdo situa-se entre 0s 45 e 50°C.

12



Producdo de acUcares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

2.4 Fermentacao

A capacidade de utilizar e transformar energia é uma das caracteristicas fundamentais
dos sistemas vivos. Essa capacidade advem da atividade metabolica, o conjunto de reacfes
quimicas que ocorrem no interior das células, que consome e liberta energia atraves da atividade
biossintética, anabolismo, e da degradacdo de moléculas, catabolismo.

Parte da energia libertada é aprisionada sob a forma de energia quimica para
posteriormente ser utilizada nas diversas atividades celulares. A maioria da energia libertada
provem de reacGes de reducdo-oxidacdo, sendo o composto redutor aquele que fornece energia
ao composto oxidado. Quanto mais reduzido estiver o composto (maior carga negativa), nao s
contém mais energia como maior € a sua tendéncia a fornecer eletrdes (Mendes Faia e Torres
Castro, 1998).

Os organismos podem ser classificados como quimioheterotroficos ou
qguimioautotroficos se 0 seu processo metabdlico parte de reacdes de reducao-oxidacao e usam
como fontes de eletrdes compostos organicos ou inorganicos, respetivamente. Por outro lado,
se captam energia eletromagnética da luz e usam como fontes de eletrdes compostos organicos
ou inorganicos, classificam-se como fotoheterotroficos ou fotoautotroficos.

A fermentacdo é um processo metabolico intrinseco a todos 0s seres vivos e consiste
em reacOes de reducdo-oxidagdo onde tanto o dador como o recetor de eletrGes sdo ambos
COmMpOostos organicos.

No caso da fermentacdo alcodlica, parte da energia produzida é armazenada em ligac6es
de elevado potencial quimico nas moléculas de adenosina-trifosfato (ATP), produzindo-se 2
ATP’s por mole de glucose fermentada.

Da fermentacdo alcodlica da glucose (CsH120s) resulta em duas moles de diéxido de

carbono (COz2) e duas moles de etanol (C2HsOH), representada na equagéo (1).

CoHy,05 = 2C,HsOH + 2C0, (1)

Nas reacoOes de glicolise, o dinucleétido de nicotinamida e adenina (NAD™) é reduzido
aNADH + H". Uma vez que as células contém um nimero limitado deste composto, a oxidacgao
de glucose seria completamente interrompida caso todos os NAD™ fossem reduzidos. Para
evitar tal ocorréncia, o NADH reduz o acetaldeido, originando etanol e regenerando o NAD".

Para as leveduras capazes de iniciar os processos de fermentacdo alcodlica, 0 seu
metabolismo produz duas moles de ATP que € essencial para 0 seu crescimento, no entanto,

sdo produzido etanol e didxido de carbono, que sdo produtos de valor acrescentado para
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processos industriais (como a producdo de vinho e producdo de pdo) (Mendes Faia e Torres
Castro, 1998).

2.4.1 Sacarificacao e Fermentacao Simultaneas (SSF)

A fermentacdo de hidratos de carbono é normalmente utilizada em processos de
producdo e comercializagdo de etanol uma vez que € um processo econémico ou amigo do meio
ambiente (Wang et al., 2012).

Tal como o proprio nome indica, 0 processo de SSF é um processo biotecnolégico onde
0s processos de hidrolise enzimatica e fermentacdo ocorrem em simultaneo e a ideia foi
patenteada por William Frederick Gauss, Shuzo Suzuki e Motoyoshi Takagi a 20 de Setembro
de 1974 (US3990944).

A implementacdo do processo de SSF requer especial atencdo a certos fatores sendo a
temperatura de operacdo o ponto mais importante para o processo de SSF. Em geral, a
temperatura 6tima das celulases no processo de hidrolise enzimética da celulose ronda os 50-
55°C. Por seu turno, a temperatura 6tima das estirpes de levedura ou bactérias situa-se perto
dos 35°C para a fermentacdo. A esta temperatura a quantidade de agucares produzida pelas
enzimas, ndo sé é muito inferior, como acaba por se tornar a reagdo mais lenta. Por essa raz&o,
usa-se no SSF uma temperatura intermédia onde a reacdo de hidrélise seja 0 mais rapido
possivel sem pdr em causa a integridade dos microrganismos.

A carga inicial de substrato é também de elevada importancia em processos de SSF. A
utilizacdo de elevadas cargas iniciais de substrato ndo s6 dificulta a transferéncia de calor e
massa da mistura como também aumenta a concentracdo de inibidores formados pelos
tratamentos aplicados. No entanto, uma maior quantidade de substrato também leva a uma
maior quantidade de etanol no final do processo. Para contornar estes problemas, pode-se optar
por uma estratégia fed-batch onde o substrato vai sendo carregado em determinados intervalos
de tempo. Esta estratégia reduz o impacto de inibidores e o efeito da lenhina é reduzido
significativamente.

Na producdo de etanol, apesar desta estratégia alcancar elevadas producées, o tempo de
reagdo também é muito elevado, obtendo-se velocidades de producéo inferioresa 1 g L™t ht.
Por esta razdo, a implementacéo desta estratégia carece de um estudo de otimizagédo prévio a

fim de tornar a producdo de etanol economicamente viavel (Wang et al., 2012).
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3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

A metodologia utilizada neste trabalho encontra-se dividida em quatro fases distintas
sendo elas a caracterizacdo da matérias-primas, a hidrdlise enzimatica, a sacarificacdo e
fermentacdo simulténeas, e a quantificagdo dos produtos.

Nesta seccgdo, antes de se relatar o procedimento utilizado durante este trabalho, é

descrita a matéria-prima, a celulase e a levedura utilizada.

3.1.1 Material Lenho-celulosico

A biomassa lenho-celulésica utilizada no decorrer deste trabalho foi cedida pela
Europac™ de Viana do Castelo, uma empresa dedicada ao fabrico de embalagens de papel e
cartdo. Esta empresa utiliza como matéria-prima fibra virgem celuldsica a qual é adicionada
papel e cartdo reciclado.

A biomassa lenhocelulésica utilizada neste trabalho tinha por base cerca de 75% fibras
de pinheiro (Pinus pinaster) e cerca de 25% fibras de eucalipto (Eucalyptus globulus). A
primeira matéria-prima, denominada neste trabalho como ‘fibra virgem’ (FV), era constituida
apenas por esta mistura de fibras e foi utilizada como referéncia durante todo o processo
reacional em estudo. A segunda matéria-prima e principal alvo de estudo, constituem lamas
primarias de um processo de cozimento (fibras perdidas p.e. ao longo de processos de lavagem
e recolhidas apds o sedimentador primario de efluentes. Para além da base de fibras celulésicas,
continham também diversas fibras recicladas e varios produtos a elas associados, provenientes
de outros processos ndo seletivos de recolha e reciclagem, e distintos das fibras lenhocelulésicas
(encontrou-se esferovite, plasticos, fibras téxteis e ainda vidros). Este material foi denominado
neste trabalho por ‘lamas compostas’ (LC).

Uma vez que a base da biomassa lenhoceluldsica era composta maioritariamente por
fibras de pinheiro, ambas as matérias-primas foram tratadas como softwoods durante todo o

estudo aqui relatado.
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3.1.2 Celulase Cellic CTec 2™

Classificam-se como hidrolases todas as enzimas que catalisam a cissdo de ligacoes
quimicas com recurso a moléculas de gua. As celulases sdo entdo um tipo de hidrolases que
quebram as ligacdes glicosidicas f(1—4) presentes na celulose.

Sdo conhecidos trés tipos de celulases, as exo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.91) que
quebram as ligacdes partindo do final das cadeias, as endo-1,4--D-glucanases (EC 3.2.1.4) que
quebram aleatoriamente ligacfes no interior da cadeia celul6sica, e as B-glucosidases (EC
3.1.1.21) que sdo responsaveis por hidrolisar celobiose e oligomeros mais curtos produzindo
glucose (Volynets et al, 2017).

Segundo a ficha técnica, disponibilizada pela Novozymes™, a celulase Cellic CTec 2™
caracteriza-se por uma mistura de celulases e hemicelulases. A vantagem da sua utilizacdo esta
na elevada atividade enzimatica, bem como poder ser utilizada em diversas matérias-primas de
origem celuldsica. Em estudos feitos pela empresa, o pH 6timo de operacdo situa-se entre 0s

4,5 e 5,5, enquanto a temperatura 6tima de operacao encontra-se perto dos 50 °C.

3.1.3 Levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602™

Para a biossintese de etanol, os acUcares obtidos a partir da hidrélise enzimatica tém de
ser fermentados. Essa fermentacdo é normalmente feita através da atividade metabdlica de
culturas etanologénicas de leveduras ou bactérias.

As leveduras sdo microrganismos unicelulares
eucariontes e pertencem ao reino Fungi. Apesar das
leveduras serem capazes de obter energia por respiracéo,
consumindo o oxigenio presente no meio, a sua atividade

metabolica mais interessante € a fermentacdo alcodlica,

)

incentivada pela auséncia, ou limitacdo, de oxigénio e ) -
Figura 9 — Levedura Saccharomyces

produzindo etanol.
. . cerevisiae (Murtey e Ramasamy, 2016).

Neste trabalho foi utilizada a levedura
Saccharomyces cerevisiae (Figura 9) encomendada a partir da American Type Culture
Collection. E uma cultura anaerobica facultativa e a temperatura ideal de operago situa-se nos

30°C.
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3.2 Caracterizagcdo das matérias-primas

A caracterizacdo das matérias-primas foi feita a partir de protocolos propostos pela
National Renewable Energy Laboratory (NREL) especificamente para a quantificacdo de
hidratos de carbono e de lenhina presente nas matérias-primas.

Iniciou-se por medir a secura da biomassa. Para tal, pesaram-se quantidades de ambas
as matérias-primas em recipientes de aluminio que, de seguida, foram colocadas numa estufa a
105°C durante, 12 h. Apds decorrido esse tempo, as amostras foram colocadas num exsicador,
a fim de arrefecerem sem absorverem vapor de agua, e posteriormente pesadas. A secura foi

calculada seguindo a equagéo (1).

m
Securq = ——2— (D)

Mpumida

Ap0s obtida a secura do material, colocaram-se pequenas amostras em varios cadinhos
para a determinacdo do teor de cinzas. Depois de pesadas as quantidades de material, 0s
cadinhos foram colocados numa mufla e submetidos a uma temperatura de 575°C durante 12h.
Em seguida, as amostras foram colocadas num exsicador para arrefecerem. O teor de cinzas foi

calculado utilizando a equagéo (2).

m 0
Cinzas (%) = —2>C

x 100 (2)

mseca

Para a determinacdo do teor de lenhina, o material seco foi moido e peneirado até se
obter amostras de matéria-prima cujo tamanho de particulas estivesse compreendido entre 0,18
e 0,81 micrometros. Essas amostras foram depois sujeitas a uma hidrolise acida com acido
sulfurico a 72% (m/m) e a uma temperatura de 30°C durante 1 hora e, posteriormente, a outra
hidrolise acida com &cido sulfurico a 4% (m/m) e a uma temperatura de 121°C durante mais 1
hora.

Concluido o processo, as amostras foram filtradas, com recurso a um sistema de
filtracdo associado a uma bomba de vacuo, separando a fase solida do hidrolisado. A fase sélida
foi pesada e colocada numa estufa a 105°C até ao dia seguinte a fim de determinar o teor de
lenhina insoluvel. Entretanto foram colocadas amostras dos hidrolisados em tubos de ensaio e

foi feita a leitura da absorvancia, levando essas amostras a um espectrofotometro UV-vis, a 205
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nm de comprimento de onda e em cuvetes de quartzo de modo a calcular o teor de lenhina

soluvel.
m sy
Lenhina insoltvel (%) = —=2° % 100 3)
seca
% X Fator de Diluigao
Lenhina solavel (%) = x 100 (4)
mseca
Lenhina total (%) = Lenhina insoltvel (%) + Lenhina solivel (%) (5

O teor de hidratos de carbono foi calculado de duas formas. A primeira, a mais rapida,
foi feita pela subtracdo para 100 do teor de lenhina total e do teor de cinzas — Eq. (6).

Hidratos de Carbono (%) = 100 — Lenhina (%) — Cinzas(%) (6)

A segunda forma recorreu a uma estimativa com recurso ao processo de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Uma vez que a hidrolise quimica recorreu a um &cido forte,
0 pH dos hidrolisados obtidos foi muito baixo (pH inferior a 1), pelo que se recorreu a uma
neutralizacdo dos hidrolisados utilizando carbonato de célcio, CaCO3, a fim de elevar o pH da
solucéo para entre 5 e 6.

Depois de obtido um pH dentro desse intervalo para cada hidrolisado, deixou-se
repousar durante varias horas para deixar o precipitado sedimentar, retirando-se o sobrenadante
para um tubo Eppendorf, que prosseguiu para a analise por cromatografia.

As andlises cromatograficas recorreram ao uso de duas colunas distintas. A primeira, a
coluna Rezex™ RPM-Monosaccharide, cuja resina contém ides Pb?* e a segunda, a coluna
Rezex™ ROA-Organic Acid, cuja resina contém ides H*. Foi necessaria a utilizacdo de ambas
as colunas devido aos tempos de retencéo coincidentes de alguns aclcares simples, e, também,
devido a segunda coluna permitir identificar facilmente o etanol presente, para o caso da
sacarificacdo e fermentacao simultaneas.

Obtidas as concentragdes dos acgUcares simples, admitiu-se que toda a glucose provinha
apenas de celulose, enquanto os restantes aglcares (arabinose, xilose, manose e galactose)

pertencem a hemicelulose.
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3.2.1 indice Kappa

O teor de lenhina obtido na caracterizacdo das matérias-primas revelou-se elevado e,
por essa razao, sentiu-se a necessidade de se confirmar esse valor. Para tal, decidiu-se fazer um
teste sobre o indice kappa da fibra virgem. Uma vez que é um teste iterativo, &€ necessario repetir
varias vezes até se obter um valor significativo.

Num copo de 400 mL, introduziu-se 150 mL de &gua destilada e uma quantidade de
fibra virgem, e colocou-se 0 copo num banho termostéatico a 25°C. Noutro copo foram pipetados
20 mL de uma solucéo de permanganato de potassio a 0,01 M e 20 mL de acido sulfdrico a 2
M que foi depois vertido para 0 primeiro copo agitando-se este, com a ajuda de um agitador
mecanico, durante 10 min de forma a promover a oxidacdo da lenhina presente na matéria-
prima.

No final desse tempo adicionaram-se 10 mL de iodeto de potassio a 1 M no intuito de
parar a reacdo de oxidacao e procedeu-se a titulagdo com tiossulfato de sddio a 0,05 M usando-
se indicador de amido. Repetiram-se ensaios até que o volume de tiossulfato de sddio utilizado
na titulacdo fosse préximo de 10 mL sendo alterada a quantidade inicial de matéria-prima em

cada iteracdo. O valor do indice kappa é calculado segundo a formula (7).

- Cxd %)
Mgeca
[Na,S,0;]
C:O,SX(Vb—Vt)Xm ©

Sendo C calculado segundo a formula apresentada em (8), onde Vy € o volume titulado
no ensaio de branco e Vi é o volume titulado do ensaio com matéria-prima. Uma vez que a
molaridade de tiossulfato de sddio € 5 vezes superior a de permanganato de potassio, a razao
[Na2S203]/(5X[KMnO4]) é igual a 1. J& d é um fator de correcdo que depende do valor de C
sendo igual a 1 quando C é igual a 5. A metodologia para o célculo do indice kappa encontra-

Se N0 anexo A.
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3.2.2 Fibra virgem lavada e extraida

Devido ao elevado teor de lenhina obtido na caracterizacdo decidiu-se proceder a
lavagem da fibra virgem e, também, submeté-la a um processo de extracdo utilizando &gua e
etanol como solventes.

Para a lavagem, colocaram-se aproximadamente 300 g de fibra virgem num copo,
juntou-se 1 L de &gua morna mexendo-se vigorosamente durante alguns minutos e, depois,
filtrou-se o material. Repetiu-se este processo mais duas vezes, utilizando-se 3 L de agua no
total. De seguida procedeu-se a caracterizacdo da matéria-prima segundo a metodologia descrita
na seccao 3.2.

Para 0 processo de extracdo pesou-se cerca de 10 g de fibra virgem lavada, para cada
amostra, que foram colocadas num soxhlet ligado a um bal&o de ebuli¢do e a um condensador.
Foram medidos e colocados cerca de 190 mL de solvente em cada baldo e utilizou-se agua fria
no condensador. O procedimento durou entre 4 a 6 horas. Em seguida, colocaram-se os bal6es
de ebulicdo com o solvente na estufa a 105°C durante a noite e, no dia seguinte, pesaram-se 0s
extratos obtidos para cada amostra. Procedeu-se a caracterizacdo destes extratos segundo a
metodologia descrita na seccao 3.2, exceto a determinacdo da secura devido a escassez da fibra

virgem lavada e extraida.

3.2.3 Tratamentos as lamas compostas

O tratamento as lamas compostas exigiu um maior esforco devido ao elevado nimero
de compostos presentes nas lamas. Por isso, utilizou-se 0 processo de extragdo com recurso a
diclorometano (solvente polar com baixo ponto de ebuli¢do) e acetona (solvente comum apolar)
e decidiu-se, ainda, aplicar um tratamento alcalino de hidréxido de s6dio mais aditivos (fosfato
dissodico e fosfato monopotassico) no intuito de remover tintas e ides metalicos da matéria-
prima.

O método de extracdo utilizado foi similar ao apresentado na seccdo 3.2.2, apenas
alterando os solventes utilizados de agua e etanol para diclorometano e acetona.

O tratamento alcalino fez-se a uma consisténcia de 3%, ou seja, em cada 100 g de
mistura 3 g eram lamas secas. Pesando-se 10 g de massa seca necessitou-se de 333 mL de agua
(sendo admitida a massa especifica da agua igual a 1 kg L) para satisfazer a consisténcia

necessaria.
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m
Consisténcia (%) = ————x 100 9

suspensio

O hidroxido de sodio é uma base forte e barata, dai a sua opcéo para este tratamento. A
quantidade medida desta base foi de cerca de 3% em relacdo a quantidade de massa seca, ou
seja, foi utilizada uma carga de 0,3 g de hidroxido de sodio nos tratamentos alcalinos.

Segundo a patente ‘US20060102299A1° a quantidade de fosfatos a adicionar ao
tratamento alcalino deve ser compreendida entre 0,2 e 1% da massa seca a utilizar nos
tratamentos. Estes aditivos sdo responsaveis por dispersar tintas e separar ides metalicos da
biomassa lenhocelulésica. Por essa razdo, utilizou-se uma massa de 0,05 g de fosfato dissodico
e de fosfato monopotassico, que corresponde a 0,5% da lama seca utilizada.

Para este tratamento alcalino as lamas foram colocadas num copo juntamente com a
agua e utilizou-se um agitador mecanico. Depois, foi vertido o hidréxido de sédio dissolvido
em agua, seguido pelo aditivo e deixou-se a agitar durante 90 minutos. Terminado o tempo,
filtrou-se a mistura e procedeu-se a lavagem do filtrado até a agua de lavagem sair limpida.

Os materiais obtidos nesta seccdo partiram diretamente para um ensaio de hidrélise
enzimatica, sem caracterizacdo prévia, com o intuito de se comparar e escolher o melhor

tratamento para as lamas primarias fornecidas.

3.2.4 Atividade Enzimatica

Os processos biotecnoldgicos sdo processos que se baseiam na utilizacdo de enzimas e
microrganismos para originar produtos valiosos. A atividade enzimatica € um parametro de
elevada importancia para quantificar o potencial catalitico de uma enzima. Por isso, foi utilizado
0 método de filter paper unit (FPU) segundo um protocolo proposto pelo NREL.

Para o célculo desse parametro foram recortadas tiras de papel de filtro com 1 cm de
largura e 6 cm de comprimento e submergidas em 1 mL de solucdo tampéo a 0,05 M (anexo B)
em tubos de ensaio. Depois criaram-se varias diluicdes da enzima Cellic CTec 2™ com solucao
tampdo e pipetaram-se 0,5 mL dessas solucdes para os tubos de ensaio perfazendo um volume
total de 1,5 mL. Os tubos foram depois tapados com algodao e papel de aluminio.

De seguida, os tubos foram colocados numa estufa a 50°C, para determinar a atividade
enzimatica a temperatura 6tima da hidrolise enzimatica, durante 1 hora com agitagéo orbital de
150 rpm. No final desse tempo, os tubos foram retirados da estufa e foram recolhidas amostras
de cada unidade. A essas amostras foram adicionados 3 mL de solugdo de DNS (&cido 3,5-

dinitrosalicilico) (anexo B e C) e os tubos foram mergulhados em agua a ferver durante 5 min
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de modo a promover a reacdo quimica do DNS com os acgucares redutores (glucose)
provenientes da hidrélise enzimatica das fibras de celulose constituintes do papel de filtro. Ao
fim de 5 min exatos os tubos foram colocados num banho gelado para parar a reagdo de
oxidacgéo-reducéo.

De seguida as amostras foram colocadas em cuvetes de plastico e levadas ao
espetrofotdmetro UV-vis lendo-se a absorvancia a um comprimento de onda de 540 nm, usando
como branco solucdo tampéo sem enzima, submetido ao mesmo tratamento. Posteriormente foi
calculada a concentracao em equivalentes de glucose pelo uso da curva de calibracdo. O calculo

da atividade enzimatica € obtido através da equacao (10).

0,37
AtividadeT = WFPU/THL (10)
29

Os valores obtidos para as atividades enzimaticas foram de 160,9 FPU/mL para a
temperatura de 50°C e de 60,7 FPU/mL para a temperatura de 38°C. No anexo D encontram-se

os dados auxiliares e o célculo das atividades enzimaticas para ambas as temperaturas.

3.3 Hidrodlise Enzimatica

Tal como a caracterizacdo das matérias-primas, os ensaios de hidrolise enzimatica
tiveram por base o protocolo da National Renewable Energy Laboratory (NREL) sobre
sacarificacdo enzimatica com baixo teor de sélidos.

Para dar inicio aos ensaios de hidrolise, € necessario definir-se a carga inicial de
substrato. Assim sendo, optou-se por definir a carga inicial de hidratos de carbono (Loadnc) em
2,5%, ou seja, em 100 g de suspenséo, 2,5 g s@o hidratos de carbono, tornando a equacgéo (11),
valida para o calculo da massa humida de cada matéria-prima e cada amostra.

Loady,

(11)

Mhimida = pidratos de Carbono X Secura
O célculo do volume de enzima a utilizar em cada amostra relaciona-se com a
quantidade de hidratos de carbono carregados em cada amostra. Admitindo uma carga
enzimética de 15 FPU (Cargaenzima) por cada grama de hidratos de carbono na carga
inicial de substrato, o volume de enzima é possivel ser calculado através da equacdo
(12).
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v Loadyc X Cargagnzima
Enzima = Atividader

(12)

E necessario alertar para o facto de que a carga inicial de hidratos de carbono depende
da massa total de suspenséo, variando linearmente com a massa de suspensdo da amostra. Por
outro lado, a atividade enzimatica, parametro calculado na seccdo 3.2.4, também depende da
temperatura (Atividader) o que influencia o volume de enzima a carregar em cada amostra.

De seguida, as matérias-primas foram pesadas e colocadas em balGes Erlenmeyer
identificados, e foi-lhes adicionada a solugédo tampéo citrato a 0,05 M. Depois, tanto os baldes
como as solugdes de enzima foram pré-aquecidos numa estufa a 50°C, a temperatura 6tima de
operacdo. Apos esse tempo, a solucdo enzimatica foi adicionada a cada Erlenmeyer e estes
foram devidamente vedados com papel aluminio.

Este processo teve uma duracao de dois dias, sendo retiradas amostras de 30 em 30 min
durante as primeiras 3 h de operacao, e depois as 4,5, 6, 24, 30 e 48 h de operacéo.

Para cada amostragem foram retirados 2 mL do meio reacional e colocado numa
centrifugadora a 3500 rpm durante 5 min a fim de separar rapidamente a fase sélida da fase
liquida. Partindo da fase liquida, diluiram-se as amostras e pipetou-se 0,5 mL de cada amostra
diluida para tubos de ensaio separados onde se adicionou 1 mL de agua destilada e 3 mL de
reagente DNS e, de seguida, foram tapados e colocados em banho de &gua a ferver durante 5
min. No final desses 5 min os tubos foram colocados num banho de gelo para arrefecerem.

Depois de arrefecidos, procedeu-se a leitura das concentragdes de agUcares redutores
recorrendo ao espectrofotometro seguindo a metodologia descrita na seccao 3.2.4, pipetando-
se 0,2 mL de cada amostra para cuvetes de plastico onde foram adicionados 2 mL de agua
destilada. A leitura da absorvancia foi feita a um comprimento de onda de 540 nm respeitando
a curva de calibracdo e obtendo-se as concentracGes em equivalentes de glucose para cada
amostra. Uma vez obtida a concentracdo de aclUcares em cada amostra, calculou-se o

rendimento tedrico da operacéo de hidrdlise pela equacédo (13).

) [Glucose]
Rendimentop;grsiise (%) = %X 100 (13)

1,111 X (M> X HCy,

Vsusp ensao

O parametro 1,111 corresponde ao fator de conversdo de celulose em glucose. Como a
concentragdo de acucares € medida em equivalente de glucose (e nem todos os agucares simples
obtidos sdo hexoses), o rendimento calculado é um valor superior ao real e pode ser ligeiramente
superior a 100%. No anexo E encontra-se um exemplo de célculo do rendimento tedrico de
hidrolise.
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3.4 Sacarificacdao e Fermentacao Simultaneas (SSF)

O processo de sacarificacdo e fermentacao simultaneas engloba o processo de hidrolise
enzimaética e o processo de fermentacdo alcodlica (producéo de etanol) no mesmo equipamento.
A levedura utilizada neste processo foi a levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602™
cuja temperatura 6tima de operacao € cerca de 30°C. Como a enzima Cellic CTec 2™ apresenta
atividade méxima a 50°C, escolheu-se para este processo uma temperatura de compromisso de
38°C.

A matéria-prima (fibra virgem e lamas compostas tratadas) foi pesada e colocada em
baldes Erlenmeyer com solucdo tampéo citrato a 0,05 M, devidamente vedados com algodéo e
papel de aluminio, para dificultar a entrada de ar. Paralelamente foi preparado um indculo de
levedura em fase exponencial de crescimento. A levedura foi colocada num meio de cultura
apropriada e colocada numa incubadora a temperatura de 38°C durante a noite.

Antes de se iniciar o processo de SSF, os baldes Erlenmeyer e as solucBes de nutrientes
foram esterilizados numa autoclave a uma temperatura de 121°C durante 15 minutos. Depois
de arrefecerem juntou-se a levedura, e as solugdes de enzima e nutrientes nos frascos aos baldes
com a matéria-prima em condi¢des de assepsia na proximidade de um bico de Bunsen. Os
baldes foram depois colocados numa incubadora orbital a 38°C e iniciado o processo de SSF.

A amostragem foi feita as 6, 24, 30, 48, 54 e 72 horas de operacdo. Tal como no processo
de hidrdlise enzimatica, retiraram-se cerca de 2 mL de cada meio reacional e foram levadas a
uma centrifugadora durante 5 min a 3500 rpm. Depois de decantada a fase liquida, utilizou-se
0 método de DNS para quantificar a concentracdo de glucose no meio reacional.

A quantificacdo de etanol recorreu ao método de HPLC utilizando a coluna Rezex™
ROA-Organic Acid. Através da largura do pico foram obtidas as concentragdes
correspondentes dos agucares presentes e do etanol no meio reacional, recorrendo a calibracédo

prévia, permitindo calcular a conversao sequencial dos hidratos de carbono em etanol.

) [Etanol]
Rendimentogignoi (%) = %X 100 (14)

0,51 x 1,111 x (M> X HCo,

Vsusp ensao

A equacdo (14) representa o célculo do rendimento teodrico da producdo simultanea de etanol
pela levedura e enzima. O parametro 0,51 na equacgéo é obtido através da estequiometria da
reacao (1 molécula de glucose produz 2 moléculas de etanol) e da raz&o entre as massas molares
de ambos os compostos (180,16 g/mol para a glucose e 46,07 g/mol para o etanol). O volume

de suspensdo, por sua vez, é obtido quando se divide a massa da suspensdo pela massa
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especifica da mistura, que se admitiu ser proxima de 1 kg L™. No anexo E encontra-se um

exemplo de célculo do rendimento tedrico de etanol.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacio dos Materiais

4.1.1 Lamas Compostas e Fibra Virgem

O primeiro passo da caracterizacdo das matérias-primas foi a determinacao da secura.
No anexo F encontram-se os dados auxiliares da caracterizacdo destes materiais.

Seguindo o protocolo, depois de pesadas as amostras secas obtiveram-se os valores de
secura média apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de secura para ambas as matérias-primas.

Material Securamedia (9/9)
Lamas Compostas 0,3417
Fibra Virgem 0,3049

Segundo o teor de secura, as lamas compostas sdo mais secas/contém menos agua que
a fibra virgem. Este valor ja era esperado, uma vez que esta matéria-prima continha outros
compostos para além das fibras, particularmente hidrofobicos, como pléasticos e fibras téxteis,
com menos capacidade de reter agua.

O segundo passo foi a quantificacdo de lenhina e cinzas para a determinacao indireta de
hidratos de carbono presentes nas matérias-primas. Para tal, foram pesadas amostras das
matérias-primas e, enquanto umas foram incineradas para a determinagdo do teor de cinzas,
outras amostras foram submetidas ao processo de hidrolise acida para a quantificacdo de
lenhina.

Admitiu-se que tanto a celulose como a hemicelulose foram solubilizadas no meio
acido. Com o auxilio de uma bomba de vacuo, filtraram-se as amostras e quantificou-se o
precipitado, depois de ter sido seco a 105°C durante a noite, admitindo-se que esta fracéo era
unicamente lenhina insoltvel.

Das amostras sujeitas a incineracao, o residuo pesado no final representa a quantidade
de compostos inorganicos na matéria-prima. Estes compostos foram considerados inertes para

0s processos de hidrolise enzimatica e SSF.
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Na Tabela 2 estéo representados os teores de lenhina, soltvel e insoltvel, bem como o
teor de cinzas da matéria-prima e o teor de hidratos de carbono, obtidos por diferenca

recorrendo a equacéo (6).

Tabela 2 — Teores de Lenhina, Cinzas e Hidratos de Carbono para as lamas compostas (LC) e fibra

virgem (FV).
Material Lenhinainsoiavel (%6)  Lenhinasoiavel (%6)  Lenhinagw (%) Cinzas (%) HC (%)
LC 18,88 0,89 19,77 7,44 72,59
FV 13,59 0,90 14,48 1,38 84,13

Como se pode reparar, o teor de hidratos de carbono nas lamas € significativamente
inferior ao teor obtido para a fibra virgem. Essa diferenca advém do elevado teor de cinzas e
lenhina insollvel presente na matéria-prima que estdo relacionados aos lixos organicos e
inorganicos presentes das lamas compostas.

Apesar disso, o teor de lenhina obtido para ambas as matérias-primas foi muito elevado.
Para confirmar esse valor decidiu submeter-se a fibra virgem, a matéria-prima de referéncia, ao
teste indice kappa.

Esse teste € um método que permite estimar a quantidade de lenhina residual numa
amostra de pasta, normalmente para verificar a eficiéncia do cozimento (grau de
deslenhificacdo). Para tal, a lenhina presente reage com permanganato, equacao (15), oxidando-
a, e, ao fim de 10 minutos, o permanganato que nao reagiu € determinado por iodometria,

equacéo (16).

MnO; + lenhina -» Mn?* + lenhina oxidada (15)
2MnO; + 16H* + 101~ —» 2Mn?* + 8H,0 +5I,  (16)

Ap0s a adicdo de iodeto de potassio, reagente da iodometria, a suspensdo é titulada com
uma solucdo aferida de tiossulfato de s6dio a 0,2 M. E utilizado o indicador de amido para
acompanhar esta titulacdo, parando quando a solucdo fica incolor, anotando o volume da
solugéo aferida consumida.

O procedimento é repetido até se obter um volume de titulado de 10 mL. Utilizando as
equacdes (7) e (8), apresentadas na seccdo 3.2.1, o valor do indice kappa para a fibra virgem
foi de 96,84. Este valor é muito elevado e, seguindo a relacéo geral entre a lenhina total e o
valor de indice kappa, apresentada no anexo A, verifica-se que o teor de lenhina total da fibra
virgem é de 14,53%, o que justifica os valores obtidos na caracterizacdo da fibra-virgem.
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O passo final da caracterizacdo das matérias-primas foi a quantificagéo direta por HPLC
dos agucares resultantes de uma hidrdlise quimica. Os hidrolisados, devido ao baixo pH,
tiveram que ser submetidos a uma neutralizacdo com carbonato de célcio (CaCO3) de modo a
ndo danificar a resina da coluna cromatografica. O carbonato de célcio € uma base que permitiu
aumentar o valor de pH para um valor favoravel compreendido entre 5 e 6.

Nas figuras seguintes (Fig. 10 a Fig. 13) s&o apresentados os cromatogramas dos
hidrolisados da caracterizagdo quimica para cada matéria-prima e usando cada uma das duas

colunas cromatograficas.
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Figura 10 — Cromatograma obtido do hidrolisado da fibra virgem (FV) utilizando a coluna REZEX™
ROA-Organic Acid (H*).
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Figura 11 — Cromatograma obtido do hidrolisado da fibra virgem (FV) utilizando a coluna REZEX
RPM-Monosaccharide (Pb?").
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Figura 12 — Cromatograma obtido do hidrolisado das lamas compostas (LC) utilizando a coluna
REZEX™ ROA-Organic Acid (H").
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Figura 13 — Cromatograma obtido do hidrolisado das lamas compostas (LC) utilizando a coluna
REZEX™ RPM-Monosaccharide (Pb?").

Como se pode reparar, 0S picos correspondentes aos monossacarideos nos

cromatogramas da fibra virgem sdo mais elevados quando comparados aos picos nos

cromatogramas das lamas primarias compostas.

Fazendo uso das curvas de calibracdo dos aclcares para estas colunas cromatograficas,

obtiveram-se os valores correspondentes a percentagem de celulose e hemicelulose em ambas

as matérias-primas (Tabela 3). A quantificacdo da celulose e hemicelulose admitiu a relacéo

entre manose e glucose nas glucomananas ser de 4,15 para 1 (Yamamoto et al., 2015).

Tabela 3 — Teores de Celulose e Hemicelulose nas matérias-primas obtidas pelo método HPLC.

Materiais Celulose (%) Hemicelulose (%) Total HC (%)
Lamas Primarias 45,59 15,50 61,10
Fibra Virgem 58,98 17,36 76,34
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Os valores obtidos por este método foram mais baixos para ambas as matérias-primas.
Era esperado um baixo teor de hidratos de carbono para as lamas primarias compostas devido
a presenca de compostos intrusivos. No entanto, a quantidade total de agUcares obtida na fibra
virgem € inferior a esperada.

Perante a hipdtese da fibra virgem trazer extrataveis, decidiu-se fazer a lavagem da fibra

virgem e submeté-la ao processo de extracdo, previamente ignorado.

4.1.2 Fibra Virgem Lavada e Extraida

A lavagem da fibra virgem consistiu em colocar a matéria-prima em agua destilada
morna, misturando-a vigorosamente, e, de seguida, filtrando-a. O volume de &gua destilada
utilizado em cada lavagem foi de 1 L, repetindo-se mais duas vezes (total de 3 L), para cada
300 g de fibra virgem.

Por sua vez, a extracdo da fibra virgem seguiu o protocolo proposto pela NREL da
caracterizacdo das matérias-primas, utilizando-se como solventes dgua destilada e etanol a 95%.
No final, os extratos foram quantificados, como explicitado na sec¢do 3.2.2, resultando em
cerca de 2,5% de extratos presentes na fibra virgem, ou seja, em cada 100 g de fibra virgem 2,5
g correspondem a extratos.

Infelizmente, como o processo de extracdo usa apenas 10 g de matéria-prima por
amostra, uma quantidade muito reduzida, ndo se conseguiu medir nem a secura do material
extraido nem o teor de cinzas. Por essa razdo, a secura foi calculada para a fibra virgem lavada,
cujo valor foi de 0,234 g/g, e todos os extratos equivaliam a cinzas.

De seguida, foram feitas as hidrolises acidas e calculados os teores de lenhina e cinzas,

representados na Tabela 4.

Tabela 4 — Teores de Lenhina, Cinzas e Hidratos de Carbono na fibra virgem lavada e extraida.

Material Lenhinainsoiavel (%6)  Lenhinasoiavel (%)  Lenhinaw (%) Cinzas (%) HC (%)
FV Lavada 13,33 0,71 13,93 0,97 85,10
FV Extraida 12,34 0,52 12,86 2,50 84,64

Como se pode observar, o teor de hidratos de carbono (obtido por diferenca) é
ligeiramente superior para as fibras virgem lavadas e extraidas relativamente a fibra virgem tal

e qual (Tabela 2). No entanto, repara-se que a fibra virgem extraida contém um teor de hidratos
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de carbono inferior a fibra virgem lavada, possivelmente como resultado de alguma
solubilizag&o nos solventes usados na extragao.

Depois, recorreu-se a hidrélise quimica e avaliacdo por HPLC para determinar o teor de
celulose e hemicelulose em ambas as fibras tratadas (Figuras 14 e 15). Apds a neutralizacédo
dos hidrolisados, obtiveram-se os valores das concentracbes dos hidratos de carbono
apresentados na Tabela 5.
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Figura 14 — Cromatograma obtido do hidrolisado da Fibra Virgem Extraida (FV_E) utilizando a
coluna REZEX™ ROA-Organic Acid (H*).
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Figura 15 — Cromatograma obtido do hidrolisado da Fibra Virgem Extraida (FV_E) utilizando a
coluna REZEX™ RPM-Monosaccharide (Pb?").

Tabela 5 — Teores de Celulose e Hemicelulose na fibra virgem lavada e extraida pelo método HPLC.

Materiais Celulose (%) Hemicelulose (%) Total (%)
FV Lavada 60,30 16,99 77,29
FV Extraida 61,40 15,86 77,26

Comparando estes valores com os valores da fibra virgem original (Tabela 3), os
resultados obtidos foram ligeiramente melhores. No entanto, o processo de extragdo, ndo so é
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mais demorado, como ndo compensa o esforco adicional quando comparado a fibra virgem tal
e qual e/ou a fibra virgem lavada. Por essa razdo, foi utilizada a fibra virgem lavada como
matéria de referéncia nos processos de hidrélise enzimatica e ensaios de SSF, uma vez que a

lavagem da matéria-prima ndo é muito demorada e é simples de se realizar.

4.1.3 Tratamento das Lamas Compostas

A escolha do tratamento mais eficaz para as lamas esta correlacionado com a quantidade
de acUcares produzidos pelo processo de hidrolise enzimatica das matérias-primas que sofreram
0s tratamentos.

Dentro desses processos, a destintagem por tratamento alcalino com hidréxido de sédio
com recurso a fosfato monopotassico destacou-se favoravelmente obtendo-se um rendimento
de hidrdlise significativamente superior ao obtido com as lamas originais. Por essa razdo,
efetuou-se a caracterizacdo das lamas compostas recorrendo a este tratamento.

O processo de destintagem foi efetuado com cerca de 600 g de matéria-prima de cada
vez, por essa razdo, foi necessario medir o teor de secura todas as vezes que o tratamento

alcalino foi elaborado. Os valores de secura, a 105°C, estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 — Valores de secura para cada ensaio de tratamento alcalino.

Material Securamedia (9/9)
LC + KH2POs4 (1) 0,2886
LC + KH2POs4 (2) 0,3020
LC + KH2POs4 (3) 0,1722

Apds o tratamento alcalino foi calculada a secura e prosseguiu-se com a hidrolise acida
para a determinacdo do teor de lenhina, de acordo com a secc¢do 3.2. Esses valores estdo

representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Teores de Lenhina e Hidratos de Carbono nas lamas compostas sujeitas ao processo de
destintagem com tratamento alcalino e fosfato monopotéssico.
Material Lenhinainsoiavel (%0)  Lenhinasoiavel (%)  Lenhinacwta (%0) HC (%)
LC + KH;PO4 16,88 0,70 17,57 <82,43

Comparando o efeito deste pré-tratamento com o valor da lenhina da LC ndo tratada

(Tabela 2), verifica-se que o teor de lenhina é inferior para as lamas tratadas. Contudo, e uma
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vez que ndo se determinou o teor de cinzas, o teor de hidratos de carbono € inconclusivo por
este método. Por essa razdo, prosseguiu-se para a quantificagdo direta de aglcares pelo método
de HPLC (Figuras 16 e 17). Na Tabela 8 estdo representados esses valores.
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Figura 16 — Cromatograma obtido do hidrolisado das lamas compostas tratadas (LC_K) utilizando a
coluna REZEX™ ROA-Organic Acid (H*).
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Figura 17 — Cromatograma obtido do hidrolisado das lamas compostas tratadas (LC_K) utilizando a
coluna REZEX™ RPM-Monosaccharide (Pb*").

Tabela 8 — Teores de Celulose e Hemicelulose nas lamas compostas sujeitas ao processo de
destintagem com tratamento alcalino e fosfato monopotassico pelo método HPLC.
Materiais Celulose (%) Hemicelulose (%) Total (%)

LC + KHzPO, 48,90 13,54 62,44

Comparando estas lamas com as lamas originais (Tabela 3), observa-se que o
teor de hidratos de carbono é um pouco superior (+1,3%). No entanto, pelo rendimento
obtido na hidrolise enzimatica é possivel que este tratamento tenha sido benéfico pela
remog&o de inibidores da reagdo de hidrolise. Por isso, decidiu-se utilizar o tratamento

de destintagem as lamas primarias.
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4.2 Hidrolise Enzimatica

4.2.1 Influéncia do tipo de agitacao: orbital, mecanica e magnética

Todos os ensaios foram realizados com uma consisténcia de 3% de massa seca (3g de
massa seca por cada 100g de suspensdo total), a temperatura de 50°C e com uma carga
enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. No anexo G encontram-se todos os ensaios
realizados de hidrdlise enzimatica.

Os ensaios de hidrolise foram acompanhados pela quantificacdo dos agucares simples
libertados pelo método do DNS e expressos em equivalentes de glucose. Foi tracado o perfil da
reacao de hidrolise para cada ensaio.

Tendo em conta a composicao da mistura reagente, com um elevado contetdo de sélidos
e correspondente dificuldade de homogeneizacdo, decidiu-se comparar diferentes tipos de
agitacdo (orbital, mecénica e magnética) no intuito de se avaliar o seu efeito na cinética de
hidrolise.

A agitacdo orbital utilizou uma incubadora, onde foram colocados os baldes Erlenmeyer
e agitados a uma velocidade de 150 rpm (Figura 19) A agitacdo mecénica fez uso de uma hélice
montada a um motor que permitiu regular a velocidade de rotacdo. Utilizou-se a posicao 4 da
escala presente para a agitacdo mecanica (Figura 21). A agitacdo magnética, por sua vez,
recorreu a placas magnéticas que permitiam regular a velocidade de agitacdo do magneto.
Utilizou-se uma velocidade de agitacdo de 500 rpm durante a primeira hora de reacéo,
reduzindo-se depois para 250 rpm até ao fim do processo reacional (Figura 23).

Os ensaios com agitacdo orbital foram realizados utilizando uma massa de suspensdo
de 250 g, a temperatura de 50°C, com uma carga de hidratos de carbono de 2,5 % e a uma carga
enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Para este ensaio foram feitas duas réplicas para

cada matéria-prima.
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Figura 18 — Perfis médios da hidrolise enzimatica de lamas compostas e fibra virgem com recurso a
agitacéo orbital.

Nos ensaios com agitagdo orbital (Figura 18), obteve-se uma concentracdo maxima de
equivalentes de glucose de 13,5 g L™ para as lamas compostas e uma concentracio de 20,1 g
L para a fibra virgem as 24 h de operacdo. Estes valores representam uma diferenca de
rendimento, calculados pela equacao (11) superior a 20%.

A Tabela 9 mostra os valores da concentracdo de agucares, e respetivos rendimentos de

hidrolise, obtidos para 0s ensaios com agitacdo orbital as 24 h de reacéo.

Figura 19 — llustracdo do resultado final do ensaio realizado com agitacdo orbital. Os dois
Erlenmeyers a esquerda continham fibra virgem (FV) e os dois Erlenmeyers a direita continham lamas
compostas (LC).
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Tabela 9 — Concentracdo de agUcares simples e respetivos rendimentos as 24 h de reacdo para o ensaio
de hidrolise enzimatica com agitacao orbital.

Matéria-Prima Glucose (g LY n(Lth?) n (%)
FV 20,15 0,84 78,77
LC 13,50 0,56 57,59

Para 0s ensaios com recurso a agitacdo mecanica (Figura 20), devido as suas limitacoes,
amassa de suspensdo para estes ensaios foi de 250 g para ambas as matérias-primas, mantendo-
se a temperatura nos 50 °C e a carga enzimatica de 15 FPU por grama de hidratos de carbono.

Este ensaio utilizou apenas uma réplica para cada matéria-prima.
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Figura 20 — Perfis da hidrolise enzimatica da fibra virgem (FV) e das lamas compostas (LC) usando
agitacdo mecanica.

Nos ensaios com agitacdo mecanica, a concentracdo de equivalentes de glucose foi de
12,1 g L para as lamas compostas e de 21,3 g L™ para a fibra virgem, para as 24 h de reac&o.
Com esta agitacdo, a diferenca entre os rendimentos de cada matéria-prima foi de 31,7%. Na
Tabela 10 estdo apresentados os valores de concentracdo e rendimento para cada matéria-prima
obtidos as 24 h de reacao.
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Figura 21 — llustracdo do ensaio realizado com agitacdo mecanica. A esquerda, a fibra virgem (FV) e a
direita, as lamas compostas originais (LC).

Tabela 10 — Concentragdo de agUcares simples e respetivos rendimentos, as 24 h de reacao, para o
ensaio de hidrolise enzimatica com agitacdo mecanica.

Matéria-Prima Glucose (g L?) nEL'h?) 1 (%)
FV 21,25 0,89 83,36
LC 12,08 0,50 51,66

Utilizando-se este tipo de agitacdo repara-se que a fibra virgem é quase toda hidrolisada.
Isso permite sugerir que a utilizacao deste tipo de agitacdo favorece mais a hidrélise do que a
agitacdo orbital. No entanto, no que diz respeito as lamas compostas, esta agitacdo diminui a
eficacia de hidrolise em quase 6% (Tabelas 9 e 10).

Os ensaios com recurso a agitacdo magnética padeceram das mesmas limitagdes que o0s
ensaios realizados com agitacdo mecanica. Por essa razdo, estes ensaios também tiveram uma
massa total de suspensdo de 250 g para ambas as matérias-primas. A temperatura também se
manteve nos 50°C e a carga enzimatica utilizada foi de 15 FPU por grama de hidratos de
carbono. Para este ensaio, a fibra virgem apenas teve uma réplica enquanto as lamas compostas

tiveram duas réplicas.
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Figura 22 — Perfis da hidrolise enzimética da fibra virgem (FV) e das lamas compostas (LC) usando
agitacdo magnética.

No ensaio realizado com este tipo de agitacdo (Figura 22), os valores obtidos para as
lamas compostas foram muito inferiores, na ordem dos 50% de rendimento de producdo de
acucares simples. Por essa razdo, sentiu-se necessidade de se repetir esse ensaio e confirmar
esses resultados. No entanto, devido a problemas logisticos, ndo foi possivel retirar as amostras
deste ensaio as 48 h de reacdo. Por essa razao apenas sdo apresentados os perfis de hidrdlise
enzimatica até as 30 h de reacéo.

Pelos dados obtidos, as lamas conduziram a uma concentracdo maxima de agUcares
superior a 13,5 g Lt enquanto a fibra virgem chegou a uma concentracéo de quase 22 g L.
Estas concentracfes demonstram uma diferenca perto de 27% no rendimento entre as matérias-
primas. Na Tabela 11 encontram-se os valores maximos de concentracdo e rendimentos

relativos a agitacdo magnética.
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Figura 23 — lustracdo do ensaio realizado com agitagio magnética. A esquerda, fibra virgem (FV) e a
direita, as lamas compostas originais (LC).

Tabela 11 — Concentragdo de agucares simples e respetivos rendimentos tedricos, as 24 h de reacéo,
para o ensaio de hidrolise enziméatica com agitacdo magnética.
Matéria-Prima  Glucose (gL?) n(@L*hY) 1 (%)
FV 21,94 0,91 85,89
LC 12,78 0,53 54,57

Quando comparados os trés tipos de agitacdo (Figuras 24 e 25), as diferencas ndo foram
declaradamente significativas talvez devido a pequena escala de operacao. A agitacdo mecanica
destaca-se como sendo o tipo de agitagdo com maior potencial uma vez que produziu maiores

concentragOes de agucares, seguida pela agitacdo magnética e, por fim, pela agitacéo orbital.
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Figura 24 — Perfis da hidrolise enzimética das lamas compostas usando agitacéo orbital, mecénica e
magnética.
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Figura 25 — Perfis da hidrolise enzimatica da fibra virgem usando agitacao orbital, mecéanica e
magnética.

Perante estes dados, pode concluir-se que o tipo de agitacdo avaliado (orbital, mecanico
e magnético) ndo influencia diretamente a cinética de hidrdlise enzimatica, quer da fibra
virgem, quer das lamas primarias compostas. No entanto, destaca-se que estes ensaios foram
feitos a escala laboratorial, onde problemas como a heterogeneidade da mistura sdo pouco
relevantes. Futuramente, pode estudar-se a influéncia do tipo de agitacdo em sistemas maiores,

num estudo de scale-up.

4.2.2 Tratamentos das Lamas Compostas

A escolha do tratamento mais eficaz fez-se através de uma analise comparativa dos
perfis de hidrélise obtidos com lamas tratadas e com lamas compostas originais.

Estes ensaios foram feitos com uma massa de suspensdo de 100 g e agitacdo orbital, a
uma carga de hidratos de carbono de 2,5%, a temperatura de 50°C e com a carga enzimatica de
15 FPU/g de hidratos de carbono. Para este ensaio, as lamas sujeitas a processos de extracéo
com diclorometano e acetona tiveram duas réplicas enquanto os ensaios realizados as lamas

sujeitas a tratamento alcalino e adi¢do de fosfatos apenas tiveram uma réplica cada.
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Figura 26 — Perfis de hidrolise enzimatica das lamas compostas tratadas: Extracdo com Diclorometano
(DCM); Extracdo com Acetona (ACE); Destintagem com Fosfato de Sodio (Na.HPQ.); Destintagem
com Fosfato de Potassio (KH2PO.). Ensaios realizados com uma carga de hidratos de carbono de 2,5%
e com carga enzimatica de 15 FPU por grama de hidratos de carbono.

Como se pode observar na Figura 26, a extracdo com acetona e a destintagem com
fosfato de sédio conduziram a concentragdes de aglicares simples muito inferiores —4,8 gL e
5,8 g L, as 24h, respetivamente — quando comparadas com a producao de agticares obtida para
as lamas compostas originais — 15,2 g L™ (Tabela 9). A extracdo com recurso a diclorometano
apresentou, uma producdo mais proxima, de 13,37 g L, as 24 h de reagio.

O tratamento de destintagem recorrendo a fosfato de potéssio, por sua vez, superou a
producdo obtida pelas lamas compostas originais ao fim de 24h com o valor de 18,6 g L. Para
além disso, ao contrario das lamas compostas originais, a producdo ndo abrandou passadas 24
horas da hidrélise, tendo-se obtido uma concentracao de actcares no final da reacdo de 21,6 ¢
L2,

Estes valores permitem concluir que o tratamento mais eficaz, para estas lamas, é a
destintagem com recurso a fosfato monopotéassico. Por essa razdo, procedeu-se a caracterizagao
das lamas primarias com este tratamento como descrito na secc¢do 4.1.2.

Depois de obtida a caracterizacdo, repetiu-se o ensaio de hidrolise enzimatica usando
estas lamas tratadas como materia-prima. As lamas compostas ndo tratadas foram realizadas

com trés replicas enquanto as lamas tratadas apenas tiveram duas replicas para este ensaio.
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Figura 27 — Perfis de hidrolise enzimatica das lamas compostas originais (LC) e com tratamento com
fosfato de potéssio (LC K) para uma carga inicial de hidratos de carbono de 2,5%.

Segundo a Figura 27 observa-se um aumento significativo da concentracdo ao fim de
24h de processo. O tratamento com fosfato de potassio conduziu a uma concentragdo de agucar
de 19,6 g L as 24 horas, um aumento de quase 29% em relacio as lamas compostas originais,
onde se obteve uma concentragdo de 15,2 g L.

Atraveés dos valores obtidos na caracterizacdo das matérias-primas observou-se que o
aumento da percentagem de hidratos de carbono entre estas duas matérias-primas € pouco
significativo (a percentagem passou de 61,10%, Tabela 3, para 62,44%, Tabela 8). Assim,
conclui-se gue as tintas presentes na matéria-prima original sdo efetivos inibidores da hidrélise
enzimatica e este tratamento é vantajoso para a producao de agtcares simples.

4.2.3 Consisténcia de 6% de massa de suspensao

Obtidos os rendimentos da hidrdlise enzimatica para uma carga de hidratos de carbono
de 2,5% decidiu-se aumentar a carga inicial da matéria-prima e discutir o efeito dessa alteracéo.

Para tal decidiu-se aumentar a consisténcia da matéria-prima para 6 % (6 gramas de
matéria seca por 100 g de mistura). Esta alteracéo traduziu-se em valores de carga de hidratos
de carbono de 5,05% para a ‘fibra virgem’ e de 4,95% para as lamas compostas. Apenas se
realizou este ensaio as lamas sujeitas ao tratamento com fosfato de potassio uma vez que a
producdo de agUcares nesta matéria-prima tinha sido superior. Para este ensaio, foram feitas

duas réplicas para cada matéria-prima.
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Figura 28 — Perfil de hidrolise enzimatica da fibra virgem para uma consisténcia de 6%.

No ensaio a esta consisténcia (Figura 28) obtiveram-se resultados favoraveis para a fibra
virgem, com uma concentracdo de aglicares maxima de 48,7 g L™, o que corresponde a um
rendimento de hidrdlise de 94,3% que € significativamente superior ao rendimento obtido nos
ensaios com uma carga de hidratos de carbono inicial de 2,5%.

No entanto, em relacdo as lamas compostas tratadas, os resultados obtidos por
colorimetria foram muito inferiores mesmo comparados aos valores obtidos com uma carga de
hidratos de carbono de 2,5%. E possivel que, e por lapso, como se utilizou 0 mesmo fator de
diluicdo, a lei de Beer-Lambert ndo foi respeitada, obtendo-se valores de absorcdo inferiores ao
limite da equacdo (absorcdo otica <0,1 A), tornando-os invalidos. Por outro lado, pode-se
sugerir que o aumento da carga de massa inicial traz consigo mais inibidores e obstaculos para
a degradacdo enzimatica a esta consisténcia. Por essa razdo, ndo foi possivel obter concluses
significativas para 0s ensaios a esta consisténcia. No entanto, os resultados obtidos para este

ensaio encontram-se apresentados no ensaio 7 do anexo G.
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4.3 Sacarificacao e Fermentac¢ao Simultaneas

O processo integrado de sacarificagdo e fermentacdo em simultaneo foi usado com as
trés matérias-primas em estudo: a fibra virgem, lamas compostas e lamas tratadas com fosfato
monopotassico.

Foram estudadas duas consisténcias (3 e 6%) e duas cargas enzimaticas (15 e 10 FPU/g
de hidratos de carbono). Todos os ensaios realizados foram feitos em duplicado, ou seja, duas
réplicas por matéria-prima.

O processo de SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation, na literatura
inglesa), como o préprio nome indica, faz coincidir o processo de sacarificagdo com 0 processo
de fermentacdo. Uma vez que a fermentacao neste caso de estudo é uma fermentagdo alcodlica,
este processo permite transformar a matéria-prima em etanol a medida que esta é hidrolisada
em aclcares. No entanto, devido as necessidades metabolicas por parte da estirpe
Saccharomyces cerevisiae, foi necessario enriquecer a mistura inicial com uma solucdo de
nutrientes e proteinas, como fontes de azoto.

A temperatura utilizada para este processo foi de 38°C e a Ultima amostragem destes

ensaios foi feita as 72h sempre que foi possivel.

4.3.1 SSF com consisténcia de 3% e carga enzimatica de 15 FPU/g,c

A carga enzimatica utilizada neste ensaio foi de 15 FPU/g de hidratos de carbono e a
consisténcia das matérias-primas foram de 3% (3 gramas de massa seca em cada 100 gramas
de suspensdo). Todos os ensaios realizados de SSF encontram-se no anexo H.

As variaveis a acompanhar foram a concentracdo de etanol e o rendimento da
transformacdo da matéria-prima em etanol. Para estes ensaios é necessario salientar que devido
a escassez de lamas tratadas, as réplicas das lamas compostas com tratamento com fosfato
monopotassico tiveram uma massa de suspensdo total de 100 g (Figura 30), enquanto as lamas
compostas originais e a fibra virgem, para a consisténcia de 3%, tiveram uma massa de

suspensao total de 250 g (Figura 29).
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Figura 29 — Perfis de concentracéo de etanol obtidos com fibra virgem (FV) e lamas compostas (LC) a
15 FPU/g de hidrato de carbono, a consisténcia de 3% e com uma massa de suspensdo de 250 g.

12

10

Etanol (g L)

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

Figura 30 — Perfil de concentracdo de etanol obtido com lamas tratadas com fosfato de potéssio a 15
FPU/g de hidratos de carbono, consisténcia de 3% e com uma massa de suspensao de 100 g.

A quantificacdo de etanol foi realizada com o uso da metodologia de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com a coluna REZEX™ ROA-Organic Acid (H*) que é capaz de
separar etanol de misturas com acgucares simples.

Através desse método, a primeira amostragem, feita as 6 horas de reacéo, revela valores
de concentracdo de glucose de 9,6 g L™ para a fibra virgem e de 0,5 g L para as lamas
compostas originais. As lamas com tratamento alcalino e fosfato de potassio obtiveram uma
concentracéo de glucose de 7,7 g L. Esses dados encontram-se apresentados no anexo H.

Ao nivel de concentracBes de etanol, as lamas compostas com tratamento alcalino e
adic3o de fosfato monopotassico apresentam uma concentragdo maxima de etanol de 6,9 g L2,

apos decorridas 24h de reacdo, e diminui progressivamente a partir desse tempo até ao final da
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reacao (Figura 30). Ja os ensaios realizados com a fibra virgem e lamas compostas (Figura 29),
a concentracio de etanol obtida as 24h de reacéo foi de 10,2 g L™ e 5,0 g L%, respetivamente.

O elevado rendimento das lamas que foram sujeitas ao tratamento alcalino e adi¢éo de
fosfato monopotassico esta relacionado com a massa total de suspenséo inferior, comparada
com as outras duas matérias-primas. Uma vez que havia uma menor massa de suspenséo, a
liquidificacdo foi mais rdpida e também a quantidade de inibidores e dificuldades na
acessibilidade das enzimas aos hidratos de carbono foram diminuidas.

4.3.2 SSF com consisténcia de 3% e carga enzimatica de 10 FPU/g,c

Depois de terminado o ensaio utilizando a uma carga enzimatica de 15 FPU/g de
hidratos de carbono, decidiu-se diminuir a carga para 10 FPU/g de hidratos de carbono. A
temperatura 6tima de operacdo da enzima encontra-se nos 50°C e a atividade enzimatica
diminui com a reducdo da temperatura para 38°C. Mesmo assim a diminui¢cdo da carga
enzimatica permitiria economizar a suspensao de enzimas, que tem o seu interesse em termos
economicos.

Tal como nos ensaios com carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono, as
lamas compostas com tratamento tiveram uma massa de suspensdo total de 100 g, enquanto a

fibra virgem e as lamas compostas tiveram uma massa total de suspenséo de 250 g.
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Figura 31 — Perfis de concentracao de etanol obtidos com fibra virgem (FV) e lamas compostas (LC) a
10 FPU/qg de hidrato de carbono, a consisténcia de 3% e com uma massa de suspensédo de 250 g.
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Figura 32 — Perfil de concentracdo de etanol obtido com lamas tratadas com fosfato de potassio a 10
FPU/g de hidratos carbono, consisténcia de 3% e com uma massa de suspenséo de 100 g.

Com a diminuicdo da carga enzimatica repara-se que a producdo de etanol foi, como
esperado, inferior para todas as matérias-primas que no ensaio com a carga enzimatica de 15
FPU/g de hidratos de carbono.

No ensaio da fibra virgem, a concentracdo maxima com a nova carga enzimatica foi de
7,8 g L as 24 h de reacdo (Figura 31), enquanto no ensaio com maior carga enzimatica (Figura
29), obteve-se um maximo, para 0 mesmo tempo, de 10,2 g L?, uma reducgdo de 23,5% de
producdo. Do mesmo modo, no ensaio com lamas compostas, o efeito da diminuicdo de carga
enzimatica foi menor, diminuindo a concentragdo maxima de etanol de 6,1 g L™ (Figura 29)
para 5,0 g L (Figura 31), uma diminuicio de 18%.

No entanto, as lamas compostas com tratamento alcalino obtiveram uma diminuicao
pouco significativa. O valor maximo de concentragdo no ensaio com a maior carga enzimatica
foi de 6,9 g L (figura 30) e de 6,2 g L™ (Figura 32), para 0 ensaio com a menor carga
enzimatica, ambas recolhidas as 24 h de reacdo, uma diminui¢do de 10%. Isto mostra que a
reducdo de carga enzimética de 15 para 10 FPU por grama de hidratos de carbono ndo afeta
significativamente a producdo de etanol em SSF com lamas tratadas com fosfato
monopotassico. Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de concentragdo de etanol para ambos

0s ensaios SSF utilizando uma consisténcia de 3%.

Tabela 12 — Concentracdes de etanol obtidas, as 24h de reacdo, para os ensaios de SSF para ambas as
cargas enzimaticas e para uma consisténcia de 3%.
Matéria-Prima 15 FPU/guc 10 FPU/gnc

FV 10,2 7,8
LC 6,1 50
LCK 6,9 6,2
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4.3.3 SSF com consisténcia de 6% e carga enzimatica de 15 FPU/g,c

Apos obtidos os resultados de SSF com as diferentes cargas enzimaticas, decidiu-se
aumentar a quantidade de matéria-prima para uma consisténcia de 6% (em cada 100 g de
suspensdo, 6 g sdo de massa seca).

Apesar dos resultados obtidos na sec¢éo 4.2.3 ndo terem sido favoraveis para as lamas
compostas tratadas, devido ao aumento de inibidores e inertes, é possivel que com a utilizagdo
do processo de SSF, o efeito desses inibidores e inertes seja atenuada.

Os ensaios realizados a esta consisténcia foram feitos a uma temperatura de 38°C,
durante um tempo de reacao de 72 h, com carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono
e uma massa total de suspensédo de 100 g. Os resultados obtidos encontram-se representados na
Figura 33.

30

.............. [ TP
25 Gooeeeeeo TR e =
5720
-
2
Té 15
Aceccerrcccennninnnnnnns Boceoreecceccccannaennnny
210 A
5
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo h

ceehees LCK15 ---4-- FV 15

Figura 33 — Perfis de concentracdo de etanol obtidos da fibra virgem (FV) e lamas com tratamento
com fosfato de potassio (LC K) a 15 FPU/g e consisténcia de 6%.

Com o aumento da carga inicial de massa, as primeiras amostras foram apenas retiradas
as 24h apds o inicio do processo, uma vez que as 6 h de reacdo as misturas ainda nao se
encontravam liquidificadas, obtendo-se uma concentragio de etanol de 11,8 g L™ para as lamas
primarias tratadas nesse tempo, sendo essa também a concentracdo maxima de etanol no ensaio.

Segundo a estequiometria da reacdo de conversao de glucose em etanol, para se obter 1
grama de etanol é necessario fornecer 1,955 gramas de glucose, ou seja, para se obter essa
concentragéo de etanol, a quantidade de agtcar que foi consumido foi de 23,1 g L, que é um
valor muito superior ao obtido na hidrolise enzimatica para a mesma consisténcia (13,6 g L™,

valor apresentado no anexo G, ensaio 7). Pode-se entdo concluir que é mais benéfico utilizar-
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se 0 processo de SSF que o processo de hidrolise enzimatica e fermentagcdo em separado quando
se recorre a esta consisténcia nesta matéria-prima.

Reparando nos perfis de concentragdo de etanol, Figura 33, foram obtidos valores de
concentracdo superiores relativamente ao ensaio onde foi utilizada uma consisténcia de 3%
(Figuras 29 e 30). Este perfil era esperado, uma vez que como existe uma massa inicial superior
de matéria-prima, também existe mais celulose e hemicelulose, que por sua vez sdo hidrolisadas

em acuUcares e, de seguida, fermentados para dar etanol.

4.3.4 SSF com consisténcia de 6% e carga enzimatica de 10 FPU/g,,c

ApoGs esta andlise, realizou-se um ensaio utilizando-se uma carga enzimética de 10
FPU/g de hidratos de carbono no intuito de ver se se verifica a mesma tendéncia que nos ensaios
realizados a 3% de consisténcia.
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Figura 34 — Perfis de concentracdo de etanol obtidos da fibra virgem (FV) e lamas com tratamento
com fosfato de potéssio (LC K) a 10 FPU/g e consisténcia de 6%.

Como se pode reparar na figura 34, os perfis mantém essencialmente a mesma tendéncia
com a diminuicdo da carga enzimatica para 10 FPU/g de hidratos de carbono. Contudo, ao se
utilizar uma carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono (Figura 33), a concentracédo
de etanol é superior, obtendo-se um 23,8 g L de etanol para as 24h de reagdo. No entanto,
sendo utilizada uma carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono, para 0 mesmo tempo
foi obtido um valor de 20 g L* de etanol.
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Em relacdo as lamas compostas observaram-se as mesmas diminuicdes que a fibra
virgem, onde o valor maximo obtido de etanol para uma carga enzimatica de 15 FPU/g de
hidratos de carbono foi de 11,8 g L (Figura 33) e uma concentragio maxima de 10,1 g L™ para
a carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono (Figura 34). Novamente repara-se que
a diminuicdo da carga enzimatica tem efeito reduzido nesta matéria-prima.

Na Tabela 13 sdo apresentados os valores de concentracdo de etanol para ambos 0s
ensaios SSF utilizando uma consisténcia de 6%.

Tabela 13 — Concentracdes de etanol obtidas, as 24h de reacdo, para os ensaios de SSF para ambas as
cargas enzimaticas e para uma consisténcia de 6%.
Matéria-Prima 15 FPU/gnc 10 FPU/guc
FV 23,79 19,98
LCK 11,79 10,14

Analisando os dados obtidos através do método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, repara-se que a concentracao de glucose e outros agucares fermentaveis diminuem
ao longo do processo enquanto a concentracdo de etanol se mantém relativamente constante.
Isto € justificado pelo aumento da concentracdo de xilitol na mistura, um subproduto da
fermentacdo obtido pela fermentacdo de xilose presente no meio de mistura. Esses valores
podem ser encontrados no ensaio 4 e 5 do anexo H.

Pode-se entdo concluir que o aumento da consisténcia é capaz de produzir valores

superiores de etanol, contudo, esse aumento ndo é muito significativo.
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5. Conclusao e propostas de trabalhos futuros

Através da caracterizacdo feita neste trabalho, confirma-se a presenca de compostos
exogenos nas lamas primarias compostas, fornecidas pela empresa de producéo de papel kraft,
que sdo inibidores dos processos bioldgicos usados na sua valorizacao.

Foram realizados 4 tipos de tratamentos as lamas compostas onde se destacou o
tratamento alcalino com adicdo de fosfato monopotéssico. Depois realizou-se um ensaio de
hidrolise enziméatica com estas lamas tratadas, obtendo-se uma concentracdo de acucares de
19,6 g L (Figura 17) que comparado & concentracio de aglicares obtida pelas lamas ndo
tratadas, 15,2 g L (Figura 17), representa um aumento de 29% na producéo de aguicares.

Foi também estudada a influéncia do tipo de agitacdo, recorrendo a agitacdo orbital,
mecanica e magnética, sobre a homogeneizacdo da mistura. Estes ensaios permitiram concluir
que o tipo de agitacdo utilizado ndo influencia significativamente o processo de hidrélise
enzimatica, a escala laboratorial.

Em relagéo aos ensaios de SSF realizados, foram analisados os efeitos da consisténcia

e da carga enzimatica. Esses dados estdo representados na Tabela 14.

Tabela 14 — Concentragdes de etanol obtidas, as 24h de reacgdo, para as lamas compostas tratadas (LC
K) e ndo tratadas (LC), para ambas as consisténcias e cargas enzimaticas (se aplicavel).

Matéria-Prima Consiténcia (%) Carga Enziméatica (FPU/guc) Etanol (g L?)

LC 3 10 5,0
15 6,1
1 2
3 5 o9

LCK i
6 10 10,1
15 11,8

Pode-se concluir que a alteracdo da carga enzimatica tem um efeito muito pouco
significativo na producdo de etanol enquanto 0 aumento da consisténcia traz consigo valores de
producdo de etanol também superiores. Perante estes resultados, pode concluir-se que o
tratamento alcalino com adicéo de fosfato monopotassico é benéfico para estas lamas.

Para trabalhos futuros, a otimizacdo da producdo de etanol a partir destas lamas
compostas é essencial para a sua aplicacdo a nivel industrial. A aplicacdo de uma metodologia
semi-continua (fed-batch) para o processo de hidrolise enzimatica pode ultrapassar a baixa

producéo de agucares a consisténcias mais elevadas utilizadas neste trabalho.
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Anexo A — Procedimento protocolar do teste de indice Kappa

Reagentes:

Acido sulfarico (2 M);

lodeto de potéssio (1 M);
Tiossulfato de sodio (0,05 M);
Permanganato de potassio (0,01 M);
Agua destilada;

Indicador de amido.

Metodologia:

Pesar com precisdo de 0,1 mg, uma quantidade de fibra que consuma cerca de 50% da solucdo de
permanganato de potassio do ensaio em branco (ensaio sem fibra). Introduzir a fibra pesada hum copo
de 400 mL e adicionar 150 mL de &gua destilada.

Colocar o copo com o seu conteido num banho termostatico a uma temperatura de 25°C, segurando-o
com uma pinga e ligar o agitador.

Pipetar para um copo de 100 mL, 20,0 mL de permanganato de potassio e 20,0 mL de &cido sulfurico.
Aquecer a mistura até a temperatura de 25°C e adicionar a suspensao de fibra, ligando o cronémetro.
Lavar o copo com 10 mL de &gua e adicionar a suspensdo. O volume final da suspensdo com a fibra
deve ser 200 mL.

Interromper a reacdo ao fim de 10 minutos pela adi¢do de 10 mL de iodeto de potéssio.

Titular o iodo libertado com tiossulfato de sodio, com o auxilio de indicador de amido, até a solucdo
ficar clara/transparente.

Registar 0 volume titulado e repetir ensaios até se obter dois ensaios consecutivos onde o volume titulado
seja 10 mL, alterando a massa de fibra se o volume registado.

Tabela 15 — Fator de correcédo d para o calculo do IK. (d = 0,89301+0,021456xC).

C (mL) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
3 0,958 0,960 0,962 0,964 0,966 0,968 0,970 0,973 0,975 0,977
4 0,979 0,981 0,983 0,985 0,987 0,989 0,991 0,994 0,996 0,998
5 1,000 1,002 1,004 1,006 1,009 1,011 1,013 1,015 1,017 1,019
6 1,022 1,024 1,026 1,028 1,030 1,033 1,035 1,037 1,039 1,042

Lenhina Total (%) = 0,15 X IK
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Anexo B — Preparacéao das solugdes de tampéao citrato 0,05 M e reagente DNS

Preparacdo do tampao citrato 0,05 M:

Reagentes:

Acido citrico monohidratado;
Hidroxido de sodio;

Agua destilada.

Metodologia:

Pesar 210 g de &cido citrico monohidratado e adicionar 750 mL de agua destilada.
De seguida, adicionar hidréxido de sddio até se atingir um pH de 4,3.

Adicionar mais agua destilada até se obter 1 L, adicionando hidréxido de sodio, se necessario, para
manter o pH perto de 4,5. Obtém-se solugdo tampao citrato a 1 M.

Por fim, colocar 50 mL da solugdo tampao citrato a 1 M e adicionar 950 mL de &gua destilada para se
obter solucdo tampéo citrato a 0,05 M.

Preparacdo do reagente de DNS:

Reagentes:

Acido 3,5-dinitroselicilico:
Hidrdxido de sodio;

Tartarato duplo de potéssio e sédio;
Metabissulfito de sédio;

Fenal;

Agua destilada.

Metodologia;

Misturar 10,6 g de acido 3,5-dinitrosalicilico e 19,8 g de hidroxido de s6dio em 1416 mL de agua
destilada.

Depois de dissolvidos, numa hotte, adicionar 306 g de tartarato duplo de potassio e sodio, 8,3 g de
metabissulfito de sddio e 7,6 mL de fenol (fundido a 50 °C), mexendo até a solucéo ficar homogénea.
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Anexo C — Curvas de calibracao para a glucose, usando diferentes solu¢des DNS

O reagente DNS reage com qualquer agucar redutor, pelo que, numa mistura de
monossacarideos, se determinou o teor de equivalentes de glucose. Para isso, é necessario construir
uma curva de calibracdo usando glucose. Como foram usadas diferentes solugdes de DNS, foram
também construidas diferentes curvas de calibragdo. Para tal, dissolveu-se cerca de 0,1 g de glucose
em 20 mL de 4dgua destilada (o que equivale a uma concentragdo préxima de 5 g L).

Em varios tubos de ensaio, pipetaram-se diferentes volumes dessa solucdo, em duplicado, diluindo
com tampdo citrato até se obter um volume de 0,5 mL de solucdo de glucose (Tabela 16)

Depois, adicionou-se 3 mL de solucdo DNS, misturando com auxilio de um vértex, e colocados os
tubos de ensaio dentro de um banho em 4gua a ferver durante 5 minutos. Findo esse tempo, os tubos
foram retirados da dgua a ferver e postos em dgua com gelo por mais cinco minutos.

Depois, foram retirados 0,2 mL de mistura para uma cuvete, adicionando 2,5 mL de dgua destilada,
e levadas ao espectrofotémetro UV-Vis para a leitura da absorvincia a 540 nm de comprimento de
onda. Os dados obtidos estdo representados nas Tabelas 16 a 18 e as curvas de calibragdo obtidas

estdo representadas nas Figuras 35 a 37.

12 Solucdo DNS:
Tabela 16 — Dados de auxilio ao célculo da curva de calibragdo usando a 12 solugdo DNS. Massa
glucose pesada = 0,1085 g.

Tubo Stock (mL)  Solucdo Tamp3ao (mL) Cen (g L) Abs-A (A) Abs-B (A) Absyidia (A)
1 0,10 0,40 1,09 0,0940 0,0964 0.0952
2 0,20 0,30 2,17 0,2213 0,2063 0.2138
3 0,25 0,25 2,71 0,2791 0,2813 0.2802
4 0,30 0,20 3,26 0,3245 0,3380 0.3313
5 0,40 0,10 4,34 0,4333 0,4461 0.4397
6 0,50 0,00 5,43 0,5830 0,5509 0.5670

6

5
g y =9.2995x + 0.1777
20 R? =0.999
v 3
3
52
(U]

1

0

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Absorvancia (540 nm)

Figura 35 — Curva de calibracdo usando a 12 solu¢cdo DNS. Massa de glucose pesada = 0,1085 g.
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22 Solucao DNS:
Tabela 17 — Dados de auxilio ao célculo da curva de calibracdo usando a 22 solu¢cdo DNS. Massa
glucose pesada = 0,105 g.

Tubo Stock (mL)  Solucdo Tamp3do (mL) Cau (gL Abs-A (A) Abs-B (A) Absyzdia (A)
1 0,10 0,40 1,05 0,0863 0,0827 0,0845
2 0,20 0,30 2,10 0,2087 0,1891 0,1989
3 0,25 0,25 2,63 0,2851 0,2531 0,2691
4 0,30 0,20 3,15 0,2986 0,3091 0,3039
5 0,40 0,10 4,20 0,4273 0,4103 0,4188
6 0,50 0,00 5,25 0,5236 0,5116 0,5176

6
5
T
20
Q3
g
2 2 y = 9.6622x + 0.2056
1 R?=0.9994
0
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Absorvéncia (540 nm)
Figura 36 — Curva de calibracdo usando a 22 solucdo DNS. Massa de glucose pesada = 0,105 g.
32 Solugdo DNS:

Tabela 18 — Dados de auxilio ao célculo da curva de calibragdo usando a 3? solucdo DNS. Massa

glucose pesada = 0,1062 g.

Tubo Stock (mL) Solucdo Tampdo (mL) Caw (g L) Abs-A (A) Abs-B (A) Absysdia (A)
1 0,10 0,40 1,06 0,0946 0,0809 0,0878
2 0,20 0,30 2,12 0,1991 0,2009 0,2000
3 0,25 0,25 2,66 0,2490 0,2652 0,2571
4 0,30 0,20 3,19 0,3215 0,3115 0,3165
5 0,40 0,10 4,25 0,4258 0,4125 0,4192
6 0,50 0,00 5,31 0,5345 0,5603 0,5474

6
5
X
PE
3
S 2
o y =9.3198x + 0.2582
1 R?=0.9991
0
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Absorvéncia (540 nm)

Figura 37 — Curva de calibracdo usando a 3% solucdo DNS. Massa de glucose pesada = 0,1062 g.
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Anexo D — Dados auxiliares do célculo da atividade enzimatica e curva de calibracéo

Tabela 19 — Dados auxiliares para o calculo da atividade enzimatica para a temperatura de 50°C.

Diluicdo  Abs (540nm) Glucose (mg Volume Glucose (mg) Glucosemed Enzima (mL mL™?)

401 0,4383 4,25 0,5 2,13
401 0,4275 4,15 0,5 2,08 2,10 0,0025
501 0,3892 3,80 0,5 1,90
501 0,3699 3,62 0,5 1,81 185 0.0020
601 0,2592 2,59 0,5 1,29
601 0,2455 2,46 05 1,23 1,35 0,0017
601 0,3086 3,05 0,5 1,52

0.0026

0.0025

0.0024

0.0023

0.0022 y = 0.002x - 0.0017

RZ=1

0.0021

0.0020

0.0019

0.0018

1.80 1.85 1.90 1.95 2.00 2.05 2.10 2.15

Figura 38 — Curva de calibracdo da atividade enzimética a 50°C.

Recorrendo a expressdo linear, o volume de enzima que corresponde a 2 mg de glucose libertada é
0,0023 mL de Enzima por mL de solugdo. Através da equacdo (10), pode-se entdo calcular a atividade
enzimatica.

037 037
Enzima,, 0,0023

Atividadesger = = 160,9 FPU /mL
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Tabela 20 — Dados auxiliares para o calculo da atividade enzimética para a temperatura de 38°C.

Diluicdo  Abs (540nm) Glucose (mg Volume Glucose (mg) Glucosemed Enzima (mL mL™?)

151 0,4386 4,26 0,5 2,13
151 0,4767 4,61 0,5 2,31 2,09 0,0066
151 0,3776 3,69 0,5 1,84
201 0,3997 3,89 0,5 1,95
201 0,3301 3,25 0,5 1,62 1,80 0,0050
201 0,3737 3,65 0,5 1,83

0.0078

0.0068

0.0058

0.0048 y=0.00526x—0.0051

R*=1

0.0038

0.0028

0.0018

1.75 1.80 1.85 1.90 1.95 2.00 2.05 2.10 2.15

Figura 39 — Curva de calibracéo da atividade enzimatica a 38°C.

Recorrendo a expressdo linear, o volume de enzima que corresponde a 2 mg de glucose libertada é
0,0061 mL de Enzima por mL de solucdo. Através da equacdo (10), pode-se entdo calcular a atividade
enzimatica.

037 037
Enzimay, 0,0061

Atividadesgor = = 60,7 FPU/mL
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Anexo E — Exemplificacéo dos calculos dos rendimentos tedricos de hidrdlise e etanol

Para o célculo do rendimento tedrico de hidrélise, tem-se a equacdo 13, apresentada de seguida.

) o [Glucose]
Rendimentoy;grsiise (%) = — %X 100 (13)
1,111 x (V¢> X HCy,
suspensao
Como:
msuspenséo
Mgeca = Mnamida X SECUTQ; Vsuspenséo = W;

HCy, = Celulose (%) + Hemicelulose (%);

Substituindo as varidveis na equacao e utilizando os valores obtidos no primeiro ensaio de hidrélise
enzimatica para a amostra das lamas compostas e decorridas 0,5h de reacdo entdo tem-se 0s seguintes

valores:

. 3,488
Rendimentoy;grsiise (%) = x 100

Mpamida X Secura

1111 x x (0,4559 + 0,1550)
humida
1000
3,488
= X 100
1,111 x 10'081X08'34l7 % 0,6109
1000
= iada x 100
1111 x (10'08 6(10'3417) X 0,6109
3,488 3,488

X 100 = 14,94%

= T111x344x06107 < 100 33373
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Do mesmo modo, o rendimento tedrico de etanol tem-se através da equacao 14.

Etanol
Rendimento,ignoi (%) = [ | x 100 (14)

0,51 x 1,111 x (M> x HCy,

Vsusp ensiao

Utilizando os valores do primeiro ensaio de SSF para as lamas compostas e substituindo as variaveis
pelas apresentadas anteriormente, tem-se:

Rendimento,;gne (%)

4,262
= x 100

Mpumida X Secura

0,51 x 1,111 x x (0,4559 + 0,1550)
humida
~1000
4262
_ x 100
0,51 x 1,111 x | 2223 X 03417} 1 c109
250
1000
4262 100
= X
8.62
0,51 x 1,111 x (m) x 0,6109
4262 4262

100

X 100 = 35,73%

=051 x L111 x3448x0,6100 ~ ~° = 1193
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Anexo F — Dados obtidos da caracterizagdo das matérias-primas

Tabela 21 — Dados obtidos para o calculo da secura das matérias-primas.

Material Amostra Mgmida (8) Mcaixa+secos (8) Mcaixa vazia (8) Msecos (8) Secura (g/g) Securamedia (g/g)
1 1,1278 70,0635 69,6746 0,3889 0,3448
Cots;noa;as 2 1,0281 72,1073 71,7626 0,3447 0,3353 0,3417
3 1,1215 66,7893 66,4024 0,3869 0,3450
1 0,5043 17,9426 17,7542 0,1884 0,3736
Fibra Virgem 2 0,5228 26,1575 25,9732 0,1843 0,3525 0,3434
3 0,5547 27,9416 27,7730 0,1686 0,3039
o 1 1,0039 73,2276 72,9944 0,2332 0,2323
F'b[zx;iem 2 1,0196 73,8385 73,5987 0,2398 0,2352 0,2339
3 1,0105 66,6390 66,4024 0,2366 0,2341
- 1 1,0330 43,2176 42,2442 0,9734 0,9423
Fibra Virgem 2 1,0082 40,8853 39,9389 0,9464 0,9387 0,9374
Extraida 3 1,0112 72,5009 71,5593 0,9416 0,9312
Lama tratada 1 0,5067 18,6332 18,4880 0,1452 0,2866 02856
KH2PO4 (1) 2 0,5028 16,9669 16,3208 0,1461 0,2906 '
1 0,5069 19,0733 18,9224 0,1509 0,2977
LEIT;PET?SF 2 0,5018 18,6404 18,4898 0,1506 0,3001 0,3020
3 0,5035 17,6593 17,5042 0,1551 0,3080
1 1,0250 17,0043 16,8212 0,1831 0,1786
LEIT;PE;T?:; 2 1,0123 27,4431 27,2714 0,1717 0,1696 0,1722
3 1,0175 17,9271 17,7559 0,1712 0,1683
Tabela 22 — Dados obtidos durante incineracdo das matérias-primas.
Material Amostra Mseca (8) Mcadinhos7sec (8) Madinho+cinzass7sec (8) MCinzas (8) Cinzas (%) Cinzasmedia (%)
1 0,5106 42,0892 42,1287 0,0395 7,74
Lamas 2 0,5065 32,6514 32,6884 0,0370 7,31 7,44
Compostas
3 0,5118 42,4944 42,5317 0,0373 7,29
1 0,5090 26,5413 26,5481 0,0068 1,34
Fibra Virgem 2 0,5080 23,3242 23,3320 0,0078 1,54 1,38
3 0,5175 40,2540 40,2606 0,0066 1,28
o 1 1,0289 32,6491 32,6604 0,0113 1,10
F'b[z\ya';iem 2 1,0282 42,0895 42,0986 0,0091 0,89 0,97
3 1,0283 26,5425 26,5519 0,0094 0,91
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Tabela 23 — Dados obtidos durante o processo de hidrdlise acida das matérias-primas.

Material Amostra Msecas0ec (8)  Meadinhosfiltro 105ec (8)  Meadinho+filtro+residuo 1052c (8) Mresiduos (8) Lenhina insolivel (%)  Lenhina insolivelmedia (%)

1 0,3045 35,8494 35,9077 0,0583 20,33

Lamas Compostas (1) 2 0,3044 35,0812 35,1318 0,0506 17,65 18,88
3 0,3021 35,2516 35,3047 0,0531 18,67
1 0,3048 35,2633 35,3011 0,0378 13,62

Fibra Virgem 2 0,3064 35,8750 35,9139 0,0389 13,95 13,59
3 0,3022 35,5797 35,6160 0,0363 13,19
1 0,3062 35,9465 36,0011 0,0546 18,94

Lamas Compostas (2) 2 0,3059 35,0897 35,1445 0,0548 19,02 19,07
3 0,3054 34,7098 34,7652 0,0554 19,26
1 0,3153 35,8461 35,8848 0,0387 13,48

Fibra Virgem Lavada 2 0,3040 35,2289 35,2665 0,0376 13,59 13,22
3 0,3126 35,5500 35,5858 0,0358 12,58
1A 0,3048 34,7013 34,7362 0,0349 12,58
1B 0,3030 35,2351 35,2691 0,0340 12,33

Fibra Virgem Extraida 2A 0,3043 35,5351 35,5687 0,0336 12,13 1234
2B 0,3064 35,8347 35,8693 0,0346 12,40
3-A 0,3047 35,0629 35,0969 0,0340 12,26
3B 0,3063 35,4211 35,4556 0,0345 12,37
1 0,3064 35,0652 35,1359 0,0707 24,83

Liﬁ;:gjt(al‘;a 2 0,3118 35,4116 35,4876 0,0760 26,23 25,84
3 0,3033 35,2187 35,2932 0,0745 26,44
1 0,3002 37,5427 37,5900 0,0473 16,96

Li':;:gzt(az‘;a 2 0,3029 38,9486 38,9959 0,0473 16,81 16,38
3 0,3032 37,2166 37,2641 0,0475 16,36
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Tabela 24 — Valores obtidos através do espectrofotometro UV-Vis para o célculo da lenhina soltvel.

Material Amostra  Mgecag0ec (8) Diluicdo Absorvancia (205 nm)  Lenhina soldvel (g/L)  Lenhina soluvel (%) Lenhina soltvelnedia (%)
1-A 0,3045 10 0,3388 0,0308 0,93
1-B 0,3045 10 0,3332 0,0303 0,92
2-A 0,3044 10 0,3115 0,0283 0,86
Lama Composta (1) 0,89
2-B 0,3044 10 0,3150 0,0286 0,87
3-A 0,3021 10 0,3222 0,0293 0,89
3-B 0,3021 10 0,3150 0,0286 0,87
1-A 0,3048 10 0,2845 0,0259 0,81
1-B 0,3048 10 0,2931 0,0266 0,83
. . 2-A 0,3064 10 0,3430 0,0312 0,97
Fibra Virgem 0,90
2-B 0,3064 10 0,3371 0,0306 0,95
3-A 0,3022 10 0,3127 0,0284 0,90
3-B 0,3022 10 0,3182 0,0289 0,91
1-A 0,3062 10 0,3091 0,0281 0,85
1-B 0,3062 10 0,3037 0,0276 0,83
2-A 0,3059 10 0,3671 0,0334 1,01
Lama Composta (2) 2-8 0,3059 10 0,3589 0,0326 0,98 0,89
3-A 0,3054 10 0,2828 0,0257 0,78
3-B 0,3054 10 0,3276 0,0298 0,90
1-A 0,3153 10 0,3020 0,0275 0,83
1-B 0,3153 10 0,3153 0,0287 0,87
. . 2-A 0,3040 10 0,2203 0,0200 0,63
Fibra Virgem Lavada 0,71
2-B 0,3040 10 0,2508 0,0228 0,72
3-A 0,3126 10 0,1775 0,0161 0,49
3-B 0,3126 10 0,2713 0,0247 0,75
1-A 0,3048 10 0,1956 0,0178 0,56
1-B 0,3030 10 0,1830 0,0166 0,52
Fibra Virgem Extraida 2-A 0,3043 10 0,1872 0,0170 0,53 0,52
2-B 0,3064 10 0,1956 0,0178 0,55
3-A 0,3047 10 0,1788 0,0163 0,51
3-B 0,3063 10 0,1574 0,0143 0,45
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Tabela 24 — Valores obtidos através do espectrofotometro UV-Vis para o célculo da lenhina soltvel (cont.).

Material Amostra  Mgeca a0ec (8) Dilui¢do Absorvancia (205 nm)  Lenhina soltvel (g/L)  Lenhina soluvel (%) Lenhina solavelysdia (%)

1-A 0,3064 10 0,2506 0,0228 0,69
1-B 0,3064 10 0,2352 0,0214 0,65

Lamas tratadas 2-A 0,3118 10 0,2307 0,0210 0,63 0,66
KH2PO4 (1) 2-B 0,3118 10 0,2307 0,0210 0,63
3-A 0,3033 10 0,2352 0,0214 0,66
3-B 0,3033 10 0,2428 0,0221 0,68
1-A 0,3002 10 0,2407 0,0219 0,68
1-B 0,3002 10 0,2481 0,0226 0,70

Lamas tratadas 2-A 0,3029 10 0,2556 0,0232 0,72 0,70
KH2PO4 (2) 2-B 0,3029 10 0,2496 0,0227 0,70
3-A 0,3032 10 0,2481 0,0226 0,69
3-B 0,3032 10 0,2437 0,0222 0,68
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Tabela 25 — Hidratos de carbono obtidos por diferenca.

Material Lenhina insoluvel (%) Lenhina soluvel (%) Cinzas (%) Hidratos de Carbono (%)
Lama Composta 18,88 0,90 7,44 72,59
Fibra Virgem 13,59 0,91 1,38 84,13
Fibra Virgem Lavada 13,22 0,71 0,97 85,10
Lamas tratadas KH,PO4 (2) 16,88 0,70 n.d. < 82,43

Tabela 26 — Teores de celulose, hemicelulose, agucares simples e produtos de reacdo obtidos pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (%).

Lamas Compostas  Fibra virgem Fibra virgem Fibra virgem Lamas tratadas
Glucose 52,86 67,81 69,22 69,63 55,54
Xilose 2,45 4,17 4,04 7,08 5,61
Manose 9,14 9,43 9,22 5,84 5,01
Arabinose 0,88 1,10 1,14 1,18 0,85
Grupos acetilo 2,63 2,24 2,14 2,25 2,49
Acidos urénicos 0,48 0,58 0,60 0,46 0,48
5-HMF 0,66 0,65 0,75 0,67 0,68
Furfural 0,60 <ld. 1,02 0,76 0,70
Celulose 45,59 58,98 60,30 61,40 48,90
Hemicelulose 15,50 17,38 16,99 15,86 13,54
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Anexo G — Ensaios de Hidroélise Enziméatica realizados

Tabela 27 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspenséo total de 100 g.

Amostra HC (g) Mhimida (8) VEnzima (ML) Vtampso (ML) Consisténcia (%)  Msuspensso (8)
Lamas compostas 2,5 10,08 0,233 89,69 3,44 100
Fibra virgem lavada 2,5 12,69 0,233 87,07 2,97 100
Lamas tratadas KH,PO4 2,5 17,61 0,233 82,15 3,03 100

Tabela 28 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspenséo total de 250 g.

Amostra HC (g) Mhimida (8) VEnzima (ML) Vtampso (ML) Consisténcia (%)  Msuspensso (8)
Lamas compostas 6,25 25,20 0,583 224,22 3,44 250
Fibra virgem lavada 6,25 31,73 0,583 217,69 2,97 250
Lamas tratadas KH,PO4 6,25 44,03 0,583 205,39 3,03 250

Tabela 29 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspensdo total de 100 g.

Amostra HC (g) Mhamida (8) VEnzima (ML) Vtampzo (ML) Consisténcia (%)  Msuspensso (8)
Lamas compostas 4,35 17,56 0,406 82,03 6 100
Fibra virgem lavada 5,05 25,65 0,471 73,88 6 100
Lamas tratadas KH,PO, 4,95 34,84 0,462 64,70 6 100

Tabela 30 — Pardmetros auxiliares das matérias-primas.

Amostra Secura (g/g) CH (g/g) Celulose (g/g) Hemiceluloses (g/g)
Lamas compostas 0,3417 0,7258 0,4559 0,1550
Fibra virgem lavada 0,2339 0,8421 0,5898 0,1738
Lamas tratadas KH,PO4 0,1722 0,8243 0,4890 0,1354
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Ensaio 1:

Tabela 31 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas com uma massa de
suspensado de 100g e agitacdo orbital. Réplica 1, massa himida pesada = 10,08 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,4158 3,488 14,92
1,0 5 0,0846 4,306 18,42
1,5 5 0,1006 4,311 18,44
2,0 5 0,0891 5,031 21,52
2,5 5 0,1212 6,064 25,94
3,0 5 0,1400 5,022 21,48
3,5 5 0,1378 6,040 25,84
4,5 5 0,1508 7,101 30,37
6,0 5 0,1704 8,547 36,56
24,0 5 0,2902 14,168 60,61
30,0 5 0,2956 13,912 59,51
48,0 5 0,2727 13,020 55,69

Tabela 32 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas com uma massa de
suspensdo de 100g e agitacdo orbital. Réplica 2, massa humida pesada = 10,12 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,4151 3,482 14,84
1,0 5 0,1026 5,143 21,91
1,5 5 0,1205 5,236 22,31
2,0 5 0,0959 5,348 22,79
2,5 5 0,1286 6,408 27,30
3,0 5 0,1465 5,324 22,67
3,5 5 0,1576 6,961 29,66
45 5 0,1622 7,631 32,51
6,0 5 0,1962 9,746 41,53
24.0 5 0,3135 15,252 64,98
30,0 5 0,3263 15,340 65,36
48,0 5 0,3219 15,307 65,22
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Tabela 33 — Dados obtidos para a hidrélise enzimética de lamas compostas com uma massa de
suspensdo de 100g e agitacdo orbital. Réplica 3, massa humida pesada = 10,22 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,3801 3,156 13,32
1,0 5 0,0978 4,920 20,76
1,5 5 0,0976 4,171 17,60
2,0 5 0,0882 4,990 21,05
2,5 5 0,1232 6,157 25,98
3,0 5 0,1397 5,008 21,13
35 5 0,1463 6,436 27,15
4,5 5 0,1515 7,133 30,10
6,0 5 0,1997 9,909 41,81
24,0 5 0,3335 16,182 68,27
30,0 5 0,3147 14,801 62,45
48,0 5 0,3019 14,377 60,66
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Figura 40 — Perfis de concentragdo de glucose de todas as réplicas do ensaio de hidrolise enzimatica de
lamas compostas com uma massa de suspensao total de 100 g e agitacdo orbital.
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Figura 41 — Perfis de rendimento tedrico de todas as réplicas do ensaio de hidrdlise enzimética de
lamas compostas com uma massa de suspensao total de 100 g e agitacdo orbital.

Tabela 34 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de fibra virgem com uma massa de suspensao
de 100g e agitagdo orbital. Réplica 1, massa himida pesada = 12,69 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,6067 5,264 20,65
1,0 5 0,1723 8,384 32,89
1,5 5 0,1770 7,863 30,85
2,0 5 0,1837 9,430 37,00
2,5 5 0,1487 7,342 28,81
3,0 5 0,2261 9,026 35,41
3,5 5 0,2431 10,937 42,91
45 5 0,2695 12,620 49,51
6,0 5 0,3003 14,587 57,23

24,0 5 0,4534 21,757 85,36

30,0 5 0,4302 20,171 79,14

48,0 5 0,5166 24,360 95,58
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Tabela 35 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de fibra virgem com uma massa de suspensao
de 100g e agitacdo orbital. Réplica 2, massa himida pesada = 12,73 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,5414 4,656 18,21
1,0 5 0,1490 7,301 28,55
15 5 0,1674 7,417 29,01
2,0 5 0,1699 8,788 34,37
2,5 5 0,2020 9,821 38,41
3,0 5 0,2198 8,733 34,15
35 5 0,2497 11,243 43,97
45 5 0,2633 12,332 48,23
6,0 5 0,2861 13,926 54,47
24,0 5 0,4480 21,505 84,11
30,0 5 0,4814 22,552 88,20
48,0 5 0,5118 24,137 94,40

Tabela 36 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de fibra virgem com uma massa de suspensao
de 100g e agitagdo orbital. Réplica 3, massa himida pesada = 12,75 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,5860 5,071 19,80
1,0 5 0,1126 5,608 21,90
1,5 5 0,1586 7,008 27,36
2,0 5 0,1634 8,486 33,14
2,5 5 0,2128 10,323 40,31
3,0 5 0,2145 8,486 33,14
3,5 5 0,2237 10,035 39,19
45 5 0,2640 12,364 48,28
6,0 5 0,2928 14,238 55,60
24,0 5 0,4127 19,864 77,57
30,0 5 0,4113 19,292 75,34
48,0 5 0,4629 21,864 85,38
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Figura 42 — Perfis de concentragdo de glucose de todas as réplicas do ensaio de hidrélise enzimatica de
fibra virgem com uma massa de suspenséo total de 100 g e agitacéo orbital.
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Figura 43 — Perfis de rendimento tedrico de todas as réplicas do ensaio de hidrolise enzimética de fibra
virgem com uma massa de suspenséo total de 100 g e agitacdo orbital.
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Ensaio 2:

Tabela 37 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas com uma massa de
suspensdo de 250¢ e agitacdo orbital. Réplica 1, massa himida pesada = 25,26 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,4550 4,024 17,17
1,0 5 0,0719 3,965 16,92
15 5 0,1073 4,907 20,94
2,0 5 0,1077 6,231 26,59
2,5 5 0,1039 5,569 23,77
3,0 5 0,1301 4,845 20,67
45 5 0,1822 8,999 38,41
6,0 5 0,1783 9,366 39,97
24,0 5 0,2635 13,536 57,76
30,0 5 0,2482 12,270 52,36
48,0 5 0,2379 11,951 51,00

Tabela 38 — Dados obtidos para a hidrdlise enzimatica de lamas compostas com uma massa de
suspensdo de 250g e agitacdo orbital. Réplica 2, massa humida pesada = 25,29 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,4688 4,157 17,72
1,0 5 0,0915 4,912 20,94
15 5 0,0993 4,521 19,27
2,0 5 0,1191 6,782 28,91
2,5 5 0,1256 6,618 28,21
3,0 5 0,1506 5,835 24,87
45 5 0,1743 8,618 36,73
6,0 5 0,1789 9,395 40,05
24,0 5 0,2621 13,468 57,41
30,0 5 0,2638 13,024 55,51
48,0 5 0,2479 12,434 53,00
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Figura 44 — Perfis de concentracgdo de glucose de todas as réplicas do ensaio de hidrolise enzimatica de
lamas compostas com uma massa de suspensao total de 250 g e agitacdo orbital.
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Figura 45 — Perfis de rendimento tedrico de todas as réplicas do ensaio de hidrdlise enzimética de
lamas compostas com uma massa de suspensao total de 250 g e agitacdo orbital.
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Tabela 39 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de fibra virgem com uma massa de suspensao
de 250q e agitacdo orbital. Réplica 1, massa himida pesada = 31,80 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,4988 4,447 17,41
1,0 5 0,1197 6,275 24,56
15 5 0,1465 6,801 26,62
2,0 5 0,1702 9,251 36,21
2,5 5 0,1758 9,043 35,40
3,0 5 0,1930 7,883 30,86
45 5 0,2281 11,217 43,90
6,0 5 0,2467 12,671 49,60
24,0 5 0,3811 19,217 75,22
30,0 5 0,3706 18,183 71,17
48,0 5 0,3803 18,831 73,71

Tabela 40 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de fibra virgem com uma massa de suspensao
de 250g e agitagdo orbital. Réplica 2, massa himida pesada = 31,87 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,5330 4,778 18,66
1,0 5 0,1388 7,197 28,11
15 5 0,1659 7,738 30,22
2,0 5 0,1632 8,912 34,81
2,5 5 0,1856 9,516 37,17
3,0 5 0,2306 9,700 37,88
45 5 0,2094 10,313 40,28
6,0 5 0,2614 13,381 52,26
24,0 5 0,4196 21,077 82,32
30,0 5 0,4270 20,908 81,66
48,0 5 0,4707 23,198 90,60
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Producéo de agucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 46 — Perfis de concentracdo de glucose de todas as réplicas do ensaio de hidrolise enzimatica de
fibra virgem com uma massa de suspenséo total de 250 g e agitacéo orbital.
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Figura 47 — Perfis de rendimento tedrico de todas as réplicas do ensaio de hidrdlise enzimética de fibra
virgem com uma massa de suspensao total de 250 g e agitacdo orbital.
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Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Ensaio 3:

Tabela 41 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas com uma massa de
suspensado de 250g e agitacdo mecanica. Massa humida pesada = 25,22 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,6036 5,460 23,34
1,0 5 0,1112 5,864 25,06
15 5 0,1124 5,154 22,03
2,0 5 0,1649 8,994 38,45
2,5 5 0,1480 7,700 32,91
3,0 5 0,1842 7,458 31,88
45 5 0,1818 8,980 38,38
6,0 5 0,1921 10,033 42,88
24,0 5 0,2335 12,086 51,66
30,0 5 0,2915 14,362 61,39
48,0 5 0,2729 13,642 58,31

Tabela 42 — Dados obtidos para a hidrdlise enzimatica de fibra virgem com uma massa de suspensdo
de 2509 e agitagdo mecénica. Massa himida pesada = 31,73 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,5786 5,218 20,47
1,0 5 0,1306 6,801 26,68
15 5 0,1423 6,598 25,88
2,0 5 0,1871 10,067 39,49
2,5 5 0,1668 8,608 33,77
3,0 5 0,2644 11,333 44,46
45 5 0,2434 11,956 46,90
6,0 5 0,2729 13,937 54,67
24,0 5 0,4232 21,251 83,36
30,0 5 0,4526 22,145 86,87
48,0 5 0,4991 24,570 96,38
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Producéo de agucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 48 — Perfis de concentracdo de glucose do ensaio de hidrdlise enzimética para ambas as
matérias-primas com uma massa de suspensdo total de 250 g e agitacdo mecanica.
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Figura 49 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrdlise enzimatica para ambas as matérias-
primas com uma massa de suspensdo total de 250 g e agitacdo mecanica.
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Producdo de acUcares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Ensaio 4:

Tabela 43 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas com uma massa de
suspensdo de 2509 e agitacdo magnética. Réplica 1, massa humida pesada = 25,23 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,4688 4,157 17,76
1,0 5 0,0915 4,912 20,99
15 5 0,0993 4,521 19,32
2,0 5 0,1191 6,782 28,98
2,5 5 0,1256 6,618 28,27
3,0 5 0,1506 5,835 24,93
45 5 0,1743 8,618 36,82
6,0 5 0,1789 9,395 40,14

24,0 5 0,2621 13,468 57,54

30,0 5 0,2638 13,024 55,65

Tabela 44 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas com uma massa de
suspensdo de 250g e agitacdo magnética. Réplica 2, massa humida pesada = 25,25 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,6036 5,460 23,31
1,0 5 0,1112 5,864 25,03
1,5 5 0,1124 5,154 22,00
2,0 5 0,1649 8,994 38,40
2,5 5 0,1480 7,700 32,87
3,0 5 0,1842 7,458 31,84
45 5 0,1818 8,980 38,34
6,0 5 0,1921 10,033 42,83
24,0 5 0,2335 12,086 51,60
30,0 5 0,2915 14,362 61,31
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Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Tabela 45 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de fibra virgem com uma massa de suspensao
de 250q e agitacdo magnética. Massa himida pesada = 31,80 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,6818 6,215 24,33
1,0 5 0,1600 8,222 32,18
1,5 5 0,2651 12,531 49,05
2,0 5 0,2422 12,729 49,82
2,5 5 0,2427 12,275 48,05
3,0 5 0,2459 10,439 40,86
4,5 5 0,2457 12,067 47,23
6,0 5 0,3256 16,483 64,52
24,0 5 0,4375 21,942 85,89
30,0 5 0,4465 21,850 85,53
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Figura 50 — Perfis de concentracao de glucose do ensaio de hidrdlise enzimatica para ambas as
matérias-primas com uma massa de suspensdo total de 250 g e agitagdo magnética.
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Figura 51 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrélise enzimética para ambas as matérias-
primas com uma massa de suspensdo total de 250 g e agitacdo magnética.
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Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Ensaio 5:

Tabela 46 — Dados obtidos para a hidrélise enzimética de lamas compostas sujeitas a extragdo com
diclorometano. Réplica 1, massa himida pesada = 10,46 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,3502 2,965 10,69
1,0 5 0,0629 3,705 13,36
15 5 0,1091 5,117 18,45
2,0 5 0,1150 6,650 23,98
2,5 5 0,1253 6,669 24,05
3,0 5 0,0786 2,572 9,28
45 5 0,0814 4,283 15,44
6,0 5 0,0802 4,763 17,17
24,0 5 0,1498 8,057 29,05
30,0 5 0,1626 8,146 29,37
48,0 5 0,1593 8,164 29,44

Tabela 47 — Dados obtidos para a hidrdlise enzimatica de lamas compostas sujeitas a extracdo com
diclorometano. Réplica 2, massa hiimida pesada = 9,89 g..

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,3552 3,011 12,89
1,0 5 0,0618 3,654 15,64
15 5 0,1128 5,289 22,64
2,0 5 0,1037 6,123 26,21
2,5 5 0,1189 6,370 27,27
3,0 5 0,0655 1,962 8,40
45 5 0,0916 4,758 20,37
6,0 5 0,0787 4,693 20,09
24,0 5 0,2638 13,369 57,23
30,0 5 0,2887 14,022 60,03
48,0 5 0,3069 15,042 64,40
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Producéo de agucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 52 — Perfis de concentragdo de glucose do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a extragdo com diclorometano.
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Figura 53 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a extragdo com diclorometano
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Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Tabela 48 — Dados obtidos para a hidrélise enzimética de lamas compostas sujeitas a extragdo com
acetona. Réplica 1, massa himida pesada = 10,92 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,2360 1,900 6,84
1,0 5 0,0450 2,871 10,34
15 5 0,0852 4,003 14,41
2,0 5 0,0777 4,912 17,69
2,5 5 0,0879 4,926 17,74
3,0 5 0,0446 0,988 3,56
45 5 0,0516 2,894 10,42
6,0 5 0,0726 4,408 15,87
24,0 5 0,0655 4,129 14,87
30,0 5 0,0629 3,500 12,60
48,0 5 0,0649 3,765 13,56

Tabela 49 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas sujeitas a extracdo com
acetona. Réplica 2, massa humida pesada = 9,88 g..

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,3427 2,895 12,40
1,0 5 0,0597 3,556 15,24
1,5 5 0,0915 4,297 18,41
2,0 5 0,0889 5,434 23,28
2,5 5 0,1070 5,816 24,92
3,0 5 0,0784 2,563 10,98
45 5 0,0773 4,092 17,53
6,0 5 0,0848 4,977 21,33
24,0 5 0,0945 5,480 23,48
30,0 5 0,0981 5,140 22,03
48,0 5 0,0806 4,497 19,27
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Producéo de agucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 54 — Perfis de concentracgdo de glucose do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a extragdo com acetona.

30

Rendimento (%)

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

ceccheos A1 eeofBe- A2

Figura 55 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a extragdo com acetona.

91



Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Tabela 50 — Dados obtidos para a hidrdlise enzimatica de lamas compostas sujeitas a tratamento
alcalino com adicdo de fosfato de sédio. Massa himida pesada = 15,09 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,2781 2,293 9,82
1,0 5 0,0396 2,619 11,22
15 5 0,0664 3,127 13,40
2,0 5 0,0845 5,229 22,40
2,5 5 0,0818 4,641 19,89
3,0 5 0,0825 2,754 11,80
45 5 0,0799 4,213 18,05
6,0 5 0,0871 5,084 21,78
24,0 5 0,1007 5,769 24,72
30,0 5 0,0949 4,991 21,38
48,0 5 0,0528 3,202 13,72

Tabela 51 — Dados obtidos para a hidrélise enzimatica de lamas compostas sujeitas a tratamento
alcalino com adicéo de fosfato de sédio. Massa himida pesada = 13,08 g..

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,4762 4,139 16,15
1,0 5 0,0933 5,121 19,99
15 5 0,1474 6,902 26,94
2,0 5 0,1480 8,188 31,96
2,5 5 0,1638 8,463 33,03
3,0 5 0,0992 3,532 13,79
45 5 0,1673 8,286 32,34
6,0 5 0,1458 7,820 30,52
24,0 5 0,3761 18,603 72,61
30,0 5 0,4312 20,662 80,65
48,0 5 0,4477 21,604 84,32
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Producéo de agucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 56 — Perfis de concentragdo de glucose do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a tratamento alcalino com adicédo de fosfato de s6dio (Na) e fosfato de potéssio (K).
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Figura 57 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a tratamento alcalino com adicédo de fosfato de sodio (Na) e fosfato de potéssio (K).
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Producdo de acUcares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Ensaio 6:

Tabela 52 — Dados obtidos para a hidrélise enzimética de lamas compostas sujeitas a tratamento
alcalino com adic¢do de fosfato de potassio. Réplica 1, massa himida pesada = 11,93 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

05 1 0,3539 2,999 12,55
1,0 5 0,0919 5,056 21,17
15 5 0,1133 5,312 22,24
2,0 5 0,1287 7,288 30,51
2,5 5 0,1391 7,312 30,61
3,0 5 0,1395 5,410 22,65
45 5 0,1986 9,744 40,79
6,0 5 0,2507 12,708 53,20
24,0 5 0,3930 19,792 82,85
30,0 5 0,3299 16,217 67,89
48,0 5 0,4209 20,792 87,04

Tabela 53 — Dados obtidos para a hidrdlise enzimatica de lamas compostas sujeitas a tratamento
alcalino com adicéo de fosfato de potassio. Réplica 2, massa humida pesada = 11,93 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

0,5 1 0,3334 2,808 11,76
1,0 5 0,0801 4,506 18,86
15 5 0,1120 5,252 21,99
2,0 5 0,1446 8,029 33,61
2,5 5 0,1306 6,915 28,95
3,0 5 0,1708 6,869 28,75
45 5 0,1763 8,705 36,44
6,0 5 0,2103 10,825 45,32
24,0 5 0,3841 19,362 81,05
30,0 5 0,3598 17,661 73,93
48,0 5 0,3922 19,406 81,23
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Producéo de agucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 58 — Perfis de concentragdo de glucose do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a tratamento alcalino com adicédo de fosfato de potassio.
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Figura 59 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a tratamento alcalino com adicédo de fosfato de potassio.
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Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Ensaio 7:

Tabela 54 — Dados obtidos para a hidrélise enzimética de lamas compostas sujeitas a tratamento
alcalino com adicéo de fosfato de potéssio para uma consisténcia de 6% e com massa total de
suspensdo de 100 g. Réplica 1, massa hiumida pesada = 34,86 g.

tempo (h) Dilui¢do DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

24 10 0,0324 3,400 8,16
30 20 0,0519 5,590 13,42
48 20 0,0493 9,873 23,70
54 20 0,0109 6,211 14,91
7 20 0,0053 5,296 12,72

Tabela 55 — Dados obtidos para a hidrélise enzimética de lamas compostas sujeitas a tratamento
alcalino com adicdo de fosfato de potassio para uma consisténcia de 6% e com massa total de
suspensdo de 100 g. Réplica 2, massa himida pesada = 34,84 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

24 10 0,0508 4,904 11,78
30 20 0,0614 6,366 15,29
48 20 0,0614 11,850 28,47
54 20 0,0560 13,583 32,63
72 20 0,0072 5,607 13,47
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Figura 60 — Perfis de concentragdo de glucose do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a tratamento alcalino com adi¢éo de fosfato de potassio para uma consisténcia de 6% e com
massa total de suspenséo de 100 g.
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Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 61 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrélise enzimética de lamas compostas
sujeitas a tratamento alcalino com adicé&o de fosfato de potassio para uma consisténcia de 6% e com
massa total de suspenséo de 100 g.

Tabela 56 — Dados obtidos para a hidrdlise enzimatica de fibra virgem para uma consisténcia de 6% e
com massa total de suspensdo de 100 g. Réplica 1, massa humida pesada = 17,50 g.

tempo (h) Diluigao DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

24 10 0,3302 29,199 56,58
30 20 0,2274 41,351 80,13
48 20 0,2498 45,045 87,29
54 20 0,2728 48,461 93,91
7 20 0,2494 41,760 80,92

Tabela 57 — Dados obtidos para a hidrdlise enzimatica fibra virgem para uma consisténcia de 6% e
com massa total de suspensdo de 100 g. Réplica 2, massa himida pesada = 17,42 g.

tempo (h) Diluigdo DO (540 nm) [Egs glucose] (g/L) Rendimento (%)

24 10 0,3851 33,685 65,35
30 20 0,2284 41,515 80,54
48 20 0,2522 45,437 88,15
54 20 0,2751 48,837 94,75
72 20 0,2525 42,266 82,00
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Producéo de agucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft
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Figura 62 — Perfis de concentragdo de glucose do ensaio de hidrélise enzimética de fibra virgem para
uma consisténcia de 6% e massa de suspenséo de 100 g.
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Figura 63 — Perfis de rendimento tedrico do ensaio de hidrdlise enzimatica de fibra virgem para uma
consisténcia de 6% e massa de suspenséo de 100 g.
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Producdo de acUcares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Anexo H — Ensaios de SSF realizados

Tabela 58 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspensdo total de 100 g, carga
enzimaética de 15 FPU/g de hidrato de carbono e carga inicial de hidratos de carbono de 2,5%.

Amostra HC (g) Mhumida (g) VEnzima (mL) Vinéculo (ml-) Vnutrientes (mL) Vtampéo (mL) Consisténcia (%) Msuspenséo (g)
Lamas compostas 2,5 10,08 0,616 10 2 89,30 3,44 100
Fibra virgem lavada 2,5 12,69 0,616 10 2 86,69 2,97 100
Lamas tratadas KH,PO4 2,5 17,61 0,616 10 2 81,77 3,03 100

Tabela 59 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspensao total de 250 g, carga
enzimaética de 15 FPU/g de hidrato de carbono e carga inicial de hidratos de carbono de 2,5%.

Amostra HC(g)  Mhimida (8)  Venzima (ML) Vingeuto (ML) Viutrientes (ML) Viampao (ML) Consisténcia (%)  Msuspensio (€)
Lamas compostas 6,25 25,20 1,539 25 5 223,26 3,44 250
Fibra virgem lavada 6,25 31,73 1,539 25 5 216,73 2,97 250
Lamas tratadas KH,PO, 6,25 44,03 1,539 25 5 204,43 3,03 250

Tabela 60 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspensao total de 100 g, carga
enzimaética de 10 FPU/g de hidrato de carbono e carga inicial de hidratos de carbono de 2,5%.

Amostra HC (8) Mhumida (g) VEnzima (ml-) Vinéculo (ml-) Vnutrientes (ml-) Vtampéo (ml-) Consisténcia (%) Msuspenséo (g)
Lamas compostas 2,5 10,08 0,493 10 2 90,73 3,44 100
Fibra virgem lavada 2,5 12,69 0,493 10 2 86,68 2,97 100
Lamas tratadas KH,PO, 2,5 17,61 0,493 10 2 89,57 3,03 100

Tabela 61 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspensao total de 250 g, carga
enzimatica de 10 FPU/g de hidrato de carbono e carga inicial de hidratos de carbono de 2,5%.

Amostra HC (g) Mhimida (8) Venzima (ML) Vingeulo (ML) Viutrientes (ML) Viampso (ML) Consisténcia (%)  Msuspensio (8)
Lamas compostas 6,25 25,20 1,026 25 5 223,77 3,44 250
Fibra virgem lavada 6,25 31,73 1,026 25 5 217,24 2,97 250
Lamas tratadas KH,PO, 6,25 44,03 1,026 25 5 204,94 3,03 250

Tabela 62 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspensao total de 100 g, carga
enzimatica de 15 FPU/g de hidrato de carbono e consisténcia de 6%.

Amostra Mhgmida (8) VEnzima (ML) Vinéculo (ML) Vhutrientes (ML) Vtampio (mL) HC (%) Mosuspensio (g)
Lamas compostas 17,56 1,073 10 2 81,37 4,35 100
Fibra virgem lavada 25,65 1,244 10 2 73,10 5,05 100
Lamas tratadas KH,PO, 19,87 1,218 10 2 78,91 4,95 100
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Tabela 63 — Dados auxiliares para cada amostra com massa de suspenséo total de 100 g, carga
enzimatica de 10 FPU/g de hidrato de carbono e consisténcia de 6%.

Amostra Mhdamida (g) VEnzima (mL) Vinéculo (mL) Vnutrientes (mL) Vtampio (ml-) HC (%) Msuspenséo (g)
Lamas compostas 17,56 0,715 10 2 81,73 4,35 100
Fibra virgem lavada 25,65 0,830 10 2 73,52 5,05 100
Lamas tratadas KH,PO, 19,87 0,812 10 2 79,32 4,95 100

Tabela 64 — Pardmetros auxiliares das matérias-primas.

Amostra Secura (g/g) CH (g/g) Celulose (g/g) Hemiceluloses (g/g)
Lamas compostas 0,3417 0,7258 0,4559 0,1550
Fibra virgem lavada 0,2339 0,8421 0,5898 0,1738
Lamas tratadas KH,PO4 0,1722 0,8243 0,4890 0,1354
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Producdo de acucares fermentaveis a partir de fibras residuais de uma fabrica de papel kraft

Ensaio 1:

Tabela 65 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspenséo de 250 g e carga
enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa himida pesada = 25,23 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 0,470 0,106 1,103 0,871 0,254 0,352 4,262 <l.d. 36,06
24 0,173 0,083 1,151 0,599 0,560 0,251 5,513 0,416 46,65
30 0,060 0,090 1,287 0,422 0,777 0,134 6,111 0,824 51,71
48 <ld*. 0,026 0,759 0,376 0,943 0,022 5,983 1,382 50,62
54 <ld. 0,037 0,641 0,373 0,935 0,021 5,700 1,561 48,23

* < |.d. — Inferior ao limite de deteccéo.

Tabela 66 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com carga de hidratos de carbono de 2,5, com massa total de suspensdo de 250 g e carga
enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa himida pesada = 25,29 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L) Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 0,050 0,067 0,961 0,723 0,248 0,379 4,576 0,049 38,63
24 <ld. 0,028 1,108 0,450 0,641 0,227 6,607 0,637 55,77
30 0,025 0,090 1,185 0,399 0,739 0,164 6,651 0,888 56,14
48 <l.d. 0,022 0,651 0,340 0,885 0,047 6,483 1,257 54,73
54 0,006 0,022 0,575 0,424 0,880 0,028 6,419 1,563 54,19
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Tabela 67 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspensdo de 250 g e carga
enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa himida pesada = 31,76 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 9,629 0,238 2,511 0,968 0,141 0,179 2,296 <l.d. 17,82
24 <ld. 0,270 1,987 0,638 0,225 0,426 10,947 1,607 84,96
30 0,034 0,320 2,008 0,635 0,240 0,356 11,177 2,078 86,75
48 0,092 0,384 1,243 0,620 0,198 0,093 11,944 2,907 92,70
54 0,053 0,398 1,044 0,546 0,180 0,043 11,735 3,130 91,08

Tabela 68 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspenséo de 250 g e carga
enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa htimida pesada = 31,76 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 4,110 0,246 2,248 0,501 0,182 0,295 4,109 <ld. 31,89
24 <ld. 0,251 1,768 0,437 0,210 0,284 9,456 1,120 73,39
30 0,126 0,321 1,946 0,517 0,205 0,225 9,805 1,443 76,10
48 0,045 0,343 1,139 0,460 0,160 0,039 10,763 2,655 83,54
54 <ld. 0,327 1,061 0,435 0,161 0,022 11,408 2,754 88,54
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Figura 64 — Perfis de concentragdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de lamas compostas para uma carga de hidratos de
carbono de 2,5%, com massa total de suspensdo de 250 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono.
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Figura 65 — Perfis de concentracéo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de fibra virgem para uma carga de hidratos de
carbono de 2,5%, com massa total de suspensdo de 250 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono.
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Ensaio 2:

Tabela 69 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspenséo de 250 g e carga
enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa humida pesada = 25,25 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 0,099 0,079 0,894 0,665 0,309 0,283 4,046 0,065 34,21
24 0,910 0,139 1,087 0,492 0,550 0,189 5,164 0,442 43,66
48 0,189 0,036 0,734 0,332 0,795 0,047 5,212 0,884 44,07
54 0,138 0,094 0,600 0,349 0,753 0,053 3,460 0,933 29,25

Tabela 70 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspensdo de 250 g e carga
enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa himida pesada = 25,24 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L) Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (/L)  Rendimento (%)

6 0,060 0,070 0,764 0,520 0,508 0,138 3,539 0,452 29,93
24 0,065 0,091 1,026 0,390 0,623 0,132 4,901 0,527 41,45
48 0,048 0,148 0,929 0,294 0,967 0,049 5,167 1,097 43,70
54 0,023 0,145 0,782 0,257 1,163 0,033 5,003 1,284 42,32
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Tabela 71 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspenséo de 250 g e carga
enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa humida pesada = 31,76 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 0,387 0,285 2,361 0,748 0,223 0,400 6,157 0,104 47,79
24 0,214 0,269 2,125 0,609 0,199 0,346 7,587 0,719 58,89
48 0,189 0,373 1,465 0,515 0,147 0,174 7,175 2,486 55,69
54 0,138 0,380 1,255 0,527 0,145 0,108 8,555 2,417 66,40

Tabela 72 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspenséo de 250 g e carga
enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa humida pesada = 31,74 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L) Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (/L)  Rendimento (%)

6 0,395 0,261 2,136 0,724 0,198 0,325 6,597 0,592 51,23
24 0,266 0,353 2,152 0,619 0,233 0,374 8,040 0,988 62,44
48 0,181 0,400 1,505 0,536 0,184 0,221 9,557 2,119 74,22
54 0,154 0,401 1,210 0,500 0,160 0,133 10,422 2,505 80,94
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Figura 66 — Perfis de concentragdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de lamas compostas para uma carga de hidratos de
carbono de 2,5%, com massa total de suspensdo de 250 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono.
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Figura 67 — Perfis de concentracéo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de fibra virgem para uma carga de hidratos de
carbono de 2,5%, com massa total de suspensdo de 250 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono.
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Ensaio 3:

Tabela 73 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adi¢do de fosfato de potassio com carga de hidratos de carbono de
2,5%, com massa total de suspensédo de 100 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa humida pesada = 11,39 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 1,130 0,171 1,794 0,867 0,513 0,167 4,342 0,066 36,03
24 0,151 0,228 1,632 0,436 1,088 0,017 6,991 0,773 58,01
48 0,042 0,242 0,938 0,375 0,923 0,023 6,515 1,647 54,06
72 <l.d. 0,176 0,610 <ld. 0,827 0,018 5,584 1,915 46,34

Tabela 74 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adi¢do de fosfato de potassio com carga de hidratos de carbono de
2,5%, com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa humida pesada = 11,39 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L) Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (/L)  Rendimento (%)

6 7,735 0,190 1,837 1,114 0,525 0,040 1,428 0,069 11,85
24 0,143 0,238 1,855 0,468 1,589 0,018 6,843 0,582 56,78
48 0,046 0,085 1,194 0,394 1,016 0,024 6,624 1,569 54,97
72 0,005 0,225 0,512 0,350 0,312 0,016 5,737 2,245 47,61
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Tabela 75 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adi¢do de fosfato de potassio com carga de hidratos de carbono de
2,5%, com massa total de suspenséo de 100 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa humida pesada = 11,40 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

6 2,709 0,174 1,534 0,761 0,549 0,058 2,743 0,062 22,74
24 0,171 0,222 1,799 0,289 1,311 0,046 6,220 0,607 51,57
48 0,010 0,140 1,069 0,220 0,853 0,014 6,070 1,284 50,32
72 <ld. 0,123 0,584 0,271 0,296 0,017 5,097 2,051 42,26

Tabela 76 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adi¢do de fosfato de potassio com carga de hidratos de carbono de
2,5%, com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa humida pesada = 11,39 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L) Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (/L)  Rendimento (%)

6 0,382 0,174 1,572 0,621 0,432 0,065 4,567 0,140 37.90
24 0,133 0,105 1,388 0,297 0,705 0,015 6,114 0,836 50.73
48 0,036 0,131 0,710 0,280 0,377 0,015 5,572 1,897 46.24
72 0,040 0,063 0,273 <l.d. 0,521 0,033 4,578 2,555 37.99
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Figura 68 — Perfis de concentragdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e
fosfato de potéssio com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspenséo de 100 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono.
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Figura 69 — Perfis de concentragdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e
fosfato de potassio com carga de hidratos de carbono de 2,5%, com massa total de suspenséo de 100 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono.
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Ensaio 4:

Tabela 77 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com consisténcia de 6%, com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimética de 15 FPU/g
de hidratos de carbono. Réplica 1, massa humida pesada = 25,65 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L) Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,235 0,695 4,471 0,848 0,453 1,197 23,463 2,418 90,19
48 0,106 0,746 2,116 1,279 0,606 0,872 25,548 5,617 98,21
54 0,074 0,660 1,177 1,192 0,659 0,658 23,299 7,484 89,56

Tabela 78 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com consisténcia de 6%, com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimética de 15 FPU/g
de hidratos de carbono. Réplica 2, massa himida pesada = 25,65 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,306 0,737 4,497 0,842 0,447 1,400 24,125 2,566 92,74
48 0,170 0,690 1,973 1,331 0,674 1,253 25,384 5,525 97,58
54 0,078 0,551 1,019 1,146 0,692 0,797 24,369 7,197 93,68
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Tabela 79 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com consisténcia de 6%, com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimética de 10 FPU/g
de hidratos de carbono. Réplica 1, massa humida pesada = 25,65 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,248 0,658 4,385 0,539 0,355 1,143 20,065 2,283 77,13
48 0,146 0,696 2,279 1,104 0,378 0,655 24,140 5,391 92,80
72 0,105 0,668 1,268 1,035 0,299 0,139 24,782 6,890 95,26

Tabela 80 — Dados obtidos do ensaio de SSF de fibra virgem com consisténcia de 6%, com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimética de 15 FPU/g
de hidratos de carbono. Réplica 2, massa humida pesada = 25,65 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,268 0,662 4,287 0,590 0,350 1,084 19,891 2,360 76,43
48 0,144 0,663 2,096 1,059 0,343 0,533 22,594 5,177 86,82
72 0,110 0,651 1,204 0,767 0,275 0,166 22,769 6,501 87,49
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Figura 70 — Perfis de concentracdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de fibra virgem para uma consisténcia de 6% com
massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono.
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Figura 71 — Perfis de concentracdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de fibra virgem para uma consisténcia de 6% com
massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono.
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Ensaio 5:

Tabela 81 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adi¢do de fosfato de potassio com consisténcia de 6%, com massa
total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa himida pesada = 20,27 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,177 0,262 2,315 0,992 1,360 0,875 11,974 2,293 56,96
48 0,051 0,294 1,074 0,937 2,210 0,746 11,471 3,716 54,57
72 <ld. 0,244 0,629 0,914 1,898 0,521 11,095 4,255 52,78

Tabela 82 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adigdo de fosfato de potassio com consisténcia de 6%, com massa
total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa himida pesada = 20,27 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,165 0,285 2,551 1,033 1,762 1,003 11,611 1,319 55,24
48 0,059 0,315 1,594 1,024 3,564 1,027 11,635 3,166 55,35
72 0,056 0,283 1,411 0,951 3,632 0,904 11,740 3,354 55,85
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Tabela 83 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adi¢do de fosfato de potassio com consisténcia de 6%, com massa
total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 1, massa himida pesada = 20,27 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,178 0,305 2,823 0,839 1,465 0,893 10,403 1,064 49,49
48 0,061 0,306 1,851 0,877 3,595 0,904 10,675 2,971 50,78
72 0,043 0,329 1,437 0,815 4,113 0,921 10,402 3,444 49,49

Tabela 84 — Dados obtidos do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e adigdo de fosfato de potassio com consisténcia de 6%, com massa
total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono. Réplica 2, massa himida pesada = 20,27 g.

tempo (h)  Glucose (g/L)  Arabinose (g/L)  Manose (g/L)  Celobiose (g/L) Ac acético (g/L)  Glicerol (g/L) EtOH (g/L) Xilitol (g/L)  Rendimento (%)

24 0,198 0,284 2,565 0,710 1,271 0,671 9,883 1,309 47,02
48 0,080 0,331 1,297 0,688 2,062 0,524 9,663 3,461 45,97
72 0,036 0,231 0,673 0,698 1,351 0,217 9,514 4,306 45,26
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Figura 72 — Perfis de concentragdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e
fosfato de potéssio com consisténcia de 6% com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 15 FPU/g de hidratos de carbono.
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Figura 73 — Perfis de concentragdo de etanol (esquerda) e de rendimento teorico (direita) do ensaio de SSF de lamas compostas com tratamento alcalino e
fosfato de potéassio com consisténcia de 6% com massa total de suspensdo de 100 g e carga enzimatica de 10 FPU/g de hidratos de carbono.
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