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Resumo:

O setor automovel tem-se vindo a expandir ao longo dos séculos XX e XXI, o que tem
provocado o aumento da producéo e emisséo de CO> para 0 ambiente, contribuindo assim para
0 agravamento da poluicdo ambiental e do aquecimento global. N&o se prevendo a quebra deste
setor, € essencial procurar novas alternativas para a diminui¢cdo dos gases de efeito estufa,
apostando em projetos de inovacgéo e diferenciacao que tornem esta industria mais competitiva,
como é o caso da producdo de biocombustiveis, ou seja, de bioetanol. E possivel utilizar
residuos da industria papeleira, isto é, recorrer & biomassa lenhoceluldsica para a produgéo de
bioetanol celulésico, utilizando o processo de sacarificacdo e fermentagdo em simultaneo
(SSF). O principal objetivo foi comparar os resultados obtidos da eficiéncia de producédo de
bioetanol celulésico a partir de dois materiais lenhoceluldsicos diferentes, recorrendo ao
processo SSF a temperatura de 38°C, variando a consisténcia (3, 6 € 9%) e a carga enzimatica
(10 e 15 FPU/guc). Desta forma, utilizou-se a solugdo enzimatica Cellic® CTec2 e a levedura
Saccharomyces cerevisiae (ATCC® 26602™) e enquanto biomassa utilizou-se uma pasta de
casca de eucalipto e uma pasta de fibra mista virgem. A partir da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) determinou-se a concentracdo de etanol presente nas
amostras de cada pasta. Assim, a concentracdo maxima de etanol foi de 38,5 g/L as 72 h, com
a pasta de fibra mista virgem a consisténcia de 9% e uma carga enzimatica de 15 FPU/gnc. Ja
com a pasta de casca de eucalipto, conseguiu-se atingir uma concentracdo maxima de 34,7 g/L
as 48 h, tambeém a 9% e a 15 FPU/gnc. No entanto, com a diminuicdo da carga enzimética para
10 FPU/gHc, de forma a se otimizar o processo, conseguiu-se alcancar altas concentragdes de
etanol, a consisténcia de 9%, com ambas as pastas utilizadas. Com a pasta de fibra mista virgem,
as 72 h, atingiu-se uma concentracdo maxima de 35,8 g/L, enquanto com a pasta de casca de

eucalipto, as 48 h, atingiu-se 33,2 g/L.

Palavras-chave: Biomassa lenhocelul6sica, SSF, bioetanol celulésico, consisténcia, carga

enzimatica.



Abstract

The automotive sector has been expanding throughout the 20th and 21st centuries,
which has led to increased production and emission of CO: into the environment, thus
contributing to the worsening of environmental pollution and global warming. Not foreseeing
the breakdown of this sector, it is essencial to look for new alternatives for the reduction of
greenhouse gases, betting on projects of innovation and differentiation that make this industry
more competitive, as is the case of the production of biofuels, that is bioethanol. It is possible
to use paper industry waste, that is, to use lignocellulosic biomass for the production of
cellulosic bioethanol, using the simultaneous saccharification and fermentation process (SSF).
The main objective was to compare the results of the production efficiency of cellulosic
bioethanol from two different lignocellulosic materials using SSF process at 38°C and varyng
the consistency (3, 6 and 9%) and enzymatic loading (10 and 15 FPU/gkc). In this way, a Cellic®
CTec2 enzyme solution and Saccharomyces cerevisiae (ATCC® 26602™) yeast were used and
as a biomass a pulp of eucalyptus bark and a mixed fiber pulp were used. From the high-
performance liquid cromatography technique, the concentration of ethanol present in samples
of each pulp was determined. The maximum concentration of ethanol was 38,5 g/L at 72 h,
with mixed fiber pulp at 9% consistency and 15 FPU/gnc enzymatic loading. With the
eucalyptus bark pulp, a maximum concentration of 34,7 g/L was achieved at 48 h, also at 9%
and at 15 FPU/gnc. However, with the reduction of enzyme loading to 10 FPU/gHc, in order to
optimize the process, it was possible to achieve high concentrations of ethanol, at a consistency
of 9%, with both pulps. With the mixed fiber pulp at 72 h, a maximum concentration of 35,8
g/L was reached, while the eucalyptus bark pulp at 48 h reached 33,2 g/L.

Keywords: Lignocellulosic biomass, SSF, cellulosic bioethanol, consistency, enzymatic

loading.
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1. Introducao

1.1.  Impacte ambiental

Numa época cuja sociedade mundial esta instruida para a preservacdo do meio ambiente,
com a diminui¢do da emissdo dos gases de efeito de estufa e com o combate ao aquecimento
global, é de realcar a importancia do fabrico e consumo de produtos de base «bio» e da aplicacao
de uma economia circular, destacando assim os pilares que formulam a sustentabilidade — a

economia, 0 ambiente e a sociedade.

A producéo de bioetanol tem revelado, nestes Gltimos anos, um especial interesse no
setor automovel, pois ndo s6 permite uma diminuicdo da emissao dos gases de efeito de estufa,
como também se trata de uma solucao para a reducdo da dependéncia do petréleo e dos produtos
derivados deste.*! Este setor contribui para a libertacdo de cerca de 19% de didxido de carbono
(CO2), que corresponde a 2,11 kg de CO2/L de petréleo, e mais de 70% de mondxido de carbono
(CO). Este setor é um dos responsaveis pela degradacdo da qualidade do ar, com as enormes
quantidades de gases emitidos.!?! Apesar da sociedade comegar a estar ciente das consequéncias
dos seus atos, entre 0s quais 0 aumento progressivo da emissdo de CO; devido ao uso excessivo
do automovel, é impreterivel comecar a procura de resoluc@es benéficas ndo so para o ambiente,

como para a sociedade e para a economia.

Assim, a producédo de bioetanol a partir de material lenhoceluldsico rico em celulose,
como as pastas de casca de eucalipto e de fibra virgem de pinho e de eucalipto, é uma tecnologia
bastante promissora para este setor que substitui o petréleo. Como tal, deve-se estimular a
producdo de bioetanol, principalmente de segunda geracdo, pois € uma forma de preservar o

meio ambiente.

1.2.  Motivacao

No contexto enunciado acima, uma das motivacdes para o desenvolvimento deste estudo
de producdo de bioetanol a partir de material lenhocelul6sico é contribuir para a preservagao
do meio ambiente. Outra motivacao para a realizacdo deste estudo é, sem divida, tentar criar
valor acrescentado aos residuos lenhocelulésicos que, tantas vezes, ndo recebem o devido fim.
Existe cada vez mais desperdicio deste tipo de material, o que tem provocado também

problemas e incidentes ambientais, como os incéndios, pois a auséncia de limpeza dos terrenos
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tem vindo a dificultar a sua extingdo. Os incéndios também emitem imenso CO; e outros gases

perigosos para a satide humana e para 0 meio ambiente.

Embora ja hajam diversos estudos de producdo de bioetanol a partir de material
lenhocelul6sico, esta investigagdo diferencia-se dos restantes pois envolve a otimizagdo de
alguns parametros, de forma a se obter o bioetanol com a maior concentracdo e com o maior
rendimento possivel, conseguindo-se ainda maximizar a produtividade de agucares simples.

Quanto a otimizacdo dos parametros, o foco foi para a consisténcia e para a carga enzimatica.

1.3.  Objetivos

O desenvolvimento deste trabalho tem como principal objetivo comparar os resultados
obtidos da eficiéncia da producdo de bioetanol celulésico a partir de uma matéria
maioritariamente constituida por fibra longa, sendo designada por «softwood», com o0s
resultados obtidos a partir de uma matéria constituida por fibra curta, designada por
«hardwood». Recorreu-se a matérias-primas lenhocelulésicas, como a pasta de fibra mista
virgem lavada composta por 75% de pinho e 25% de eucalipto e a pasta de casca de eucalipto,
mais concretamente de Eucalyptus globulus.

1.4. Conteldo

Para a concretizacdo dos objetivos listados, este trabalho experimental inclui,

essencialmente, trés etapas principais:

i. A caracterizacdo quimica da matéria-prima, que envolve a quantificacdo de cada
composto celulosico, hidratos de carbono (celulose e hemiceluloses) e lenhina (soltvel e
insoltvel). Para isso, recorre-se a uma hidrdlise acida de modo a ocorrer a quebra total da
cadeia polimérica dos hidratos de carbono;

ii. A hidrolise enzimatica, que recorre a utilizacdo de enzimas para a obtencéo de acgucares
simples, como a glucose e a xilose;
iii. A sacarificacdo e fermentacdo em simultaneo (SSF), onde se utiliza uma enzima e uma

levedura, para a producao de etanol.

Tanto para a identificacdo e determinacdo da concentracdo de agUcares, como para a
determinacéo da concentracdo de etanol recorre-se a técnica de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC) que, apds a injecdo da amostra no equipamento, fornece um cromatograma
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com diversos picos referentes aos aclcares presentes na amostra, permitindo ainda determinar
a sua concentracdo. Mediante os compostos que se querem determinar e a dificuldade em
separar alguns acgucares, por apresentarem tempos de retengdo muito semelhantes, utiliza-se
uma de duas colunas: a Rezex RPM — Monossaccharide Pb?* ou a Rezex ROA — Organic Acid
H*. A primeira é utilizada, essencialmente, para determinar os diversos acucares simples,

enquanto a segunda é utilizada para determinar o etanol e os acidos organicos.

Esta dissertacdo € constituida por sete capitulos, sendo eles a introducéo, o estado de
arte, os materiais e 0os métodos, a apresentagdo e discussdo de resultados, as conclusoes, a
bibliografia e os anexos | e Il, onde se descrevem, de forma pormenorizada, os procedimentos
efetuados. Nos anexos Ill e IV apresentam-se as tabelas de resultados obtidos na hidrélise
enzimatica e na sacarificacdo e fermentacdo em simultaneo (SSF), respetivamente. No anexo
V — Seguranga, apresentam-se 0s compostos quimicos utilizados ao longo deste trabalho
experimental, 0s perigos que representam e 0s respetivos cuidados que se devem ter, pois é

imprescindivel ter o conhecimento desta informacéo quando se trabalha num laboratério.

O estado de arte é dedicado a biomassa, a producgdo de pasta e a producgdo de etanol:
apresentam-se 0s constituintes da biomassa lenhoceluldsica, realgam-se as aplicagdes de
elevado valor acrescentado, como a producao de pasta, e descrevem-se as diversas etapas para
a producdo de etanol. Os diversos processos de pre-tratamento da biomassa (biologicos,
mecanicos, quimicos e fisico-quimicos) sdo apresentados e explicados, seguindo-se a descri¢cdo
da hidrdlise enziméatica e da fermentagdo, com a enumeracdo dos diversos processos de
fermentagdo. No capitulo dos materiais e métodos expressam-se o0s diversos procedimentos
efetuados. No capitulo seguinte apresentam-se os resultados obtidos e a respetiva discussdo.
Finalmente, no ultimo capitulo, antes da bibliografia, destacam-se as conclusdes obtidas, assim

como os futuros trabalhos a desenvolver.






2. Estado da Arte

2.1. Biomassa

A biomassa é maioritariamente produzida pelas plantas que contém grandes quantidades
de energia armazenada proveniente do sol. Tal acontece pelo processo designado por
fotossintese, que utiliza a energia solar para transformar o diéxido de carbono em hidratos de
carbono, isto €, em acucares e celulose.®l Esta tem sido considerada como o (nico recurso
organico sustentavel na Terra e equivalente ao petréleo para a producdo de combustiveis e
produtos quimicos com zero emissdes de carbono.”! N&o se produz um aumento liquido das
emissdes de dioxido de carbono, pois a medida que as plantas se desenvolvem, estas removem-
no da atmosfera.®! Sendo a biomassa lenhocelulésica bio-renovéavel e abundante na Terra, com
excelentes propriedades de biocompatibilidade e biodegrabilidade, apresenta um importante
papel por ser uma plataforma alternativa aos recursos fosseis, mas também por permitir a

producéo de biomoléculas e biomateriais.“!

A biomassa lenhocelulésica, comparativamente com outro tipo de biomassa, ndo entra
em competicdo direta com a industria alimentar, tratando-se de uma vantagem crucial, uma vez
que ndo levanta criticas do ponto de vista ético. Economicamente, esta também apresenta
menores custos e menor tempo de producdo. Além disso, a grande quantidade de residuos
lenhoceluldsicos provenientes da agricultura, da agroindustria, de residuos urbanos e da
exploragdo florestal podem ser convertidos em energia ou em produtos de elevado valor
acrescentado, de modo a ndo criarem problemas ambientais pelo seu abandono. A biomassa
lenhoceluldsica é uma matéria-prima limpa e barata para a obtengéo de energia e de quimicos,
que existe em grandes quantidades e que ndo depende do local geografico, assim como permite
o melhoramento da economia local com o seu cultivo.®® No entanto, a biomassa
lenhoceluldsica apresenta resisténcia a degradacdo enzimatica e quimica, 0 que exige a
modificacdo fisica e quimica das propriedades da matriz lenhocelulésica, recorrendo-se a
processos de pré-tratamento que, por vezes, sao muito dispendiosos, tanto a nivel energético,

como a nivel operacional .*!

A biomassa lenhoceluldsica apresenta como elementos quimicos cerca de 50% de
carbono (C), 6% de hidrogénio (Hz), 44% de oxigénio (O2) e alguns tracos de metais ionicos.[
O conhecimento da sua composicdo quimica (componentes fundamentais e complementares) é
essencial para saber a finalidade mais adequada. Os componentes fundamentais sdo parte

integrante das paredes da fibra e da lamela média, sendo eles a celulose, as hemiceluloses e a
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lenhina, que estdo representadas em maiores quantidades. O conjunto da celulose e das
hemiceluloses — holoceluloses — constitui a quantidade total de polissacarideos, que
representam entre 65 a 75% da madeira. Os componentes complementares, em pequenas
quantidades, sdo constituidos por cinzas e extrativos, sendo o teor deste ultimo (4 a 10%) um

dos mais importantes indicadores de conformidade da biomassa.["l€]
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Figura 2.1 - Estrutura da biomassa lenhocelulésica (adaptado de MENON & RAO, 2012).

A composicao quimica de cada constituinte varia consoante o local na arvore, ou seja,
a raiz, o tronco ou os ramos; e com a localizagio geografica, o clima e as condigdes do solo.[’!
Além disso, varia também de espécie para espécie («softwood» ou «hardwood») e dentro da
mesma espécie. As «softwoods» ou resinosas correspondem a arvores coniferas, sendo,
portanto, gimnospermas. Apresentam fibras com um comprimento entre 2 e 5 mm (fibra
«longa»), sendo, no geral, menos densas. Contém uma textura regular e um cheiro perfumado,
apresentam menor resisténcia ao fogo, sdo mais elasticas e apresentam uma fraca resisténcia ao
cisalhamento. As «softwoods» apresentam anéis anuais distintos e anéis medulares néo
distintos e contém uma maior quantidade de hemiceluloses. Alguns exemplos destas espécies
sdo o pinheiro, o abeto e o cedro. Ja as «hardwoods» ou folhosas, que corresponde a uma das
matérias-primas a utilizar-se ao longo deste estudo, sdo angiospermas. Estas apresentam fibras
com um comprimento inferior a 2 mm (fibra «curta»), sendo, no geral, mais densas e duras.
N&o apresentam anéis anuais distintos, ao contrario dos anéis medulares que o sdo e contém um
maior teor de celulose. Apresentam boa resisténcia a tensdo e ao cisalhamento e sdo mais
resistentes ao fogo. Algumas espécies de «hardwoods» sdo centenarias. Como exemplos de
«harwoods» tem-se o choupo e o eucalipto, principalmente o Eucalyptus globulus, espécie

bastante comum em Portugal. 110



2.1.1. Celulose

O maior constituinte da biomassa lenhocelulosica € a celulose, um polimero de cadeia
longa linear de unidades de anidroglucose com ligacdo B-1,4. A unidade de repeticdo da
celulose € a celobiose, que se trata de um dissacarideo da glucose. Trata-se de um
homopolissacarideo que se encontra na parede celular das plantas, predominantemente nas
células da parede secundaria, e que confere o suporte estrutural destas espécies.IPILHI2l
material lenhocelulésico contém entre 35 a 50% de celulose que, no caso das «hardwoods»,
representa 41 a 46%. As cadeias da celulose mantém-se juntas por ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, apesar de haver uma forte tendéncia a formacéo de ligacdes de hidrogénio
intramoleculares, o que confere uma maior rigidez a celulose, assim como a torna insolavel e
resistente & maioria dos solventes organicos.[*®*I14 Esta insolubilidade da celulose & maioria dos
solventes dificulta o seu isolamento na forma pura, uma vez que esta associada com a lenhina
e com as hemiceluloses.[" J4 a forte tendéncia a formacdo de ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares sdo provenientes da elevada reatividade do grupo hidroxilo (-OH). Assim, a
associacdo das cadeias de celulose forma microfibrilas que, por sua vez, se associam para
formar fibrilas e estas associam-se para construir a parede da fibra e, portanto, a celulose
apresenta uma estrutura cristalina alternada com zonas amorfas, com um grau de cristalizacdo
elevado que ronda entre os 50 e 0s 70%. As zonas amorfas da celulose estdo mais suscetiveis a
degradacédo enzimatica. Possui um grau de polimerizagéo elevado, rondando as 10 000 unidades
na madeira. A sua formula quimica é (CeéH100s)n € a estrutura da cadeia polimérica esta

representada na Figura 2.2,

OH
~l_HO OHO
O OO OH‘H
HO H OH
L -n
celulose

Figura 2.2 - Estrutura polimérica da celulose (adaptado de Junior et al., 2006) .[16]

2.1.2. Hemiceluloses
A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante e representa 25 a 35% da
biomassa lenhocelulésica, no caso das «hardwoods».[*® N3o é quimicamente homogéneo como

a celulose, mas é facilmente sollvel por bases e facilmente hidrolisado por acidos. A
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hemicelulose apresenta menor peso molecular que a celulose (com grau de polimerizacao entre
50 a 300 unidades) e possui ramificagdes com cadeias laterais curtas que consistem em diversos
acucares. As hemiceluloses sdo misturas de polissacarideos sintetizados na madeira
provenientes de pentoses, como a xilose, a arabinose e a ramnose; de hexoses, como a glucose,
a manose e a galactose; e de acidos uronicos. A presenca de ramnose € mais acentuada nas
«hardwoods».[ P Assim, a hemicelulose é composta por uma mistura complexa de
polissacarideos — heteropolimeros -, alguns lineares e outros ramificados, como
glucuronoxilanas,  glucomananas, arabinogalactanas,  arabinoglucuronoxilanas e
galactoglucomananas. A composi¢do varia mediante se se trata de uma «hardwood» ou de uma
«softwood». As «hardwoods» contém i) 2 a 5% de glucomananas, compostas por unidades de
B-D-glucopiranose e de B-D-manopiranose, cuja razdo glucose:manose varia entre 1:2 e 1:1,
consoante a espécie; ii) 15 a 30% de glucuronoxilanas, que consistem em estruturas lineares de
unidades de B-D-xilopiranose com ramificac6es de &cido 4-O-metil-a-D-glucuronico e de a-L-
arabinofuranose. Como as hemiceluloses tém zonas amorfas, uma configuracao irregular e
ramificada e uma baixa massa molecular, absorvem facilmente agua, isto é, sdo hidrofilicas,
contribuindo por isso para o intumescimento, a mobilidade interna e o aumento da flexibilidade
da fibra.[MU06] A hidrélise acida pode levar a formacdo de produtos de degradacdo das

hemiceluloses, como o furfural, que vai inibir, posteriormente, os processos de fermentac&o.

2.1.3. Lenhina

A lenhina é o terceiro polimero mais abundante na natureza e representa 10 a 20% da
biomassa lenhocelul6sica. Trata-se de uma estrutura molecular muito complexa (Figura 2.3.a)),
um polimero fenolico de cadeia longa, que une as fibras entre si. A lenhina é hidrofébica,
insolvel em &gua e tem uma elevada massa molecular.!** No entanto, a lenhina exibe alguma
solubilidade com solventes, como dioxano (CsHgO), acetona (C3HeO), 2-metoxietanol
(C3HgOy), tetra-hidrofurano (CsHgO), dimetilformamida (CsH/NO) e dimetilsulfoxido
(C2He0S).[81 Esta apresenta diversos precursores para a sua biossintese, que estdo
representados na Figura 2.3.b), onde | corresponde ao precursor da lenhina nas gramineas; Il
corresponde ao precursor dominante da lenhina das «softwoods», embora também se encontre
na lenhina das «hardwoods»; e Il corresponde ao precursor na lenhina das «hardwoods».U’]
Além disso, a lenhina apresenta varios tipos de ligacGes entre as diferentes unidades
monoméricas, como B-0-4, a-O-4, B-5, 5-5, 4-0-5, B-1 e B-B. Esta esta presente na parede
celular das plantas e confere rigidez e oferece resisténcia ao atagque microbiano e a acéo

oxidativa, assim como confere impermeabilidade.
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Figura 2.3 - a) Estrutura polimérica da lenhina. b) Unidades precursores da lenhina: (1) dlcool p-cumarilico, (1)
dlcool coniferilico, (111) dlcool sinapilico (adaptado de).l”]

2.1.4. Extratdveis e cinzas

Os extrataveis sdo considerados constituintes ndo estruturais da madeira, que
representam uma menor fracao desta, sendo sollveis em solventes neutros. A composicao e a
quantidade destes extrativos variam mediante a parte da arvore, isto €, se correspondem a
extrativos provenientes das raizes, do tronco, dos ramos, da casca ou das folhas. A quantidade
de extrativos é maior na casca, nas folhas e nas raizes.[*®! Tratam-se de compostos organicos,
como gorduras, ceras, proteinas, fendlicos simples e complexos, aglcares simples, pectinas,
resinas, glicosideos, Oleos essenciais, entre outros. Estes normalmente atuam como
intermediarios do metabolismo da arvore para reservar energia ou como mecanismo de defesa
contra o ataque microbiano. Contribuem para propriedades da madeira, como a cor, 0 odor e a

resisténcia & decomposicéo.[’

As cinzas correspondem também a constituintes ndo estruturais da madeira, que

originam residuos inorganicos apds a ignicdo a altas temperaturas da biomassa.[”

2.1.5. Pré-tratamentos
Considerando a estrutura recalcitrante da biomassa lenhocelulésica decorrente da
interligacdo entre 0s seus maiores constituintes, é necessario recorrer a pré-tratamentos de modo
a se conseguir o seu fracionamento. Esses métodos de pré-tratamento podem ser divididos em
varias categorias: mecanicos, quimicos, fisico-quimicos, bioldgicos ou a combinacdo destes,

que também permitem a solubilizacdo, a hidrélise e a separacéo dos componentes. [



2.2. Producado de pasta e de papel

A biomassa lenhocelulésica tem vindo a ser estudada em diversas atividades e cada vez
mais se verifica que esta matéria apresenta muitas finalidades de valor acrescentado. Exemplos
de aplicacOes da biomassa lenhocelulésica como matéria-prima sao os processos de producéo

de pasta e papel, de producéo de bioetanol, entre outros.

A industria da pasta e do papel tem provocado um impacto cada vez mais significativo
na economia, principalmente a portuguesa, com a grande utilizacdo da madeira do eucalipto
como principal matéria-prima, espécie florestal que ocupa uma area de 812 mil hectares em
Portugal continental, sendo seguida por 737 mil hectares de sobreiro e 714 mil hectares de
pinheiro bravo (Celpa 2016).!
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2 3%

Finheiro manso
S5.6%

Dutras Folhosas
5.6%
Eucaliptos:
mm..l\\ 25 8%
Azinheira
10.5%

Pinheiro bravo
22. 7%

Figura 2.4 - Distribuicdo da drea de povoamentos florestais, por espécie dominante, em Portugal continental, em 2010
(adaptado de CELPA, 2016).119

A Associacdo da Industria Papeleira, CELPA, que resulta da fusdo entre a Associagdo
das Empresas Produtoras de Pasta de Celulose (ACEL) e a Associacdo Portuguesa de
Fabricantes de Papel e Cartdo (FAPEL), tem a si associada quatro empresas — Grupo Altri,
Europac, Renova e The Navigator Company — que sdo responsaveis por 100% da producédo
nacional de pastas para papel de fibra virgem e cerca de 80% da producgdo nacional de papéis,
consumindo-se cerca de 7 milhdes de metros cubicos de madeira de eucalipto, cuja aquisi¢éo e

consumo em 2016 aumentaram 2,8 e 0,5%, respetivamente.!**!
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Figura 2.5 - Aquisi¢éo e consumo de madeira de eucalipto (adaptado de CELPA, 2016).11%

Segundo a CELPA, em 2016, o setor da pasta e do papel foi favorecido pelo crescimento
econdémico, em que a producéo de pasta de fibra virgem aumentou 2,5%, fixando-se em 2 729
mil toneladas, proveniente da subida de 2,5% da pasta de eucalipto e de 2,7% da pasta de pinho.
Com isto, em Portugal, o volume de vendas destas empresas, no ano de 2016, fixou-se nos 2,54

mil milhdes de euros, que corresponde a 1,37% do Produto Interno Bruto (P1B).[*]

2.3.  Producdo de bioetanol

O bioetanol é o combustivel liquido sustentavel e renovavel, do qual se espera um futuro
bastante promissor na prevencéo da crise energética global e na qualidade do ambiente.[? Trata-
se de um combustivel alternativo aos ja existentes provenientes do petr6leo, que recorre a
recursos renovaveis e biodegradaveis. Espera-se que, com a sua producéo e utilizacdo, haja uma
reducdo da dependéncia dos recursos ndo renovaveis. Os maiores impedimentos para 0
desenvolvimento de processos comerciais do bioetanol passa pela limita¢do das técnicas e das

tecnologias utilizadas e dos custos associados.!?"!

Apesar do custo de producdo do bioetanol ser muito superior ao dos combustiveis
provenientes do petrdleo, a utilizagdo do bioetanol no setor automdvel é bastante atraente, pois
0 seu elevado indice de octanas (108) permite que o bioetanol seja um combustivel favoravel a
ser utilizado em motores de combustdo interna, prevenindo a detonacdo do motor e a ignicédo
precoce, o0 que leva a altos valores de anti-detonacdo. Embora o bioetanol tenha um teor de
energia 68% menor, comparativamente ao da gasolina, o seu alto teor de oxigénio torna a
combustéo mais limpa, o que resulta numa menor emissdo de substancias toxicas. O bioetanol
também ajuda a redugdo das emissdes de CO; até 80%, comparativamente ao uso de gasolina,

promovendo assim um ambiente mais limpo.[?l
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Nestes Ultimos anos, tem-se estudado a producédo do bioetanol com origens distintas,
denominando-se bioetanol de primeira, de segunda e, ainda, de terceira geracdo, consoante a

origem da matéria-prima.

O bioetanol de primeira geracdo € o biocombustivel que, hoje em dia, existe em
consideraveis quantidades nos mercados. Corresponde ao etanol de cana-de-agucar e ao etanol
a base de amido ou de milho. A sua producao encontra-se num estado de desenvolvimento pleno
relativamente ao processamento e as infraestruturas. No entanto, a sua producdo e utilizacao
tém sido alvo de diversas criticas do ponto de vista ético, ndo s6 pelo desvio das culturas
alimentares, como também das possiveis consequéncias que provoca no ambiente e nas

alteracdes climaticas.?*

O bioetanol de segunda geracdo é o biocombustivel produzido a partir da celulose e
hemiceluloses existentes no material lenhocelulésico. A sua producao esta ainda em fase piloto
ou de demonstracdo e, portanto, ainda esta pouco desenvolvido comercialmente. O principal
obstaculo é o elevado custo de investimento inicial, bem como os maiores custos do produto
final, em comparacdo com os combustiveis fosseis ou muitos biocombustiveis de primeira
geracdo.?!l No entanto, ndo se pode negar que a sua aplicacio tem um enorme potencial, se
implementado globalmente, uma vez que traz mais beneficios a nivel ambiental. Os materiais
lenhocelulésicos ndo competem com a industria alimentar e permitem que a eficiéncia de
utilizacdo dos terrenos seja mais elevada. A utilizagdo do Eucalyptus globulus na producdo de
combustiveis e de quimicos tem sido realcada, devido ao seu crescimento rapido, as suas

propriedades favoraveis e a presenca elevada de celulose.!??]

O processo de obtencdo de bioetanol a partir de material lenhoceluldsico € composto
por diversas etapas sequenciais, sendo elas o pré-tratamento, a hidrolise enzimatica do material
pré-tratado, a fermentacdo e a destilacdo. O percurso de producdo efetuado influencia a
produtividade do bioetanol.?? Ao longo deste trabalho experimental pretende-se efetuar apenas

trés das quatro etapas — pré-tratamento, hidrolise enzimatica e fermentacéo.

feeditock

Recovery

Figura 2.6 - Processo de producdo de bioetanol celulésico (adaptado de Novozymes).[23
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2.3.1. Pré-tratamento

Os principais objetivos do processo de pré-tratamento, como inicializador da producao
de biocombustiveis, sdo aumentar a area de superficie acessivel, com a reducdo das dimensdes
do material; reduzir o grau de cristalinidade da matriz da celulose; despolimerizar parcialmente
a celulose; solubilizar hemiceluloses e/ou lenhina; modificar a estrutura da lenhina; maximizar
a digestdo enzimatica do material pré-tratado; minimizar as perdas de agucares; e minimizar os
custos operacionais e de capital.?? E um processo bastante recomendado e caraterizado como
um processo eficiente quando obedece aos seguintes critérios: preserva a fracdo de
hemiceluloses, permite atingir o maximo rendimento de acUcares fermentaveis, previne a
degradacéo prematura dos acuUcares; previne a formacéo de inibidores tanto da hidrélise, como
da fermentacdo; e permite diminuir os custos de processamento e 0 consumo de energia

convencional .l

Nos materiais lenhocelulésicos, o pré-tratamento serve para a degradacdo dos
componentes rigidos e para a reducdo do grau de cristalinidade, de maneira a destruir a camada
da lenhina que envolve a celulose, ficando esta mais suscetivel a hidrélise enzimatica para
converter em acgucares fermentaveis. Mediante o tipo de pré-tratamento utilizado, os resultados
obtidos vao variar, recorrendo-se, por diversas vezes, a combinacdo de varios métodos de pré-
tratamento. Assim, estes métodos estdo categorizados segundo pré-tratamentos quimicos,

bioldgicos, mecanicos e fisico-quimicos.?

2.3.1.1. Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico € a técnica mais utilizada e desenvolvida nesta area,
principalmente para a deslenhificagdo de materiais celuldsicos.™! Recorre & utilizagio de
substancias quimicas, cujo objetivo passa por modificar o material lenhocelul6sico da melhor

forma para o processo de hidrélise.[

Ao contrario das enzimas, as substancias quimicas sdo faceis de obter, sdo mais baratas
e ndo apresentam tantos problemas de armazenamento. As substancias quimicas degradam a
parede lenhocelul6sica por meio de uma reacdo quimica direta que requer pouca energia.l?!
Assim, este método permite degradar a hemicelulose, remover a lenhina e, consequentemente,

a relaxac&o estrutural da rede lenhocelulésica.?4

Existem varios &cidos utilizados neste tipo de pré-tratamento, cujos mais populares em
materiais lenhoceluldsicos sdo o acido cloridrico (HCI), o acido fosférico (HsPOa), o acido

nitrico (HNOs) e o acido sulfarico (H2SO4). Por vezes, também se utilizam acidos organicos,
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como o &cido peracético (C2H403), o acido maleico (C4H404), 0 4cido latico (CsHsOs3) e 0 acido
acético (C.H+0.).™

O processo de pré-tratamento com &cido pode ser desenvolvido por dois metodos:
concentrado ou diluido. O pré-tratamento com &cido concentrado requer temperaturas
moderadas, 0 que, consequentemente, leva a uma diminui¢do dos custos energéticos, e requer
também pouco tempo para a producdo de monossacarideos pela degradacdo das ligacGes
glicosidicas dos polissacarideos. No entanto, este método requer elevadas concentracdes (30 a
70% (m/m)), das quais decorrem algumas desvantagens como a formag&o de inibidores a
fermentacdo microbial (tais como, furfural, acido carboxilico, &cido acético, furano, entre
outros), a rapida corrosao do equipamento, os elevados custos de manutencéo, a tendéncia para
a degradacdo dos monossacarideos e, depois do pré-tratamento, a necessidade de neutralizar o
hidrolisado antes da fermentag&o.[*!1?4 O pré-tratamento com acido diluido conduz ao mesmo
resultado que o pré-tratamento com acido concentrado, embora se comporte de modo diferente:
pode ser efetuado através de um processo descontinuo com baixa temperatura (menos que
160°C) e com elevada carga de substratos (10 a 40% (m/m)) ou atraves de um processo continuo
com temperatura elevada (mais que 160°C) e com baixa carga de substratos (5 a 10% (m/m)).
Este método de pré-tratamento é bastante popular na producéo de bioetanol a partir de material
lenhocelul6sico.?! Comparando estes dois métodos, o mais interessante de se utilizar em escala
industrial € o pré-tratamento com &cido diluido, uma vez que o método com acido concentrado
tem a si associado mais problemas ambientais e maiores custos operacionais. Além disso, o
método com &cido diluido consegue resolver alguns problemas que o método com é&cido
concentrado apresenta, como a recuperacdo do &cido, a toxicidade e a especial manutencdo
contra a corrosdo dos materiais. Estes dois métodos sdo bastante aplicados em material
herbaceo, em «hardwoods» e em residuos agricolas. A maior desvantagem destes metodos é a
formacdo de produtos secundarios inibidores que podem diminuir o rendimento de acUcares
devido a conversdo de alguns monossacarideos em furfural e em hidroximetilfurfural,

interferindo assim com o processo de fermentagéo etandlica.l*

Concentrado

A4

Pré-tratamento
qguimico com &cido

\ 4

Descontinuo

» Diluido

» Continuo

Figura 2.7 - Pré-tratamentos quimicos com dcido.

14



Além do pré-tratamento com &cido, também existe o pré-tratamento alcalino que é um
processo de deslenhificagdo, onde uma quantidade significativa de hemiceluloses é
solubilizada, recorrendo-se a bases como hidréxido de sédio (NaOH), hidréxido de célcio
(Ca(OH)y), hidroxido de potassio (HF), hidréxido de aménio (NH4OH) e hidroxido de sédio
combinado com perdxido de hidrogénio (H20,).[*11?4 Permite a recuperacéo de sais causticos.
E aplicado a material lenhocelul6sico agricola, como a palha de milho, o capim, o bagago, o
trigo e a palha de arroz, e ainda a «hardwoods» e «softwoods». A ac¢do da hidrolise alcalina
passa pela saponificacdo das ligacbes éster intermoleculares das xilanas e de outros
componentes, ocorrendo menor degradacdo de monossacarideos. O tratamento alcalino de
materiais lenhocelulésicos causa a turgescéncia, o que leva ao aumento da area de superficie
interna, a diminuicdo do grau de polimerizagéo e de cristalinidade, a quebra de ligacGes entre a
lenhina e os hidratos de carbono e a disrupc¢éo da estrutura da lenhina, permitindo que a celulose
e as hemiceluloses fiqguem mais suscetiveis & degradagdo enzimatica.?*! Enquanto o pré-
tratamento &cido se foca na degradacdo da maioria das hemiceluloses, o pré-tratamento alcalino
atua na degradacio da maioria da lenhina.[? A eficacia deste tipo de tratamento depende do
substrato e das condicBes de operagdo.[?Yl Relativamente as bases utilizadas, 0 NH4sOH ¢é
aplicado como agente de pré-tratamento alcalino para a producdo de bioetanol de segunda
geracdo. O Ca(OH)2 permite um melhor acesso enzimatico na hidrolise. J& o NaOH permite um
maior aumento da superficie interna (por turgescéncia), o que leva a uma maior degradacao da
lenhina. Além disso, a sua utilizagdo resulta numa maior porosidade, o que, consequentemente,
permite um maior rendimento de glucose depois da hidrélise enzimatica, pelo ataque as ligagdes
ésteres. E preferivel a aplicacdo de NaOH diluido do que concentrado, visto que origina mais

beneficios ambientais e econémicos.?

Outro processo é a deslenhificacdo oxidativa que provoca a deslenhificacdo e a
turgescéncia da celulose, melhorando significativamente a sacarificacdo enzimatica. Neste
processo, a degradacdo da lenhina é feita pela enzima peroxidase na presenca de peroxido de
hidrogénio (H20>). Esta opera em regime continuo com elevada carga de biomassa e baixa
carga de H.O:. Este tipo de tratamento tem sido aplicado a uma vasta variedade de biomassa,
apesar de ser um método pouco explorado comparativamente a outros métodos de pré-

tratamento.[?4

A ozonolise é um tratamento que utiliza 0 0zono para degradar a fracdo de lenhina e de

hemiceluloses do material lenhocelul6sico. Este composto € um forte oxidante, solivel em agua
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e altamente reativo a componentes que incorporem ligagbes duplas conjugadas e grupos
funcionais com alta densidade de eletrGes. O constituinte da biomassa mais suscetivel a
oxidacdo € a lenhina, devido a grande quantidade de ligagdes duplas carbono-carbono (C=C).
As suas vantagens sdo a eficacia na remocao de lenhina, a ndo producdo de residuos tdxicos
NOS processos a jusante e as reacdes ocorrerem a temperatura e pressao ambiental. No entanto,

este processo requer uma grande quantidade de ozono, tornando-se um processo caro.?*!

Por vezes, recorre-se ao processo «Organosolv» que € um pré-tratamento quimico que
dissolve a lenhina e as hemiceluloses da biomassa lenhocelulésica. Este método é realizado
misturando-se solventes organicos com um catalisador inorganico, tal como NaOH, HCI,
Na2SO3z e H.SO4, que promove a quebra da ligacdo entre lenhina-lenhina e hidratos de carbono-
lenhina. Quando a lenhina é removida, a area de superficie e o volume aumentam
consideravelmente, facilitando a acessibilidade da enzima e, consequentemente, melhorando a
eficdcia do processo de fermentagdo de agucares. Este método utiliza pequenas quantidades de
quimicos para neutralizar o hidrolisado e gera uma pequena quantidade de residuos
comparativamente com outros processos. Este método deve ser utilizado com extremo cuidado,
uma vez que os solventes organicos utilizados — etanol, metanol, fenol, acetona, trietileno glicol
e etileno glicol — sdo combustiveis. Apesar da sua elevada eficiéncia na producédo de bioetanol
e, portanto, ser o0 método mais promissor, este € considerado impraticavel industrialmente

devido ao elevado custo dos solventes.[424]

Ainda em estudo, surge o pré-tratamento com liquidos i6nicos, considerados reagentes
«verdes», que fraturam as estruturas de associacdo entre as hemiceluloses, lenhina e celulose.
Em comparacéo ao pré-tratamento acido e alcalino, este permite uma hidrélise enzimatica 16,7
vezes mais eficiente, pois os liquidos i6nicos conferem uma maior exposicao a area superficial,
uma menor cristalinidade a celulose e permitem obter menos lenhina. No entanto, o seu efeito
na utilizacdo de enzimas e de microrganismos fermentativos é ainda pouco conhecido. Além
disso, a recuperacao dos liquidos idnicos é bastante complicado, o que pode encarecer o
processo.?!

2.3.1.2. Pré-tratamento bioldgico

O pré-tratamento bioldgico requer microrganismos que tenham a capacidade de
degradar os componentes lenhoceluldsicos, sendo uma alternativa para o pré-tratamento

quimico.?4

Os microrganismos tipicos usados para alterar a estrutura do material lenhocelulésico

sdo os fungos da podridao castanha, da podriddo mole e da podriddo branca. A podridao
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castanha é capaz de degradar a celulose, enquanto a podriddo mole e a podridao branca séo
capazes de degradar a celulose e a lenhina. No entanto, o agente de pré-tratamento biol6gico
mais evidenciado ¢ a podridao branca.’?! Estes microrganismos contém enzimas que degradam

a lenhina, como as peroxidases e as lacases.[?4]

Este tipo de pré-tratamento € favoravel a sustentabilidade do ambiente, pois requer
condi¢cbes ambientais moderadas e, portanto, ndo necessita de energia adicional excessiva.
Além disso, como ndo recorre a produtos quimicos, trata-se de um processo seguro.! No
entanto, este método apresenta diversas desvantagens como baixa eficiéncia, consideravel
perda de hidratos de carbono, longo tempo de residéncia e requerer um cuidadoso controlo das
condigdes de crescimento.? Além disso, a maioria dos microrganismos consome ndo s6 a
lenhina, como também uma consideravel fracdo de hemiceluloses e de celuloses. Resumindo,
esta abordagem ndo é favoravel a grande escala industrial.””! No entanto, alguns estudos
demonstram o interesse de muitos investigadores na utilizagdo de uma abordagem bioldgica
para o processo de pré-tratamento, que permitam ampliar a potencial producédo de bioetanol. A
utilizacdo de fungos como agentes de pré-tratamento para 0os materiais ricos em amido é

altamente recomendavel para a producéo de bioetanol de primeira geragio.?

2.3.1.3. Pré-tratamento mecdanico

No pré-tratamento mecénico, o tamanho da biomassa é diminuido através de métodos
de corte. Recorre-se a este método de forma a diminuir a cristalinidade da biomassa,
melhorando o processo de producdo de bioetanol. Esta reducdo fisica pode ser feita por
fresagem por disco humido, moagem por esfera, moagem vibratdria por esfera, moagem por
pressao, moagem por martelos ou moagem por cilindros. Dependendo das técnicas de moagem,
a fragmentacdo mecanica pode proporcionar um aumento de 5 a 25% do produto da hidrolise e
um aumento da taxa de hidroélise de 23 a 59%. A maior desvantagem destes métodos é o grande
consumo de energia, podendo esta corresponder a 1/3 da energia total aplicada na producdo de
bioetanol. Para controlar este consumo, uma hipdtese pode ser ajustar os tamanhos inicial e
final desejado do material.”) O método de moagem por esfera é 0 mais comum de utilizar, onde
0 contacto da biomassa com as esferas segundo um movimento ciclico permite reduzir o
tamanho das particulas. Alem disso, é considerado o método mais favoravel para o ambiente,
pois ndo requer a adicdo de quimicos, nem produz inibidores. A sua maior desvantagem é a

elevada poténcia que o equipamento exige e, consequentemente, o elevado custo energético.?*!

A extrusdo é o método de fragmentacdo mecanica mais avangada. Esta permite aumentar
0 acesso das enzimas aos hidratos de carbono que ficam mais expostos. Envolve o cisalhamento
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e a mistura da matéria-prima que passa atraveés da extrusora a uma certa temperatura, causando
deformacéo da biomassa, fisica e quimicamente. Este método é reconhecido como um dos
métodos de pré-tratamento mais fidveis para aplicacdo a escala industrial, sem provocar

problemas ambientais.!?!

A irradiagdo por microondas é feita por aplicacdo de campos eletromagnéticos para
provocar o aquecimento interno dos objetos, em vez da transferéncia superficial de calor, como
ocorre no aquecimento convencional. As vantagens deste método sdo o tempo curto de reacédo
e 0 aquecimento homogéneo da mistura reaccional.? Na producdo de bioetanol, esta
abordagem é exequivel para a disrupcdo da biomassa previamente tratada. No material
lenhocelulosico, a radiacdo micro-ondas ataca as ligacGes polares, aplicando vibracdo na
estrutura até o material estar internamente aquecido. Assim, a complexa estrutura
lenhocelul6sica é fraturada, aumentando a area disponivel ao subsequente ataque enzimatico.
Este método é considerado uma ferramenta de apoio a outros métodos de tratamento, de

maneira a melhora-los.?

2.3.1.4. Pré-tratamento fisico-quimico

O pré-tratamento fisico-quimico com explosdo de vapor € um processo termoquimico
onde o material lenhocelul6sico € exposto a vapor de alta pressdo, sendo um processo
hidrotérmico combinado com uma sUbita mudanca da pressdo. Este processo requer a adigdo
minima ou mesmo nenhuma adicdo de quimicos, ndo provocando problemas ambientais.
Inicialmente, uma mistura de biomassa e vapor € mantida a alta temperatura e pressdo num
reator, promovendo a hidrdlise da hemicelulose. O processo termina apds ocorrer a rapida
despressurizacio da biomassa.[??*l Normalmente, recorre-se a temperaturas entre os 160 e 0s
240°C e uma pressdo entre 0,7 e os 4,8 MPa.[?*l Assim, sob altas temperaturas, ocorre a auto-
hidrolise dos grupos acetilos que existem nas hemiceluloses, formando &cido acético e
acidificando a agua. Como tal, a exploséo de vapor é mais benéfica para a biomassa rica em
hemiceluloses, pois produz uma elevada solubilizacdo destas, conseguindo uma elevada
recuperacdo de xilose (45 a 65%) com um menor uso de energia e, portanto, mais favoravel
econdémica e ambientalmente. Desta forma, este processo é bastante aconselhavel para a
producéo de bioetanol. No entanto, a formacéo de inibidores, como sub-produto deste método,
¢ um dos maiores desafios, pois estes conseguem perturbar a atividade microbial e,

consequentemente, influenciar a etapa de fermentacéo.

Outro método fisico-quimico é o pré-tratamento com explosdo de fibra com amonia
(AFEX), que apresenta um principio muito semelhante ao pré-tratamento com explosdo de
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vapor, mas, neste caso, 0 agente de explosdo € a amonia. Este processo depende do aumento
imediato de pressdo, forcando a amonia a romper a estrutura da biomassa e deixando nesta
alguns vestigios, 0 que acaba por ser uma vantagem, uma vez que passa a ser uma fonte de
azoto para os microrganismos.?l Outras vantagens deste processo sio a eficiente remocéo da
lenhina; a producdo de uma menor quantidade de inibidores; e a retencdo de uma quantidade
apreciavel de hidratos de carbono no substrato. Além disso, trata-se de um processo simples e
rapido, sendo a amonia recuperavel e reciclavel. Durante o processo, a estrutura do material €
alterada, resultando no aumento da capacidade de armazenamento de agua e no aumento da
digestdo do substrato através de enzimas, obtendo-se uma elevada recuperacao de agucares. Os
parametros que influenciam o processo AFEX sdo a carga de amonia, a temperatura, a pressao,

a quantidade de biomassa e o tempo de residéncia.[?*l

A explosdo com diéxido de carbono (CO2) corresponde a um método de pré-tratamento
fisico-quimico, que ocorre de forma similar ao método AFEX e que se baseia na transformagao
de CO2 em &cido carbdnico (H2COs), aumentando a velocidade de hidrolise do material pré-
tratado. Isto €, o aumento da pressdo favorece a penetracdo do CO; na estrutura cristalina do
material lenhocelulésico, melhorando a subsequente hidrdlise da fracdo de celulose e de
hemiceluloses. Este método apresenta maiores conversdes comparativamente ao método de
explosdo de vapor, maiores custos que 0 método AFEX e ndo provoca a producdo de inibidores,
uma vez que opera a temperaturas médias, prevenindo assim a decomposicdo intensa de
monossacarideos. Além disso, trata-se de um método nédo toxico, ndo inflamavel e que nédo
provoca danos ambientais. No entanto, as suas maiores desvantagens residem na complexidade

deste processo.?*!

Além destes métodos existe ainda a aplicacdo de &gua quente a pressdo elevada na
biomassa, hidratando a celulose e removendo uma fragéo de hemiceluloses. A maior vantagem
deste método € ndo utilizar produtos quimicos e, consequentemente, ndo é necessario utilizar
materiais resistentes a corrosdo. Além disso, ndo requer a reducdo do tamanho da matéria-
prima. A 4gua quente € mantida em contacto com a biomassa durante 15 min, a uma temperatura
entre 200 e 230°C. Durante este processo, cerca de 40 a 60% do total da biomassa é dissolvido

e as hemiceluloses sdo removidas em grande extensdo.?*!

A Tabela 1.1 apresenta os diversos tipos de pré-tratamento do material lenhocelulésico

existentes, com as devias condi¢cOes de operacao e funcdes.
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Tabela 2.1 - Pré-tratamentos da biomassa lenhocelulésica.

Pré-
Processo Vantagens Desvantagens
tratamento
Consome ndo s6 lenhina,
como hemiceluloses e
s Processo seguro; celuloses;
Bioldgico ~ 2 .
Né&o requer energia adicional. Requer um cuidadoso
controlo de condicdes de
crescimento.
D|m|nU|(;aq QOs (_;UStOS Formacéo de inibidores;
energeéticos; g <
L 5 Rapida corrosdo do
A Répida produgéo de . .
Acido concentrado . . equipamento;
monossacarideos; o ~ L
Permite degradar lenhina e Dificil recuperagao do &cido;
A Maior toxicidade.
hemiceluloses.
Menores problemas ambientais;
A - Menores custos operacionais; Formagcdo de produtos
Acido diluido . x (o AR
Acessivel recuperacdo do acido; secundarios inibidores.
Menor toxicidade.
Recuperacdo de sais causticos;
Menor degradagéo dos
. .mpno_ss~acar|de05, Reagentes mais
Alcalino Diminuicdo do grau de . .
A i dispendiosos.
cristalinidade;
Disrupc¢éo da estrutura da
. lenhina.
Quimico
Deslenhificagéo Deslenhificagdo e turgescéncia
oxidativa da celulose.
Eficiente remocéo de lenhina; .
. x Requer grandes quantidades
- Condicdes de operagao }
Ozondlise . s de ozono;
moderadas (ambiental); . .
x . L Processo dispendioso.
N&o produz residuos toxicos.
Dissolve a lenhina e as
hemiceluloses; Elevados custos dos
Organosolv Utiliza pequenas qugntldades de solvept_es, )
quimicos; Requer a utilizacdo de
Gera pequenas quantidades de solventes combustiveis.
residuos.
Confere menor cristalinidade a
Liquidos i6nicos _ celulc_>se, ) lelgll recuperagao dos
Permite uma maior degradacao liquidos idnicos.
da lenhina.
Diminui a cristalinidade da
biomassa;
Moagem N&o requer a adicéo de Grande consumo de energia.
quimicos;
N&o produz inibidores.
A Aumenta 0 acesso das enzimas
Mecanico ; .
x aos hidratos de carbono;
Extrusao

Né&o provoca problemas
ambientais.

Irradiagdo por
microondas

Curto tempo de reacéo;
Aquecimento homogéneo da
mistura reacional.
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Né&o requer a adi¢do de
quimicos;

Né&o provoca problemas
ambientais;

Elevada solubilizacdo das
hemiceluloses;
Elevada recuperacdo da xilose;
Menor consumo de energia.

Exploséo de vapor Formacéo de inibidores.

Eficiente remocéo da lenhina;
Produgéo de uma menor

Explosdo de fibra guantidade de inibidores;
P x . Requer um aumento
. com amdnia Retencdo de uma quantidade imediato da pressio
F'?'C_O' (AFEX) apreciavel de hidratos de P :
quimico carbono;

Processo simples e rapido.

Maiores conversoes;
Né&o produz inibidores;
Método néo toxico e ndo
inflamavel.

Explosdo com CO, Maiores custos energéticos.

N&o requer a redugdo do
tamanho da biomassa;
Agua quente a Né&o requer a utilizacdo de

pressdo elevada quimicos;

Remoc¢&o em grande extensdo

das hemiceluloses.

2.3.2. Hidrdlise

O processo de hidrdlise consiste na separacdo da longa cadeia de hidratos de carbono
da celulose, com adi¢do de moléculas de &4gua e que é, normalmente, catalisado por enzimas ou
por acido. Esta etapa € critica para a producdo de bioetanol, uma vez que a qualidade do
hidrolisado vai afetar o subsequente processo de fermentacdo e, portanto, influenciar a

produtividade do etanol.™

Como tal, pode recorrer-se a uma hidrolise &cida ou a uma hidrolise enzimatica, tendo
em consideracdo que a enzimatica € mais desafiante economicamente devido ao elevado custo
das enzimas. No entanto, como as enzimas atuam a temperaturas médias, a hidrélise enzimatica
nédo requer elevados custos de operacdo dos equipamentos, 0 que ndo acontece com a hidrolise
acida. Esta ultima é capaz de degradar gradualmente os monossacarideos produzidos, o que

acaba por ser o maior problema deste tipo de hidrélise.?

2.3.2.1. Hidrolise enzimdtica

As enzimas sdo proteinas com atividade catalitica. As proteinas sdo polimeros
complexos (poliamidas) constituidos por sequéncias de aminoacidos ligados entre si por uma

ligacdo peptidica. A variedade dos aminoacidos existentes, a sua combinacdo e a distribuicéo
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espacial das cadeias sdo responsaveis pela diversidade funcional das enzimas. Os aminoacidos
sdo constituidos por 4 grupos diferentes ligados a um carbono C central, sendo eles: grupo
amino (NHs"), grupo carboxilo (COO"), atomo de hidrogénio (H) e grupo R variavel.[°

Pardmetros como a temperatura e o pH sdo importantes definir, pois o seu valor
influencia a atividade enzimatica. A temperatura atua sobre a velocidade da reacdo enzimatica,
tal como acontece com qualquer outra reacdo quimica. O aumento da temperatura, acima da
temperatura de desnaturacdo, afeta a estrutura terciaria da enzima, assim como a estabilidade
do complexo enzima-substrato. A estrutura terciéria da enzima corresponde a topologia global
da molécula desta, resultante dos arranjos estruturais a nivel da cadeia peptidica e dos varios
tipos de interagdes que se estabelecem entre as cadeias laterais de aminoécidos proximos. Desta
forma, para valores elevados de temperatura, ocorre uma rapida perda da atividade enzimatica
e, portanto, ocorre a desnaturacdo da proteina. J& o pH do meio determina as cargas dos
aminoacidos que constituem a enzima, que apresentam especial destaque visto que determinam
a reatividade das cadeias laterais e, consequentemente, as interacdes determinantes para a
estrutura tridimensional das proteinas. Quando o substrato apresenta cargas elétricas, a
aproximacdo deste ao centro ativo da enzima depende igualmente da carga dos residuos
envolvidos na ligacdo. Como tal, existe um valor de pH para o qual a formagdo do complexo
enzima-substrato é favorecida e o valor da atividade bioldgica € maximo - pH étimo. Assim
sendo, se a solucdo se tornar demasiado acida ou bésica, a enzima sofre uma perda da atividade
que ndo recupera quando se reajusta o pH. J& quando a variacdo do valor do pH é reduzida, em
torno do pH 6timo, verifica-se uma variacdo da atividade reversivel.[?5] Nesta dissertacio
recorreu-se a solucio enzimatica Cellic® CTec2, fornecida pela Novozymes, cuja temperatura

e pH 6timos sdo 45-50°C e 5,0-5,5, respetivamente. [l

A hidrdlise enzimatica é a abordagem ideal para decompor a celulose em agucares
simples, visto que opera a condi¢cBes médias, ou seja, um pH entre 4,8 e 5,0 e uma temperatura
entre 45 e 50°C. Além disso, ndo apresenta problemas de corrosdo dos reatores e resulta na
formagdo desprezével de subprodutos com elevado rendimento de aglcar. No entanto, a
hidrolise enzimética depende da otimizag&do das condicGes para a maxima eficiéncia e sofre de
inibicdo pelo produto final e de restrigdes estruturais da biomassa. Para superar a inibicéo pelo
produto final e para reduzir o tempo de processamento, pode recorrer-se a uma hidrélise e a

uma fermentac&o combinada, designada por sacarificagdo e fermentacdo em simultaneo.?*!

A biomassa lenhocelulésica, composta por celulose, hemiceluloses e lenhina, é
degradavel enzimaticamente. A cristalinidade da celulose afeta o processo de hidrélise, pois

quando € elevada, desacelera a velocidade da hidrélise e diminui a adsor¢do da enzima. A
22



melhor area para intervir € a zona amorfa da celulose. No entanto, para reduzir a cristalinidade

da biomassa, a aplicacdo do pré-tratamento mecanico é suficiente para esse propdsito.

A celulase é a designacédo generica da familia de enzimas especificas para degradar a
celulose. A celulose requer trés classes de enzimas celuloliticas mediante tarefas especificas,
sendo elas, endoglucanase, exoglucanase e B-glucosidade. A endoglucanase é formada a partir
da 1,4-B-D-glucano-hidrolase e ataca as regides de baixa cristalinidade da fibra da celulose,
criando cadeias terminais livres. Isto é, inicia a hidrolise através da ligacdo B-1,4 da celulose
com uma molécula de agua e forma pequenas cadeias de terminacao livres. A exoglucanase é
formada a partir da 1,4-B-D-glucanocelobio-hidrolase e atua para degradar a estrutura da
celulose, através da alteragdo das cadeias terminais ao remover as unidades de celobiose. A B-
glucosidade hidrolisa a celobiose para produzir glucose. Bactérias (Clostridium, Cellulomonas,
Bacillus,  Streptomyces, = Microbispora,  Bacteriodes,  Erwinia, = Ruminococcus,
Thermomonospora e Acetovibrio) produzem celulases para a hidrolise de materiais

celul6sicos. [2124]

As enzimas que se utilizam para quebrar as hemiceluloses sdo mais complexas, apesar
de serem mais especificadas para cada propdsito. Ao contrario da celulose, as hemiceluloses
sdo mais faceis de hidrolisar devido a sua estrutura amorfa. Assim, recorre-se a enzimas como
xilanase, B-xilosidase, glucuronidase, acetilesterase, galactomanase e glucomanase. Para
degradar a xilana recorre-se a enzimas das classes das endo-B-1,4-xilanase e das B-xilosidase.
As primeiras degradam as longas cadeias da xilana em cadeias mais curtas. Ja as segundas, séo
aplicadas no processo sequencial de redugdo de oligossacarideos, onde se produz

xilopiranose.[?124]

A lenhina estabelece ligacGes fortes aos hidratos de carbono, sendo reconhecida por
diminuir a acessibilidade das celulases a celulose. Em solucdes aquosas, a lenhina tende a ligar-
se e a precipitar com proteinas. Além disso, a lenhina inibe a atividade enzimatica das celulases,
provocando uma hidrolise de baixa eficiéncia. Isto é, a presenca de lenhina na hidrélise ndo é
nada favoravel e, como tal, a sua remogdo deve ser efetuada a0 maximo para que se atinja uma
hidrolise da celulose eficaz. Assim, para a producgéo eficiente de etanol a partir de material
celuldsico, a remocdo de lenhina melhora significativamente a digestdo do substrato e, o facto
de haver uma pequena quantidade de lenhina, permite uma reducdo da carga enzimatica

necessaria, ou seja, utilizar uma menor volume de solugdo enzimatica. 2124
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2.3.3. Fermentacao

A fermentacdo é um processo critico para a producdo de bioetanol, onde este é
produzido diretamente a partir da atividade metabdlica do agente de fermentacdo especifico,
como uma levedura ou uma bactéria. Corresponde a um processo biolégico em que o agUcar é
convertido por microrganismos para produzir etanol e CO2. Os hidrolisados ndo sao uniformes
no que respeita a sua constituicdo em monossacarideos, diferentes entre si, e apresentam
oligossacarideos e inibidores ou substancias de dificil digestdo. Teoricamente, a cada kg de
glucose consegue-se produzir 0,49 kg de CO; e 0,51 kg de etanol.[2124]

Este processo requer condi¢des para 0s microrganismos se sustentarem, nomeadamente
em relacdo a gama de temperatura e de pH. Os organismos mesofilos utilizados como agentes
de fermentacdo estdo confortaveis com temperaturas entre 30 e 38°C, enquanto as bactérias
suportam um pH entre 6,5 e 7,5. J& os fungos conseguem resistir em ambientes mais acidos,
com pH entre 3,5 e 5,0. Fatores importantes para o processo de fermentacéo é a velocidade de
crescimento do microrganismo e estabilidade; a toleréncia a inibidores, a osmose e ao etanol; e

a produtividade.?!

O microrganismo mais utilizado é a levedura Saccharomyces cerevisiae que consegue
reproduzir-se num meio com um acucar simples, como a glucose, assim como a partir de um
dissacarideo (sacarose), convertendo hexoses em etanol. Esta levedura apresenta alta resisténcia
ao etanol, consome quantidades significativas de substrato em condi¢des adversas e mostra alta
resisténcia a inibidores presentes no meio. A sua maior desvantagem é nao metabolizar a xilose.
Relativamente a bactérias, a mais utilizada € a Zymomonas mobilis que converte a glucose, a
sacarose e a frutose em etanol. Estudos de producdo de bioetanol, recorrendo a esta bactéria,
mostram um rendimento tedrico de etanol de 97%. Tanto a levedura, como a bactéria
apresentadas nao conseguem fermentar pentoses, como é o caso da xilose. Como tal, exemplos
de microrganismos que conseguem fermenta-la sdo Candida shehatae, Pichia stipitis e
Pacjysolen tannophilus. Muitas vezes, recorre-se a microrganismos modificados, ou seja, que
sofreram alteracBes genéticas do seu comportamento e funcdo, de modo a aumentar a

capacidade fermentativa. 2124

Existem trés processos de produzir etanol, sendo eles: hidrélise e fermentacdo em
separado (SHF), sacarificagdo e fermentacdo em simultdneo (SSF) e sacarificacdo e co-

fermentacdo em simultaneo (SSCF).
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2.3.3.1. Hidrdlise e Fermentacéo em Separado (SHF)

No processo SHF, a hidrdlise do material lenhocelulosico e a fermentacdo dos aglcares
a etanol ocorrem em separado. Realizando cada etapa em separado pretende-se otimizar cada
etapa e maximizar o aproveitamento da matéria-prima. Assim, o material lenhocelul6sico sofre,
primeiramente, um pré-tratamento, para de seguida ser hidrolisado enzimaticamente, para
produzir os acucares simples. A solucdo de acucares recuperada (hidrolisado) é fermentada a

etanol com microrganismos apropriados. O etanol é destilado de seguida. 2124

Lignocelluloses

Pentose fermenting Pretreatment -
- - Pretreatn B

Solid fraction: Cellulose: lignin

Pentose rich Soliduu! !ifulid Liquid fraction:Pentose: inhibitors
Enzymatic -
Celluloytic enzymy
Distillation Hy ysis for 0'4‘:::0‘ =
lL solids

Hexose fermenting
microorganisms

of -
hexose sugars =

i

Distillation

i

Ethanol

Ethanol

Figura 2.8 - Processo de produgdo de bioetanol celulésico, recorrendo a uma hidrdlise e fermentagdo em separado (SHF)
(adaptado El-Naggar, N.E.A., Deraz, S., Khalil, A., 2014).1261

Para o aproveitamento completo dos aclcares, num primeiro reator efetua-se a
fermentacao das hexoses. Depois da destilacdo do etanol, o resto do hidrolisado é escoado para
um segundo reator para se efetuar a fermentacéo das pentoses, seguindo-se a remocao do etanol
por destilacdo.[??4 Desta forma, a glucose do hidrolisado é fermentada separadamente das
pentoses, em reatores diferentes. A maior desvantagem deste processo é a formacdo de
inibidores depois da hidrdlise, levando a uma reducdo na velocidade de producdo de etanol.
Além disso, a este método estdo associados elevados custos de capital devido ao nimero de

reatores envolvidos. 21?71
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2.3.3.2. Sacarificagdo e Fermentagcéo em Simultédneo (SSF)

No processo SSF, a hidrolise enzimatica e a fermentacdo dos acucares libertados
ocorrem simultaneamente. As enzimas hidrolisam os polissacarideos para libertar os aglcares
que sdo imediatamente fermentados a etanol, sem que haja qualquer processo de separacéo

entre estas duas etapas./??! Neste trabalho experimental efetua-se este processo de fermentacéo

para a producéo de bioetanol celulésico.

T m

| |
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Figura 2.9 - Processo de produgdo de bioetanol celuldsico, recorrendo a uma sacarificagdo e fermentagdo em simultdneo
(SSF) (adaptado EI-Naggar, N.E.A., Deraz, S., Khalil, A., 2014).126]

Este método é reconhecido por permitir obter elevada produtividade de etanol, uma vez
que a eventual inibicdo pelo aglcar simples intermédio é evitada pelo processo de fermentacao
imediata, tornando esta abordagem bastante desejavel. Além disso, previne a reducdo dos
monomeros formados depois do processo de hidrolise. Estudos revelaram outros beneficios
deste processo de SSF, como a aplicacdo de uma menor quantidade de enzimas, um rapido
periodo de producéo e a aplicacdo de um menor numero e menor volume de reatores, 0 que,
consequentemente, requer menos custos. Desta forma, verifica-se que através do processo SSF
consegue-se atingir uma maior produtividade do que através do processo SHF.I428] Além da
concentracdo de etanol, também é possivel determinar a produtividade P (g/(L.h)) e o

rendimento Y etonacicar (Jetor/Jacicar), @ partir das seguintes expressoes, respetivamente. 28l

[EtOH), (1)
t
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[EtOH],
1,1 X f X [pasta]

(2)

YEtOH/aql’lcar =

O valor 1,1 corresponde ao fator de converséo da glucose, proveniente da massa molar
da celulose e da glucose, tendo em conta a estequiometria da respetiva reacdo quimica

apresentada:

(CeH1005)n + (n — 1) H,0 — n CeH1306 (3)

Onde,

M(CeH;206) 180,16

= = (4)
M(C¢Hy005) 162,14

E de realcar o desafio em controlar o ambiente da solug&o, uma vez que as enzimas e 0s
microrganismos exigem temperatura e pH especificos. A maioria das enzimas encontram-se
confortaveis com ambientes de média acidez (pH < 5) e resistem a temperaturas superiores a
40°C. No entanto, estas condicbes ameacam a vitalidade de alguns microrganismos.?l Uma
triagem do material lenhocelulésico para selecionar o substrato é também a chave para uma

producéo econémica de etanol.*

2.3.3.3. Sacarificagdo e Co-fermentacéo em Simulténeo (SSCF)

No processo SSCF, também as etapas de hidrolise enzimatica e de fermentacdo dos
acucares libertados ocorrem em simultaneo. O que difere em relacdo ao processo SSF é que, no
método em questdo, a fermentacdo da xilose e da glucose ocorrem em conjunto, N0 mesmo

reator.[?4

Ao aplicar dois passos ao SSCF, que passa pela hidrolise das xilanas e pela fermentacao
da xilose antes da glucose, consegue-se melhorar o consumo de xilose. Fermentar a xilose
primeiro que a glucose corresponde a uma vantagem, uma vez que alivia o desequilibrio redox
e promove o consumo de xilose devido a presenca de oxigénio e outros nutrientes no inicio,
evitando assim a inibicdo do etanol no consumo da xilose. Portanto, deve-se manter a taxa de
libertacdo de glucose baixa durante o periodo de fermentag&o da xilose.?? A xilose e a glucose
competem pelo mesmo sistema de transporte responsavel pela metabolizacdo destes agucares
em estirpes que os fermentem, como a Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada ou
a Pichia stipitis. No entanto, a xilose apresenta menor afinidade do que a glucose, o que exige
que a concentracdo de glucose seja baixa, mas ndo zero, para que se obtenha uma eficiente

utilizacdo da xilose.*%
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Assim, 0 SSCF, comparando com o SHF, apresenta diversas vantagens, como a continua
remocao de produtos de hidrdlise que inibem as enzimas, o curto periodo de processamento e
0 baixo risco de contaminac&o.Y Além disso, as conversdes de aglcares atingidas durante o
SSCF sdo maiores, comparando com as atingidas no processo SHF. Apesar do SSCF apresentar
um desempenho superior ao SHF, existem algumas preocupacdes relativamente ao SSCF, como
a discrepancia da temperatura 6tima entre as enzimas utilizadas na sacarificacdo e os
microrganismos utilizados na fermentagdo, assim como a inibigdo das enzimas pelo etanol.[?"]
Ja em relacdo ao processo de SSF, o SSCF também é superior quanto a elevada produtividade

e rendimento de etanol.31

O SSCF trata-se de uma excelente abordagem para manter a concentracdo de glucose
baixa e melhorar a conversdo da xilose e, portanto, corresponde a um 6timo processo para a
producdo de etanol. No entanto, € um processo que ainda ndo apresenta resultados
verdadeiramente satisfatorios em termos de utilizacdo eficiente da xilose e de producdo de

etanol (concentracdo e produtividade).%

Liznocelluloses
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Hydrolysis
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Figura 2.10 - Processo de produgdo de bioetanol celuldsico, recorrendo a uma sacarificagéo e co-fermentagéo em
simultédneo (SSCF) (adaptado EI-Naggar, N.E.A., Deraz, S., Khalil, A., 2014).12¢]
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3. Materiais e métodos

3.1. Caracterizacdo quimica do material lenhoceluldsico

Como matéria-prima lenhocelul6sica usou-se i) pasta kraft de fibra mista virgem,
composta por 28% de eucalipto e 72% de pinho, fornecida pela Industria Papeleira de Viana do
Castelo e ii) pasta kraft de casca de eucalipto, fornecida pelo RAIZ. A Figura 3.1 representa as
pastas utilizadas neste trabalho de dissertacao.

a) b)

Figura 3.1 a) Pasta de casca de eucalipto. b) Pasta de fibra mista virgem.

A caracterizacao destas materias-primas envolveu a determinacéo do teor de sélidos, do
teor de lenhina total (soltvel e insoltvel), do teor de cinzas e do teor de hidratos de carbono,
tendo por base os protocolos do Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL).1*2 Além
disso, determinou-se o indice kappa das pastas, de forma a estimar rapidamente a quantidade
de lenhina total na pasta. Todos os procedimentos utilizados neste trabalho estéo,

pormenorizadamente, descritos no Anexo I.

Na preparacdo das amostras, efetuou-se a sua moagem num moinho com um peneiro de
20 mesh (abertura de 0,841 mm), tendo-se depois passado o0 material obtido num peneiro de 80
mesh (abertura de 0,177 mm). No caso da pasta de fibra mista virgem, antes de se proceder a
sua moagem, efetuou-se uma lavagem com &gua quente, para a remog¢do de residuos de

«carryover» proveniente da lavagem fabril menos eficiente.

A determinacdo do teor de sélidos e do teor de cinzas foi feita por gravimetria. No
primeiro caso, pesou-se uma amostra antes e ap0s secagem em estufa a 105°C, engquanto no

segundo a amostra foi colocada numa mufla a 575°C.

Para a determinacdo da lenhina total (soltvel e insolivel) e do teor de hidratos de
carbono recorreu-se a hidrélise com acido sulfurico. O residuo, apds tratamento acido,

corresponde & lenhina insolGvel (ou lenhina Klason), enquanto a lenhina solGvel foi
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determinada por espectrofotometria a um comprimento de onda de 205 nm. A soma da lenhina
insolivel com a lenhina sollvel corresponde a lenhina total presente na amostra. A
determinacdo da concentragdo dos monossacarideos no filtrado &cido foi efetuada por HPLC

apos neutralizacdo do filtrado, seguido de filtracdo.

O indice kappa foi determinado com recurso a oxidacéo da pasta com permanganato de
potassio, para um consumo deste de ~50% (norma NP 3186). O permanganato remanescente
foi determinado por iodometria (adicdo de iodeto de potassio para gerar iodo, tendo este sido

titulado com tiossulfato de sodio).

3.2. Hidrdlise enzimatica e Fermentagao

Para os ensaios de hidrolise enzimatica a uma temperatura de 50°C, recorreu-se a
solugdo enzimatica comercial Cellic® CTec2, fornecida pela Novozymes. Fez-se a
determinacdo da atividade enzimética pelo método do Modelo Filter Paper Unit, de forma a
programar os ensaios, considerando determinados valores de carga enzimética a aplicar — 10 e
15 FPU/Qmassa seca. EStudou-se tambeém o efeito da consisténcia do material lenhoceluldsico: 3,
6 e 9% (massa de material seco em 100 g de suspensdo). O «material seco» corresponde a

quantidade de hidratos de carbono (HC) presente na amostra.

Nos hidrolisados obtidos efetuou-se a determinacdo de acgucares redutores e a
identificagdo e quantificagdo dos monossacarideos libertados foi realizada por HPLC, usando a
coluna Rezex RPM — Monosaccharide Pb?*, a operar a 80°C, e utilizando como eluente agua

ultrapura.

Para determinar os agucares redutores nos hidrolisados obtidos a partir do material
lenhocelulosico, usou-se 0 método DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) que é reduzido pelos
acucares redutores. A alteracdo de cor é analisada pela leitura das absorvancias num
espetrofotometro com um comprimento de onda de 540 nm e convertida em concentragcdo do

acucar usado para construir a curva de calibracdo (neste caso em equivalentes de glucose).

No processo SSF, usou-se a solucdo enzimatica Cellic® CTec2, fornecida pela
Novozymes, e a levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC® 26602T™), a uma temperatura de
38°C. Em adicéo as analises descritas acima, no caso da hidrolise enzimatica, determinou-se o
etanol e acidos organicos produzidos, por HPLC, usando a coluna Rezex ROA — Organic Acid

H*, a operar a 60°C, com &cido sulfarico como eluente.

30



Todos os procedimentos utilizados estdo pormenorizadamente descritos no Anexo II.
Além disso, 0s ensaios relativos a caraterizacdo do material foram efetuados em triplicado,
enquanto os ensaios relativos a hidrolise enzimética e ao SSF foram efetuados em duplicado.
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4. Resultados e discussao

4.1. Caracterizacdo quimica do material lenhocelulésico

Antes da realizacdo do processo SSF, efetuou-se uma caracterizacdo quimica do
material lenhoceluldsico, de modo a se identificar a composicao quimica deste para se averiguar
a necessidade de efetuar um pré-tratamento e de identificar as melhores condi¢des de operacao

dos processos seguintes, como, por exemplo, a enzima e a levedura a utilizar.

Através da Tabela 4.1 verificou-se que o teor de cinzas presente nos materiais
lenhocelulosicos é relativamente baixo, de 0,966% no caso da pasta de fibra mista virgem e
1,169% no caso da pasta de casca de eucalipto. O baixo valor deste parametro significa que a
percentagem de material lenhocelulésico que ficou por incinerar é muito pequena,
correspondendo a residuos indesejados. Logo, ambos 0s materiais lenhocelulésicos apresentam

elevado grau de pureza.

Tabela 4.1 - Teor de cinzas presente nos materiais lenhoceluldsicos.

Material Miseca a 40°c (Q) Mcinzas (Q) Cinzas (%) Cinzasmedia (%6)
lenhocelulésico
Pasta de Fibra 1,0289 0,0113 1,0983
Mista Virgem 1,0282 0,0091 0,8850 0,966
1,0283 0,0094 0,9141
Pasta de Casca de 0,2058 0,0023 1,1176 1169
Eucalipto 0,2048 0,0025 1.2207 !

Na Tabela 4.2 estdo representados os teores de lenhina - soltvel, insollvel e total — da
pasta de fibra mista virgem e da pasta de casca de eucalipto. Verificou-se que o valor da lenhina
insollvel da pasta de fibra mista virgem é muito superior a da pasta de casca de eucalipto
(13,22% e 1,48%, respetivamente), apesar de apresentar um teor de lenhina soltvel inferior
(0,71% e 1,02%, respetivamente). Assim, a primeira pasta apresenta um elevado teor de lenhina
total de 13,93%. Tal era esperado, uma vez que se trata de uma pasta maioritariamente
constituida por pinho que corresponde a uma «softwood» e, portanto, contém um maior teor de
lenhina. J& a pasta de casca de eucalipto corresponde a uma «hardwood», logo contém um baixo
teor de lenhina, como se verificou. Além da origem de cada pasta, ou seja, da espécie que
representam, também o tipo de pré-tratamento que estas sofreram, influenciaram o teor de
lenhina presente em cada material. Isto €, ambas as pastas sofreram um pré-tratamento kraft,
sendo mais intenso na pasta de casca de eucalipto do que na pasta de fibra virgem mista, dai a

quantidade de lenhina presente na primeira pasta ser inferior a presente na segunda pasta.

33



Tabela 4.2 - Teor de lenhina total (soltvel e insoltvel) dos materiais lenhoceluldsicos.

Material Lenhina insolGvel Lenhina soltvel Lenhina total
lenhocelulésico (%) (%) (%)
Pasta de Fibra 13,22 0,71 13,93
Mista Virgem
Pasta de Casca 1,48 1,02 2,50

de Eucalipto

Na Tabela 4.3 esta representado o indice kappa e a lenhina total de ambas as pastas a
serem utilizadas. O valor de cada foi ao encontro do esperado, isto é, que a «hardwood»
apresentaria um valor de indice kappa préximo de 15, enquanto a «softwood» apresentaria um
valor superior de indice kappa, devido a presenca mais acentuada de lenhina. Verificou-se
também que a percentagem de lenhina total determinada a partir do IK, é semelhante ao valor
desta calculada anteriormente a partir da lenhina soltvel e insolUvel. Relativamente aos acidos
hexenuroénicos (HexA), ndo se teve em conta a sua contribuigdo no consumo de permanganato
de potassio.

Tabela 4.3 - indice kappa e lenhina total dos materiais lenhocelulésicos.

Material Mhamida (§)  Vbranco (ML) Viitulante (ML) 1 K medio LT (%)
lenhoceluldsico

Pasta de Fibra 0,6446 2,49
Mista Virgem 2456 19,89 8,85 66,73 10,01

03055 10,04

Pasta de Casca 1,0637 10,01
de Eucalipto 10744 19,79 871 15,52 2,33

Observando a Tabela 4.4, constatou-se que a pasta de casca de eucalipto apresentou uma
maior quantidade de hidratos de carbono em comparacéo a pasta de fibra mista virgem. Tal era
esperado, uma vez que a primeira se trata de uma «hardwood» que contém mais hidratos de
carbono do que as «softwood», que € o0 caso da segunda pasta. Quanto a percentagem de
celulose, ainda se verificou uma diferenca entre as duas pastas, 0 que ndo aconteceu com a

percentagem de hemiceluloses, cuja diferenca néo foi tdo significativa.

Tabela 4.4 - Percentagem de celulose, hemiceluloses e hidratos de carbono presentes no material lenhoceluldsico.

Material Celulose (%) Hemicelulose (%) HCrtotal (%0)
lenhoceluldsico
Pasta de Fibra 61,36 19,88 81,24
Mista Virgem
Pasta de Casca de 72,31 18,74 91,05
Eucalipto
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ApoOs se injetar as amostras de hidrolisado no HPLC, com a coluna Rezex RPM —
Monosaccharide Pb?*, foi possivel identificar os monossacarideos presentes em cada pasta,
assim como a concentracdo destes, uma vez que os diversos monossacarideos apresentam
tempos de retencdo diferentes. No cromatograma de ambas as pastas sobressairam,
essencialmente, trés monossacarideos: a glucose, a xilose e a manose. Nesta coluna, o tempo
de retencdo da manose e da arabinose sdo muito préximos (17,363 min e 17,010 min,
respetivamente), pelo que se torna muito dificil distinguir estes dois monossacarideos. Assim,
ndo se considerou esta distincdo e, portanto, o pico referente & manose tem também em conta a
quantidade de arabinose presente no material lenhocelulésico.

A Figura 4.1 representa cromatogramas de cada pasta em estudo provenientes da coluna
Rezex RPM — Monosaccharide Pb?* e da coluna Rezex ROA — Organic Acid H*: a vermelho e
a azul, as pastas de casca de eucalipto e de fibra mista virgem na coluna Rezex RPM —
Monosaccharide Pb?*, respetivamente; a verde e a preto, as pastas de casca de eucalipto e de
fibra mista virgem na coluna Rezex ROA — Organic Acid H*, respetivamente. Relativamente a
coluna Rezex RPM, verificou-se uma maior quantidade de xilose na pasta de casca de eucalipto,
0 que era esperado, uma vez que se trata de uma «hardwood». Além disso, verificou-se uma
maior quantidade de manose na pasta de fibra mista virgem, o que também era normal, pois é
uma «softwood». Em relacdo a coluna ROA, o primeiro pico corresponde a glucose e o segundo
pico corresponde a xilose, no caso da pasta de casca de eucalipto, e a manose, no caso da pasta
de fibra mista virgem. Nesta coluna, o tempo de retencdo da xilose e da manose é muito
semelhante, pelo que se torna complicado fazer a distingdo destes compostos. Nas Tabelas 4.5

e 4.6, estdo representadas as quantidades de cada monossacarideo presente em cada pasta.

[WRIU]

1004

RI Signal

404

Glugose

Manose

Time

Figura 4.1 - Cromatogramas de caracterizagdo das pastas em estudo.
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Tabela 4.5 - Quantidade de monossacarideos presentes na pasta de casca de eucalipto, a partir da coluna Rezex RPM -
Monosaccharide Pb?*.

Msecaadoec (§)  [Glucose] [Glucose] [Xilose] [Xilose] [Manose] [Manose]
(/L) (%) (9/L) (%) (9/L) (%)
0,3046 2,913 0,564 0,058
81,13 - 15,33 [ 1,69
0,3096 2,860 0,527 0,062

Tabela 4.6 - Quantidade de monossacarideos presentes na pasta de fibra mista virgem, a partir da coluna Rezex RPM -
Monosaccharide Pb?*.

Mseca a 40°C () [Glucose] [Glucose] [Xilose] [Xilose] [Manose] [Manose]
(9/L) (%) (9/L) (%) (9/L) (%)
0,3153 2,333 0,142 0,208
0,3040 2,403 6451 0162 404 0199 556
0,3126 2,191 0130 0190

Relativamente a pasta de casca de eucalipto, esta apresenta em maior quantidade
glucose, seguida de xilose e uma pequena quantidade de manose. Ja a pasta de fibra mista
virgem apresenta em maior quantidade glucose, seguida de manose e uma pequena gquantidade
de xilose. E normal a pasta de casca de eucalipto conter mais xilose do que manose, uma vez
que se trata de uma «hardwood», enquanto a pasta de fibra mista virgem é uma «softwood» e
dai ocorrer o contrario, ou seja, conter mais manose do que xilose, como é observavel na Tabela
4.5 e na Tabela 4.6.

Com os resultados obtidos do teor de cinzas, do teor de lenhina total, do teor de hidratos
de carbono e do indice kappa constatou-se que a utilizacdo de ambas as pastas, tal qual, é
favoravel para os processos a se efetuarem posteriormente, ndo sendo necessario a aplicacdo de
pré-tratamentos das mesmas para a remocao de residuos indesejados, visto que a contribuicdo

destes é minima.

4.2. Hidrodlise enzimatica e Sacarificacao e fermentacao em simultaneo (SSF)

No processo de hidrdlise enzimatica e de SSF utilizou-se a solugdo enzimatica Cellic®

CTec2, fornecida pela Novozymes. Antes de se iniciarem estes processos, procedeu-se a analise
da atividade enzimatica desta solucdo enzimatica, a temperatura de 50°C e de 38°C, que
correspondem as temperaturas de operacdo dos processos de hidrélise enzimética e de SSF,
respetivamente. Na Tabela 4.7 esta representada a atividade enzimatica da solugéo a utilizar, a
temperatura de 38°C e de 50°C.
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Tabela 4.7 - Atividade enzimdtica a temperatura de 382C e de 50°C.
Temperatura  Diluicéo Quantidade de [Enzima] para obter  Atividade enzimética
glucose libertada (mg) 2 mg de glucose (mL (FPU/mL enzima)

(°C) : -
enzima/mL solucéo)

38 151 2,164
0,0058 63,8

201 1,799

50 401 2,102
0,0023 160,9

501 1,854

Observando a Tabela 4.7, verificou-se que o valor da atividade enzimatica da solucéo a
temperatura de 38°C (63,8 FPU/mL enzima) foi inferior ao valor deste parametro a temperatura
de 50°C (160,9 FPU/mL enzima). Isto significou que, a temperatura de 50°C, a solucéo
enzimatica apresentou uma maior velocidade de reacdo, 0 que seria esperado, de acordo com 0

fornecedor.

4.2.1. Hidrdlise enzimatica

Desta forma, procedeu-se a realizacdo do processo de hidrdlise enzimética, a
temperatura de 50°C (temperatura Otima correspondente a atividade enzimatica maxima),
recorrendo-se a solugdo enzimatica Cellic® Ctec2, fornecida pela Novozymes. Neste processo,
para ambas as pastas utilizadas, estudou-se a influéncia da carga enzimatica, de 10 e 15
FPU/gHc, e da consisténcia, de 3, 6 e 9%, na concentracdo em equivalentes de glucose ao longo
do tempo de hidrélise, em mg/mL, e no rendimento do processo, em %.

A Figura 4.2 representa o perfil da hidrolise enzimatica da pasta de casca de eucalipto,
a consisténcia de 3 e 6% e com a carga enzimética de 15 FPU/gnc, ou seja, da variagdo da
concentracdo em equivalentes de glucose ao longo do tempo, com as diversas consisténcias em
estudo. A consisténcia de 3%, a partir dos 30 min de processo, COmecou-se a retirar as amostras
para analise e terminou-se as 48 h. Verificou-se que a concentracdo aumentou ao longo do
tempo, atingindo-se um maximo de 32,9 mg/mL, as 30 h. Ja a consisténcia de 6%, a primeira
amostra retirada foi a partir das 41 h, de modo a permitir que a solugdo enzimatica conseguisse
atuar, pois com o0 aumento da consisténcia, a massa de pasta himida utilizada foi muito superior
e s a partir desse momento é que a amostra comecou a ficar liquefeita e mais homogénea. A
esta consisténcia ndo se verificou um aumento continuo da concentracdo em equivalentes de
glucose, havendo um decréscimo desta entre as 41 e as 48 h. A partir desse momento até as 72

h houve um aumento da concentracéo, atingindo um maior valor as 72 h, de 61,5 mg/mL.
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Figura 4.2 — Perfil da hidrdlise enzimdtica da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3 e 6%); carga enzimdtica (15 FPU/guc).

A Figura 4.3 representa o perfil da hidrolise enzimatica da pasta de casca de eucalipto,
a consisténcia de 3, 6 e 9% e com a carga enzimatica de 10 FPU/gHc, ou seja, da variacdo da
concentracdo em equivalentes de glucose ao longo do tempo, com as diversas consisténcias em
estudo. Mais uma vez, ndo se retiraram as amostras no mesmo momento, em todas as
consisténcias utilizadas, de modo a permitir que, em consisténcias maiores, a solucdo
enzimatica atuasse corretamente e a solucéo de pasta de casca de eucalipto ficasse liquefeita e
mais homogénea. Assim, a consisténcia de 3%, verificou-se um aumento deste parametro até
as 24 h, atingindo-se um valor maximo de 30,9 mg/mL, e a partir desse momento houve um
decréscimo da concentracéo até as 48 h. A consisténcia de 6%, atingiu-se um valor maximo da
concentracdo em equivalentes de glucose de 63,1 mg/mL, as 72 h. A consisténcia de 9%, a
concentracdo aumentou ao longo do tempo, atingindo-se um valor superior de 109,1 mg/mL,
as 72 h.
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Figura 4.3 - Perfil da hidrdlise enzimdtica da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3, 6 e 9%); carga enzimdtica (10
FPU/grc).
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A consisténcia de 9%, a 15 FPU/guc, ndo se realizou nenhum ensaio com a pasta de
casca de eucalipto, visto que com menores consisténcias ja se tinha verificado 6timos resultados
e, portanto, seria de se esperar que a uma consisténcia de 9% tal acontecesse também. Além
disso, com esse material lenhoceluldsico e com essa consisténcia, realizou-se um ensaio a 10
FPU/gHc, cujos resultados obtidos foram bastante favoraveis para o que se pretendia analisar.
A diminuicdo da carga enzimatica era um dos objetivos relativos a otimizacdo do processo,
visto que as solugdes enzimaticas utilizadas encarecem o processo e, portanto, diminuindo a

quantidade utilizada destas soluges, o processo pode-se tornar menos dispendioso.

A Figura 4.4 representa o perfil da hidrélise enzimatica da pasta de fibra mista virgem,
a consisténcia de 3, 6 e 9% e com a carga enzimatica de 15 FPU/guc, ou seja, da variacao da
concentracdo em equivalentes de glucose ao longo do tempo, com as diversas consisténcias em
estudo. Também com esta pasta teve-se em consideracao o aumento da consisténcia e, portanto,
comecou-se a retirar as amostras em momentos diferentes, aquando a homogeneidade e
liquefacdo da solucdo. Desta forma, verificou-se que, a consisténcia de 3% atingiu-se um valor
méaximo de concentracdo de 18,1 mg/mL, as 48 h, enquanto a consisténcia de 6 e 9%, as 72 h,

se atingiu o valor de concentracdo de 50,8 e de 74,8 mg/mL, respetivamente.
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Figura 4.4 - Perfil da hidrélise enzimdtica na pasta de casca de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6 e 9%); carga enzimdtica
(15 FPU/gkc).

A Figura 4.5 representa o perfil da hidrélise enzimética da pasta de fibra mista virgem,
a consisténcia de 3, 6 e 9% e com a carga enzimatica de 10 FPU/gnc, ou seja, da variagdo da
concentracdo em equivalentes de glucose ao longo do tempo, com as diversas consisténcias em
estudo. A consisténcia de 3%, atingiu-se um valor maximo de concentracio de 17,1 mg/mL, as
30 h, verificando-se um decréscimo desta a partir desse momento até as 48 h. A consisténcia de
6%, verificou-se um aumento da concentracdo até as 72 h, cujo valor obtido foi de 53,5 mg/mL.
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A consisténcia de 9%, atingiu-se o valor de concentragdo em equivalentes de glucose, as 72 h,
de 65,9 mg/mL.
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Figura 4.5 - Perfil da hidrdlise enzimdtica na pasta de casca de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6 e 9%); carga enzimdtica
(10 FPU/gkc).
Comparando os valores de concentracdo atingidos pelas pasta de fibra mista virgem,

constatou-se, que com uma maior carga enzimatica obteve-se maiores valores desta variavel.

A Figura 4.6 representa o perfil do rendimento do processo de hidrélise enzimatica da
pasta de casca de eucalipto, a consisténcia de 3 e 6% e com uma carga enzimatica de 15
FPU/grc. A consisténcia de 3%, atingiu-se um rendimento méaximo de 108,5%, as 30 h,
enguanto, no caso da consisténcia a 6%, se obteve um valor maximo de 101,3%, as 72 h. Isto

é, obteve-se um maior rendimento a consisténcia de 3% comparativamente a consisténcia de
6%.
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Figura 4.6 - Perfil do rendimento do processo de hidrdlise enzimdtica da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3 e 6%);
carga enzimdtica (15 FPU/gxc).
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A Figura 4.7 representa o perfil do rendimento do processo de hidrélise enzimatica da
pasta de casca de eucalipto, a consisténcia de 3, 6 e 9% e com uma carga enzimatica de 10
FPU/grc. A consisténcia de 3%, atingiu-se um rendimento méaximo do processo proximo de
103%, as 28 h. A consisténcia de 6%, atingiu-se um valor maximo deste pardmetro de 104,0%,

as 72 h. Ja a consisténcia de 9%, as 72 h, o valor de rendimento atingido foi de 119,8%
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Figura 4.7 - Perfil do rendimento do processo de hidrdlise enzimdtica da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3, 6 e 9%);
carga enzimdtica (10 FPU/gxc).

Tanto a partir da Figura 4.6, como da Figura 4.7, observou-se a presenca de rendimentos
do processo superiores a 100%. Tal pode ter acontecido devido a solugdo em estudo se tratar
de uma mistura de agucares e, portanto, ndo conter apenas glucose, mas também outros tipos
de acUcares que terdo reagido com o DNS, levando a um aumento do rendimento do processo.
Dai se converter o valor da absorvancia em concentracdo em equivalentes de glucose. Além
disso, também a presenca de compostos cromoforos pode ter intensificado a cor da susbtancia,
levando a uma leitura de absorvancia no espetrofotometro superior. Comparando os valores
obtidos, constatou-se que se atingiu maiores rendimentos do processo a 15 FPU/gnc do que a

10 FPU/gHc, assim como se alcancou maiores valores deste pardmetro, a medida que a
consisténcia aumentou.

A Figura 4.8 representa o perfil do rendimento do processo de hidrélise enzimética da
pasta de fibra mista virgem, a consisténcia de 3, 6 e 9% e com uma carga enzimatica de 15
FPU/gnc. A consisténcia de 3%, atingiu-se um rendimento méaximo de 67,2%, as 48 h. No caso
da consisténcia a 6%, alcancou-se um valor maximo de 93,8%, as 72 h. Ja a consisténcia de

9%, atingiu-se um valor de rendimento, as 72 h, de 92,1%.
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Figura 4.8 - Perfil do rendimento do processo de hidrdlise enzimdtica da pasta de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6 e 9%);
carga enzimdtica (15 FPU/ghc).

A Figura 4.9 representa o perfil do rendimento do processo de hidrolise enzimatica da
pasta de fibra mista virgem, a consisténcia de 3, 6 e 9% e com uma carga enzimatica de 10
FPU/gnc. A consisténcia de 3%, atingiu-se um rendimento maximo de 63,8%, as 30 h. No caso
da consisténcia a 6%, alcangou-se um valor maximo de 98,8%, as 72 h. Ja a consisténcia de
9%, atingiu-se um valor de rendimento de 81,1%, as 72 h.
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Figura 4.9 - Perfil do rendimento do processo de hidrdlise enzimdtica da pasta de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6 e 9%);
carga enzimdtica (10 FPU/gxc).

Comparando os valores de rendimento do processo atingidos, constatou-se que estes
foram superiores com a maior carga enzimatica, ou seja, a 15 FPU/gnc. No entanto, nesta pasta,
ndo se verificou que quanto maior a consisténcia, maior seria o rendimento atingido, isto é, a
consisténcia de 6% atingiu-se um maior rendimento do que a consisténcia de 9%, sendo este

também atingido mais rapidamente no primeiro caso.
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4.2.2. Sacarificacdo e Fermentacdo em Simultaneo (SSF)

No processo de sacarificacdo e fermentacdo em simultaneo (SSF) utilizou-se a solugéo
enzimatica Cellic® CTec2, fornecida pela Novozymes, e ainda a levedura S. cerevisiae. Neste
processo, para ambas as pastas utilizadas, estudou-se a influéncia da carga enzimatica (a 10 e
15 FPU/gHc) e da consisténcia (3, 6 e 9%) no rendimento do processo de producéo de etanol,

em getor/Jacucares, N@ concentragédo de etanol, em g/L, e na produtividade de etanol, em g/(L.h).

A Figura 4.10 representa o perfil de concentracdo de etanol no processo SSF da pasta
de casca de eucalipto, nas varias consisténcias em estudo (3, 6 € 9%) e a 15 FPU/gnc. A
consisténcia de 3%, verificou-se um aumento da concentragdo de etanol até as 28 h, momento
em que se atingiu o valor méximo deste parametro de 11,5 g/L, e a partir dai comegou a diminuir
até as 72 h. A consisténcia de 6%, a concentracdo de etanol diminuiu ao longo do tempo,
atingindo-se um valor maximo de 24,2 g/L, as 24 h, e um valor minimo de 21,1 g/L, as 72 h. A
consisténcia de 9%, também se verificou uma pequena diminuicdo da concentracdo de etanol
ao longo do tempo, atingindo-se um maior valor de 34,7 g/L, as 48 h, que diminuiu para 33,1
g/L, as 72 h.
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Figura 4.10 — Perfil de concentragéo de etanol no processo SSF da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3, 6 e 9%); carga
enzimdtica (15 FPU/grc).

A Figura 4.11 representa o perfil de concentracdo de etanol no processo SSF da pasta
de casca de eucalipto, nas varias consisténcias em estudo (3, 6 e 9%) e a 10 FPU/gHc. Verificou-
se um comportamento muito semelhante ao representado na Figura 4.10. Assim, a consisténcia
de 3%, atingiu-se uma concentracdo maxima de etanol de 11,5 g/L. A consisténcia de 6%,
observou-se uma concentracdo maxima de 23,7 g/L, as 24 h, e minima de 21,9 g/L, as 72 h. Ja
a consisténcia de 9%, atingiu-se uma maior concentracdo de etanol (33,2 g/L) as 48 h, que
diminuiu para 31,2 g/L, as 72 h.
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Figura 4.11 — Perfil de concentragdo de etanol no processo SSF da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3, 6 e 9%); carga
enzimdtica (10 FPU/GHc).

Comparando os valores de concentracdo de etanol atingidos, constatou-se que estes
foram superiores no caso dos 15 FPU/gnc, com excecdo da consisténcia a 3%, cujos valores
maximos atingidos foram iguais nas duas cargas enzimaticas. Relativamente a consisténcia,
verificou-se que a medida de que esta aumentou, o valor da concentracdo de etanol também
aumentou. No entanto, verificou-se que o valor a concentracdo de etanol diminuiu com o tempo.
Tal pode ter ocorrido devido a inexisténcia de acUcares simples metabolizaveis que levaram a

levedura a consumir etanol.

Mediante a consisténcia a se tratar, 0 momento inicial para se retirar as amostras variou,
comegando-se mais cedo a uma menor consisténcia e mais tarde a uma consisténcia superior.
Isto é, a consisténcia de 3% comegou-se a retirar amostras a partir das 6 h de processo SSF, a
consisténcia de 6% comecou-se a partir das 24 h e a consisténcia de 9% comegou-se a partir
das 48 h. Esta inicializacdo em momentos diferentes foi efetuada de modo a permitir que tanto
a solucdo enzimatica, como a solucdo de levedura conseguissem atuar corretamente, ja que a
quantidade de massa himida utilizada ndo foi a mesma e, portanto, o tempo de atuacao destas

duas solugdes no substrato seria diferente.

A Figura 4.12 representa o perfil de concentracdo de etanol no processo SSF da pasta
de fibra mista virgem, nas vérias consisténcias em estudo (3, 6 e 9%) e a 15 FPU/gnc. A
consisténcia de 3%, atingiu-se uma concentracio maxima de 11,6 g/L, as 54 h. A consisténcia
de 6%, verificou-se um aumento da concentracdo de etanol até as 48 h, momento em que se
atingiu 0 maximo de 25,5 g/L, havendo uma diminuicio desta a partir dai. A consisténcia de
9%, verificou-se um aumento da concentracdo de etanol, atingindo-se um maior valor de 38,5
g/L, as 72 h.
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Figura 4.12 - Perfil de concentragdo de etanol no processo SSF da pasta de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6 e 9%); carga
enzimdtica (15 FPU/guc).

A Figura 4.13 representa o perfil de concentragdo de etanol no processo SSF da pasta
de fibra mista virgem, nas vérias consisténcias em estudo (3, 6 e 9%) e a 10 FPU/gnc. A
consisténcia de 3%, a concentracdo de etanol aumentou ao longo do tempo, atingindo um valor
maximo de 9,5 g/L, as 54 h. A consisténcia de 6%, a concentracio de etanol também aumentou
ao longo do tempo, alcancando-se um valor maximo de 23,8 g/L, as 72 h. A consisténcia de
9%, a concentragédo de etanol aumentou ao longo do tempo, sendo o seu maior valor de 35,8
g/L, as 72 h.
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Figura 4.13 - Perfil de concentragdo de etanol no processo SSF da pasta de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6 e 9%); carga
enzimadtica (10 FPU/gxc).

Comparando os valores obtidos, constatou-se que estes foram superiores com a maior
carga enzimatica (15 FPU/grHc). Além disso, a concentragédo de etanol aumentou, & medida que
a consisténcia aumentou. O aumento da variavel de acompanhamento com a consisténcia e com
a carga enzimatica ocorreu devido a exequibilidade processual proveniente da heterogeneidade

da mistura.
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A Figura 4.14 representa o perfil do rendimento de producéo de etanol da pasta de casca
de eucalipto, nas varias consisténcias, a 15 FPU/guc. A consisténcia de 3%, verificou-se um
aumento do rendimento até as 30 h, momento em que se atingiu um valor méximo de 0,37
Oeton/Qacucares, € @ partir dai houve um decréscimo deste até as 72 h. A consisténcia de 6%,
observou-se uma diminui¢édo do rendimento ao longo do tempo, atingindo-se um valor maximo
de 0,4 getor/Gacucares, as 24 h, € um minimo de 0,35 geton/Gaucares, as 72 h. A consisténcia de 9%,
verificou-se uma diminui¢do do rendimento ao longo do tempo, alcangando-se um valor

méaximo de 0,38 getor/Jacucares, s 48 h, e um valor minimo de 0,36 getoH/Jacucares, S 72 h.
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Figura 4.14 — Perfil do rendimento de produgdo de etanol, em geton/Gacucares, da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3, 6
e 9%); carga enzimdtica (15 FPU/gxc).

A Figura 4.15 representa o perfil do rendimento de producéo de etanol da pasta de casca
de eucalipto, nas varias consisténcias, a 10 FPU/grc. A consisténcia de 3%, verificou-se que o
rendimento do processo de producdo de etanol aumentou até as 30 h, momento em que se
atingiu 0 méaximo de 0,38 getonH/Jacucares, € @ partir dai houve uma diminuicdo deste parametro.
A consisténcia de 6%, verificou-se uma diminuicdo do rendimento ao longo do tempo,
alcancando-se um valor maximo de 0,39 geton/Qagucares, as 24 h, e um valor minimo de 0,36
Oeton/Gacucares, as 72 h. A consisténcia de 9%, observou-se um decréscimo do rendimento ao
longo do tempo, atingindo-se um méximo de 0,36 getoH/Gacucares, as 48 h, e um minimo de 0,34

getoH/ Qacucares, as72h.
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Figura 4.15 - Perfil do rendimento de produgdo de etanol, em getor/Gacucares, da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3, 6
e 9%); carga enzimdtica (10 FPU/gxc).

Comparando os valores obtidos do rendimento do processo de producdo de etanol,
constatou-se que, com excecdo do caso da consisténcia de 9%, estes foram superiores com a
carga enzimatica menor, ou seja, a 10 FPU/gnc. Desta forma, verificou-se a possibilidade de
otimizar o processo, uma vez que se atingiu um maior rendimento de producéo de etanol com
uma menor carga enzimatica, o que significou que se utilizou um menor volume de solugéo
enzimatica, solucdo essa que encarece o processo. Além disso, constatou-se também que, no
caso da pasta de casca de eucalipto, 0 aumento da consisténcia, ndo levou ao aumento do
parametro com ambas as cargas enzimaticas. Assim sendo, relativamente ao rendimento de
producdo de etanol, confirmou-se que todos os valores estdo abaixo do limite tedrico de

producéo de etanol de 0,51 kg por cada kg de glucose consumida.

A Figura 4.16 representa o perfil do rendimento de producéo de etanol da pasta de fibra
mista virgem, nas varias consisténcias, a 15 FPU/gnc. A consisténcia de 3%, verificou-se que
o rendimento do processo de producdo de etanol aumentou ao longo do tempo, atingindo um
valor méaximo de 0,38 geton/Gacucares, S 48 h. A consisténcia de 6%, verificou-se um aumento
do rendimento até as 48 h, momento em que se alcangcou um valor maximo de 0,47
Oeton/Qacucares, Verificando-se a partir dai um decréscimo do rendimento do processo. A
consisténcia de 9%, observou-se um aumento do rendimento ao longo do tempo, atingindo-se

um maximo de 0,47 geton/Qacucares, 8 72 h, e um minimo de 0,46 geton/Jacucares, as 48 h.
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Figura 4.16 - Perfil do rendimento de produgdo de etanol, em geton/Gacucares, da pasta de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6
e 9%); carga enzimdtica (15 FPU/gnc).

A Figura 4.17 representa o perfil do rendimento de producéo de etanol da pasta de fibra
mista virgem, nas Vvarias consisténcias, a 10 FPU/gxc. Assim, a consisténcia de 3%, verificou-
se um aumento do rendimento do processo ao longo do tempo, sendo este aumento mais
acentuado entre as 48 e as 54 h, momento em que se atingiu o valor maximo de 0,35
Oeton/Gacucares. A cONsisténcia de 6%, também se observou que o rendimento aumentou ao longo
do tempo, atingindo um maximo de 0,44 QgetoH/Gagucares, 85 72 h. O mesmo se verificou a
consisténcia de 9%, cujo valor maximo de rendimento do processo foi também de 0,44

getoH/Qacucares, atingido tambem as 72 h.
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Figura 4.17 - Perfil do rendimento de produgdo de etanol, em geton/Gacucares, da pasta de fibra mista virgem; consisténcia (3, 6
e 9%); carga enzimdtica (10 FPU/gnc).

Comparando os valores de rendimento obtidos pela pasta de fibra mista virgem,
constatou-se que se obteve um maior valor deste pardmetro com a carga enzimética de 15

FPU/gHc. No entanto, relativamente a variacdo da consisténcia, constatou-se que se atingiu 0s
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mesmos valores maximos do rendimento do processo para a consisténcia de 6 e 9%, em cada

carga enzimatica.

A Figura 4.18 apresenta a produtividade maxima de etanol atingida com a pasta de casca
de eucalipto no processo SSF, nas diversas condicGes de operagédo. Verificou-se que o maior
valor atingido de produtividade foi de 1,01 g/(L.h), & consisténcia de 6% e com uma carga
enzimatica de 15 FPU/ghc, apesar de, & mesma consisténcia mas com uma carga enzimatica
inferior, se ter conseguido atingir um valor muito proximo e elevado de 0,99 g/(L.h). Assim,
constatou-se que com uma menor consisténcia de 6% se conseguiu alcancar produtividades
superiores, observando-se uma possivel otimizacéo do processo. Além disso, ndo se verificaram
diferencas significativas deste parametro, para a mesma consisténcia e para diferentes cargas
enzimaticas, sendo isso uma possivel otimizacdo do processo, visto que com uma carga inferior

se conseguiu atingir valores semelhantes aos atingidos com uma carga superior.
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Figura 4.18 - Produtividade mdxima de etanol no processo SSF da pasta de casca de eucalipto; consisténcia (3, 6 e 9%); carga
enzimdtica (10 e 15 FPU/guc).

A Figura 4.19 apresenta a produtividade méxima de etanol atingida com a pasta de fibra
mista virgem no processo SSF, nas diversas condigOes de operagdo. Verificou-se que o maior
valor atingido de produtividade foi de 1,06 g/(L.h), a consisténcia de 3% e com uma carga
enzimatica de 10 FPU/grc. A consisténcia de 6% e uma carga enzimatica superior, também se
atingiu uma produtividade elevada de 0,99 g/(L.h). Com este material, ja se verificou uma
diferenca de produtividade maxima entre cargas enziméticas diferentes, mas para a mesma

consisténcia, principalmente para as consisténcias de 3 e 6%.
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Figura 4.19 - Produtividade mdxima de etanol no processo SSF da pasta de fibra virgem mista; consisténcia (3, 6 e 9%); carga

enzimdtica (10 e 15 FPU/gnc).

A Figura 4.20 e a Figura 4.21 representam o perfil de concentracéo e de rendimento de

producdo de etanol de ambas as pastas, a consisténcia de 9% e com a carga enzimatica de 15

FPU/gHc. Através destas duas figuras, constatou-se que, no caso da fibra mista virgem, a

concentracdo e o rendimento, entre as 48 e as 72 h, aumentaram, atingindo-se valores superiores

comparativamente aos obtidos a partir da pasta de casca de eucalipto, que diminuiram durante

esse mesmo intervalo de tempo.
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Figura 4.20 - Perfil de concentragdo de etanol no processo SSF de ambas as pastas; consisténcia (9%); carga enzimdtica (15

FPU/grc).
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Figura 4.21 - Perfil do rendimento de produgdo de etanol de ambas as pastas; consisténcia (9%); carga enzimdtica (15
FPU/gHc).

A Figura 4.22 e a Figura 4.23 representam o perfil de concentracao e de rendimento de
producdo de etanol de ambas as pastas, a consisténcia de 9% e com a carga enzimatica de 10
FPU/gnc. Através das duas figuras, constatou-se que, no caso da fibra mista virgem, a
concentracdo e o rendimento, entre as 24 e as 72 h, aumentaram, atingindo-se valores superiores
comparativamente aos obtidos a partir da pasta de casca de eucalipto, que, nesse intervalo de
tempo, diminuiram. No entanto, as 48 h, a concentra¢do de etanol foi superior na pasta de casca
de eucalipto, deixando de o ser a partir das 50 h. Esta diminuicdo da concentracdo de etanol, na
pasta de casca de eucalipto, pode ter ocorrido devido a inexisténcia de agucares simples

metabolizaveis que levaram a levedura a consumir etanol.
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Figura 4.22 - Perfil de concentragéo de etanol de ambas as pastas; consisténcia (9%); carga enzimdtica (10 FPU/g xc).
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Figura 4.23 - Perfil de rendimento de producdo de etanol de ambas as pastas; consisténcia (9%); carga enzimdtica (10
FPU/gkc).

Analisando todos os resultados obtidos a partir do processo SSF, confirmou-se que com
as maiores consisténcias e maior carga enzimatica, se obteve as maiores concentracdes de etanol
e 0s maiores rendimentos de producdo deste. Isto €, a consisténcia de 9% e carga enzimatica de
15 FPU/gHc, atingiu-se elevadas concentragcOes de etanol com a pasta de fibra mista virgem e
com a pasta de casca de eucalipto (38,5 e 34,7 g/L, respetivamente), assim como elevados
valores de rendimentos de producgéo de etanol (0,47 e 0,38 geton/Jacucares, respetivamente). No
entanto, com a menor carga enzimatica (10 FPU/gnc) e com a mesma consisténcia (9%), tanto
na pasta de fibra mista virgem, como na pasta de casca de eucalipto, observou-se valores
semelhantes de concentracéo (35,8 e 33,2 g/L, respetivamente) e de rendimentos de producao
de etanol (0,44 e 0,36 getoH/Qacucares, respetivamente). Esta ultima situacdo foi de encontro a
otimizacgdo do processo, uma vez que se conseguiu diminuir uma das varidveis de controlo do

processo, a carga enzimatica.

Comparando as matérias-primas utilizadas, verificou-se que se obteve melhores
resultados de concentracdo e de rendimento de producéo de etanol com a pasta de fibra mista
virgem. No entanto, os maiores valores de cada variavel de acompanhamento da reacdo, ou
seja, da concentracéo e do rendimento de producdo de etanol, da pasta de casca de eucalipto
foram atingidos mais rapidamente do que os da pasta de fibra mista virgem, apesar de serem,

maioritariamente, inferiores a estes.

A Figura 4.24 correspondeu a ultima amostragem dos ensaios do processo SSF a
consisténcia de 6%, de ambas as cargas enzimaticas, com a pasta de casca de eucalipto (duas
primeiras amostras do lado esquerdo) e com a pasta de fibra mista virgem (duas ultimas
amostras do lado direito). Verificou-se que a pasta de casca de eucalipto ficou mais liquefeita
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do que a pasta de fibra mista virgem, facilitando a remocao de amostra. Quanto a tonalidade

apresentada, observou-se uma tonalidade mais escura na pasta de casca de eucalipto.

Figura 4.24 - Amostragem dos ensaios de SSF da pasta de casca de eucalipto e da pasta de fibra mista virgem, as 72 h;
consisténcia (6%); carga enzimdtica (15 e 10 FPU/gwc).

A Figura 4.25 correspondeu a Ultima amostragem do processo SSF a consisténcia de
9%, da pasta de casca de eucalipto (lado esquerdo) e da pasta de fibra mista virgem (lado
direito). Mais uma vez, verificou-se que a pasta de casca de eucalipto ficou mais liquefeita do
que a pasta de fibra mista virgem. Comparando a Figura 4.24 e a Figura 4.25, verificou-se que
as soluc@es da pasta de casca de eucalipto estavam sempre liquefeitas no término do processo
SSF, independentemente da carga enzimatica e da consisténcia utilizadas. As soluc@es de pasta

de fibra mista virgem, no término do processo SSF, ainda ndo se encontravam totalmente
liquefeitas.

Figura 4.25 - Amostragem dos ensaios de SSF da pasta de casca de eucalipto e da pasta de fibra mista virgem, as 72 h;
consisténcia (9%),; carga enzimdtica (15 e 10 FPU/gxc).

A concentracdo de etanol foi determinada a partir da injecdo das amostras hidrolisadas
e fermentadas no HPLC, recorrendo a coluna Rezex ROA — Organic Acid H*. Esta além de ter

indicado o etanol e a sua concentracdo, tambeém identificou outros picos no cromatograma
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correspondentes a outros compostos, como: a glucose, a arabinose, a celobiose, o acido acético,
0 &cido glucurodnico, o acido formico, o furfural, o xilitol e o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF).
Nesta coluna, o tempo de retencdo da manose, da xilose e da galactose s&o muito préximos
(10,507 min, 10,573 min e 10,503 min, respetivamente), pelo que se torna muito dificil
distinguir estes trés monossacarideos. Assim, ndo se considerou esta distin¢do e, portanto, o
pico referente a manose tem também em conta a quantidade de xilose e de galactose existente
na pasta de fibra mista virgem. No caso da pasta de casca de eucalipto, também ndo se
considerou esta distingdo e, portanto, o pico referente a xilose tem também em conta a

quantidade de manose e de galactose existentes.

A partir da Figura 4.26 constatou-se que, com a pasta de casca de eucalipto, as 48 h
(linha a verde) atingiu-se uma maior concentracdo de etanol do que as 72 h (linha a preto),
sendo este detetado na coluna ap6s os 20 min. Com a xilose também se verificou uma maior
concentracdo as 48 h do que as 72 h, sendo mais significativa esta diferenca neste composto do
que no etanol. Além disso, verificou-se também a presenca de uma grande concentracdo do
xilitol, produto secundario da reacdo de producdo de etanol. Neste composto, a maior

concentracdo foi obtida as 72 h.
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Figura 4.26 - Cromatograma da pasta de casca de eucalipto, com consisténcia de 9% e a 10 FPU/gxc.

Através da Figura 4.27 constatou-se que, no caso da pasta de fibra mista virgem,
atingiu-se uma maior concentracdo de etanol e de xilitol as 72 h (linha a verde) do que as 48 h
(linha a preto). Neste caso, ndo se considerou a presenca de xilose, mas sim de manose, cuja

concentragcdo méxima foi atingida as 48 h.
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Figura 4.27 - Cromatograma da pasta de fibra mista virgem, com a consisténcia de 9% a 10 FPU/gc.

Os valores obtidos através da coluna Rezex ROA — Organic Acid H* diziam respeito a
percentagem de cada composto no mondémero. No entanto, é possivel determinar a quantidade
de cada no polimero, valores que se encontram na Tabela 4.8, tendo em conta 0s seguintes
fatores de conversdo: 0,88 (para o caso de agucares C-5, como a xilose e a arabinose), 0,90
(para o caso de agucares C-6, como a manose, a galactose e a glucose), 0,717 (para 0s grupos
acetilo), 1,43 (para 5-HMF) e 1,56 (para o furfural).[*?!

Tabela 4.8 - Percentagem de cada composto presente na pasta de fibra mista virgem e na pasta de casca de eucalipto.

Compostos (%0) Pasta de Fibra Pasta de Casca de
Mista Virgem Eucalipto
Glucose 63,41 73,01
Xilose 3,56 13,49
Manose 8,47 1,13
Galactose 0,00 0,00
Arabinose 1,01 0,38
Grupos acetilo 1,54 0,00
Acidos urénicos 0,60 0,00
5-HMF 1,06 1,14
Furfural 1,59 1,89

As Figuras 4.28 e 4.29 correspondem aos cromatogramas das pastas de casca de
eucalipto e de fibra mista virgem, respetivamente, a 10 FPU/gnc, nas diversas consisténcias em
estudo. Observou-se que, apesar de se variar a consisténcia, identificaram-se 0s mesmos
composto, mas em quantidades diferentes. Analisando as figuras, verificou-se que, em ambas
as pastas, se obteve maior concentracdo de etanol a consisténcia de 9% e menor a consisténcia
de 3%. Além disso, tal comporatmento também se verificou com 0s compostos como a manose,

a xilose, o xilitol, o glicerol, a glucose, a celobiose, o acido formico e o acido acético. Mais
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uma vez, verificou-se a presenca de xilose na pasta de casca de eucalipto e de manose na pasta
de fibra mista virgem, visto se tratarem de uma «hardwood» e de uma «softwood»,
respetivamente.
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Figura 4.29 - Cromatogramas da pasta de fibra mista virgem, a 10 FPU/guc, nas diversas consisténcias.

Com o aumento da consisténcia, a mistura tornou-se mais viscosa, afetando a agitacao
e a transferéncia de massa e de calor. Apesar de se ter atingido a fluidez da mistura, 0 aumento
da consisténcia dificultou a hidrodindmica da mistura, uma vez que impediu uma mistura
eficiente. A substituicdo do sistema de agitacdo convencional por mistura gravimétrica por
outras técnicas pode permitir a liquefaco, a sacarificacdo e a fermentacio da biomassa.l*!
Além de influenciar a agitacdo do material no reator, também pode inibir a solugdo enzimética
e a levedura, o que pode levar a uma diminuic¢do do rendimento total de etanol ou até mesmo a

cessacdo da producéo de etanol .34

56



57



5. Conclusodes

O desenvolvimento desta dissertacdo teve como principal objetivo comparar 0s
resultados obtidos da eficiéncia da producéo de bioetanol celulésico a partir de uma matéria
proveniente de uma «softwood» com os resultados obtidos a partir de uma matéria proveniente
de uma «hardwood», otimizando-se variaveis de controlo do processo, como a carga enzimatica

e a consisténcia.

Para a concretizagdo do objetivo principal, este trabalho experimental incluiu,

essencialmente, trés etapas principais:

i. A caracterizacdo quimica da matéria-prima, que envolveu a quantificacdo de cada
composto celul6sico, hidratos de carbono (celulose e hemiceluloses) e lenhina (soltvel e
insoltvel). Para isso, recorreu-se a uma hidrolise acida de modo a ocorrer a quebra total
da cadeia polimérica dos hidratos de carbono;

ii. A hidrélise enzimatica, que recorreu a utilizagio da solugdo enzimatica Cellic® CTec2,
fornecida pela Novozymes, para a obtengdo de aclcares simples, como a glucose e a
xilose;

iii. A sacarificacdo e fermentacdo em simultaneo (SSF), onde se utilizou a mesma solucao
enzimatica do processo de hidrdlise enzimética e ainda a levedura Saccharomyces

cerevisiae (ATCC® 26602™), para a producéo de etanol.

Tanto para a identificacdo e determinagdo da concentragdo de aglcares, como para a
determinacdo da concentracdo de etanol recorreu-se a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Este forneceu espetros com diversos picos referentes aos agucares presentes

na amostra, permitindo também a determinacdo da concentracao destes.

O objetivo principal foi concretizado, conseguindo-se desenvolver a producdo de
bioetanol celul6sico com ambas as matérias fornecidas, nas diversas condi¢fes de operagéo, de
modo a se otimizar o processo. No entanto, atingiu-se maiores concentracdes de etanol com
uma maior consisténcia (9%) e uma maior carga enzimatica (15 FPU/gnc). Quanto a pasta,
aquela que permitiu alcangar maiores concentracdes de etanol foi a pasta de fibra mista virgem,
ou seja, a matéria designada por «softwood». Ainda assim, a consisténcia de 9%, a 10 FPU/gHc,
também se obteve, com essa mesma pasta, uma concentracdo de etanol semelhante a atingida a
maior carga enzimatica. Apesar de se ter produzido mais etanol com a pasta de fibra mista
virgem do que com a pasta de casca de eucalipto, de realcar que também se demorou mais

tempo a conseguir atingi-la. Desta forma, concluiu-se que foi possivel otimizar o processo de
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producéo de bioetanol celuldsico, reduzindo a carga enzimatica para 10 FPU/gHc, recorrendo-
se a um menor tempo de producdo aquando a utilizacdo da pasta de casca de eucalipto. De
realcar que, para a realizacdo desta dissertagdo, recorreu-se a utilizacdo de materiais
lenhocelulosicos residuais, sem valor comercial, e, apesar disso, conseguiu-se obter resultados
bastante satisfatorios na otimizacdo do processo de producéo de etanol. Para trabalhos futuros

sugere-se:

i. A realizagdo do processo de hidrélise enzimética e de fermentacdo em «fed-

batch»;

ii. O estudo de outras enzimas e leveduras na producéo de bioetanol celul6sico;

iii. O estudo de outras pastas com estes dois materiais (eucalipto e pinho), mas com
diferentes percentagens de lenhina total na producéo de bioetanol celuldsico;

iv. A utilizagdo de HPLC em todas as amostragens do processo de hidrolise
enzimatica;

v. O estudo do efeito de outros modos de agitacdo da amostra no processo de

hidrélise enzimatica e de fermentacdo, como a agitagdo mecanica.
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Apéndice
Anexo | — Procedimento da caracterizacdo quimica

Determinacdo do teor de sélidos

Na determinacao do teor de solidos, comegou-se por pesar entre 0,5 a 2 g de amostra,
com precisdo de 0,1 mg, numa caixa de vidro tarada, para ser inserida huma estufa a 105°C,
onde permaneceu durante a noite (~12h). Apds esse tempo, retirou-se a amostra da estufa e
colocou-se num exsicador durante 20 min, para posterior pesagem da caixa de vidro com e sem

amostra (Tabela 1.1).

Efetuou-se o procedimento em triplicado, para cada matéria-prima.

Tabela 1.1 - Quantidades de matéria-prima utilizadas para a determinagéo do teor de sélidos.

Material Mhamida (Q) Misecos () Secura (g/g)  Securamedia (9/9)
lenhocelulésico
Pasta de Fibra 1,0039 0,2332 0,2323 0,2339
Mista Virgem 1,0196 0,2398 0,2352
1,0105 0,2366 0,2341
Pasta de Casca de 0,5168 0,1537 0,2974 0,2991
Eucalipto 0,5117 0,1534 0,2998
0,5116 0,1535 0,3000

Determinacdo do teor de cinzas

Na determinacdo das cinzas, comecgou-se por colocar um cadinho de porcelana numa
mufla, a uma temperatura de 575°C durante 4 h. Retirando o cadinho de porcelana da mufla,
colocou-se num exsicador durante 20 min para arrefecer, para posteriormente ser pesado, com
uma precisdo de 0,1 mg. No cadinho de porcelana previamente tarado, adicionou-se 0,5 g de
amostra (em base seca), tendo sido introduzido na mufla com a seguinte rampa de temperaturas:
subida da temperatura desde a ambiente até 105°C, a qual foi mantida durante 12 min;
aumentou-se gradualmente a temperatura durante 15 min até atingir 250°C, mantendo-se por
30 min; aumentou-se novamente a temperatura durante 20 min até atingir os 575°C,
permanecendo a esta temperatura durante 10 h. Retirou-se o cadinho de porcelana da mufla,

colocou-se num exsicador durante 20 min e pesou-se (Tabela 1.2).

Mais uma vez, efetuou-se o procedimento em triplicado, para cada matéria-prima.
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Tabela 1.2 — Quantidade de matéria-prima a utilizar para a determinagdo do teor de cinzas.

Material Mseca (Q) Mecadinhos75°c (Q) Mecadinho+cinzass7s°c (Q)
Pasta de Fibra 1,0289 32,6491 32,6604
Mista Virgem 1,0282 42,0895 42,0986

1,0283 26,5425 26,5519
Pasta de Casca de 0,2058 37,6616 37,6639
Eucalipto 0,2048 32,6523 32,6548

Determinacgdo do teor de lenhina total

Na determinag&o da lenhina total (soluvel e insoltvel) e do teor de hidratos de carbono
recorreu-se a hidrélise acida. Secou-se um cadinho filtrante de vidro (50 mL, porosidade 2)
juntamente com um filtro de fibra de vidro (GF/A, FilterLab, 47 mm) na estufa a 105°C, durante
4 h. Passado esse tempo, retirou-se o cadinho filtrante de vidro da estufa, colocou-se num

exsicador durante 20 min e depois pesou-se (Tabela I.3).

Em paralelo, pesou-se 0,3 g de amostra (em base seca), com uma precisao de 0,1 mg,
num tubo de centrifuga (Tabela 1.3). De seguida, adicionou-se 3 mL de acido sulfdrico a 72%
(m/m) no tubo de centrifuga e colocou-se num banho de 4&gua morna, a temperatura de 30°C
durante 60 min, agitando-se a cada 10 min, sem retirar a amostra do banho. Apds os 60 min,
removeu-se 0 tubo do banho e verteu-se o seu conteddo para um frasco autoclavavel,
adicionando-se 84 g de &gua destilada, de modo a se diluir o acido sulfurico para 4% (m/m).
Apos este procedimento, colocou-se o0 frasco na autoclave a 121°C, durante 1 h. Passado esse
tempo, retirou-se o cadinho filtrante da estufa, colocou-se num exsicador durante 20 min e
pesou-se juntamente com um filtro de fibra de vidro. Retirou-se o frasco da autoclave e deixou-
se arrefecer, de modo a se efetuar a filtracdo a vacuo do contetdo, usando o cadinho filtrante
com filtro, previamente pesados. Armazenou-se o filtrado recolhido num frasco de
armazenamento, para posterior utilizacdo. Lavou-se com 50 mL de &gua destilada quente o

frasco autoclavavel e filtrou-se o contetido no cadinho.

Efetuou-se o procedimento em triplicado, para cada matéria-prima.

Tabela 1.3 - Quantidade de matéria-prima a utilizar na hidrdlise dcida.

Material Amostra Mamostra seca () Mecadinho+iltro ()
Pasta de Casca 1 0,3046 40,2406
de Eucalipto 2 0,3096 39,2404
Pasta de Fibra 1 0,3153 35,8461
Mista Virgem 2 0,3040 35,2289
3 0,3126 35,5500
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Na determinacdo da lenhina insollvel, colocou-se o cadinho filtrante de vidro com os
residuos na estufa a 105°C, durante 12 h. Apos este tempo, retirou-se o cadinho da estufa e
inseriu-se num exsicador, durante 20 min, para posterior pesagem deste (Tabela 1.4).

Tabela 1.4 - Pesagens para a determinagdo da lenhina insoluvel.

Material Amostra Mecadinho+filtro+residuo (Q) Mresiduo (9)
Pasta de Casca 1 40,2457 0,0051
de Eucalipto 2 39,2436 0,0032
Pasta de Fibra 1 35,8848 0,0387
Mista Virgem 2 35,2665 0,0376
3 35,5858 0,0358

Na determinacéo da lenhina sollvel, colocou-se 1 mL do filtrado recolhido num tubo
de ensaio, adicionou-se 9 mL de agua destilada e agitou-se. No ensaio «branco», colocou-se
num tubo de ensaio 1 mL de &cido sulfurico a 4% (m/m) e 9 mL de &gua destilada. Recorreu-
se a uma cuvete de quartzo para medir a absorvancia da amostra de cada tubo, em duplicado,
num espetrofotdbmetro com um comprimento de onda de 205 nm (radiacéo ultravioleta), contra
0 «branco» como referéncia (Tabela 1.5). A soma da lenhina soltvel e da lenhina insoltvel

corresponde & lenhina total presente na amostra.

Tabela 1.5 - Medigées para a determinagdo da lenhina soltvel.

Material Mamostra seca () Amostra Absorvancia a2osnm (A)
Pasta de Casca 0,3079 1-A 0,3556
de Eucalipto 1-B 0,3872
0,3096 2-A 0,3369
2-B 0,3691
Pasta de Fibra 0,3153 1-A 0,3020
Mista Virgem 1-B 0,3153
0,3040 2-A 0,2203
2-B 0,2508
0,3126 3-A 0,1775
3-B 0,2713

Determinacdo dos monossacarideos por HPLC

Na determinacdo dos hidratos de carbono, comegou-se por neutralizar cerca de 20 mL
do filtrado, recorrendo ao carbonato de célcio (CaCOs), até que cada amostra tenha um pH
proximo de 5. Deixou-se sedimentar o precipitado, de modo a se decantar o liquido, recorrendo-

se a um filtro de seringa com porosidade de 0,2 um, para um tubo Eppendorf e para um frasco.
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Injetou-se o conteddo presente no tubo Eppendorf no HPLC, recorrendo a coluna Rezex RPM
— Monosaccharide Pb?*, a operar a 80°C, tendo como eluente agua ultrapura com um caudal de
0,6 mL/min. Antes de utilizar a 4gua ultrapura no HPLC, fez-se uma filtragdo desta e colocou-

se a agua filtrada num equipamento de ultrassom, durante 15 min.

A Figura I.1. representa 0 cromatograma com 0s tempos de retencdo dos diversos
compostos que, neste caso, correspondem aos monossacarideos identificados pela coluna Rezex
RPM — Monosaccharide Pb?".

. Stachyose
. Maltose

. Glucose
Xylose
Galactose

Fructose
Meso-Erytritol |

345
2

. Mannitol |
. Salicin ||

= S0 = b L0 RS

Er—

. Xylitol
. Sorbitol ‘

Figura I.1 - Cromatograma de calibragéo dos monossacarideos, na coluna Rezex RPM - Monosaccharide Pb?*.1351

Retirando-se as concentracGes de cada composto presente nas amostras, foi possivel
determinar a percentagem de celulose, de hemiceluloses e, consequentemente, de hidratos de
carbono presentes em cada amostra, através das seguintes expressdes, tendo em consideracao a

relacdo existente manose/glucose nas glucomananas:

A. Nas «softwoods», como a pasta de fibra mista virgem, a relacdo manose/glucose
é de 4,15/1.1%!

%Man

%Cel = %Glu — 415

(5)

%Man

%Hem = %Xil + %Man + %Gal + %Arab + %G. acet + %Ac. uron + 215 (6)

B. Nas «hardwoods», como a pasta de casca de eucalipto, a relacdo
manose/glucose é de 1,6/1.56]

% Cel = %Gl %Man
YoCel = %Glu — 1,6 (7)
%Man
%Hem = %Xil + %Man + %Gal + %Arab + %G. acet + %Ac.uron + 16 (8)
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Determinacdo do indice Kappa (IK)

Na determinagdo do indice kappa fez-se, primeiramente, um «branco», isto é, sem
material lenhocelul6sico. Assim, colocou-se 150 mL de agua destilada num copo de 400 mL,
num banho termostatico regulado para a temperatura de 25°C, segurando-o na lateral com uma
pinca de garras e colocando um agitador para desintegrar. De seguida, colocou-se num copo de
100 mL, 20 mL de permanganato de potassio (KMnQOs) de 0,01 M e 20 mL de &cido sulfirico
(H2S04) de 2,0 M. A medigdo de KMnO4 tem que ser rigorosa, mas a de H2SO4 ndo precisa de
ser. Segundo a norma NP 3186, o indice kappa da pasta € determinado a partir do nimero de
mililitros de uma solugédo de permanganato de potassio 0,02 M (KMnQ4) consumidos por grama
de pasta absolutamente seca, sob condi¢Ges normalizadas, sendo o resultado corrigido para um
consumo de 50%. Desta forma, o KMnOg4 vai oxidar a lenhina, tal como é demonstrado na

seguinte expressdo da reacdo quimica.”
MnO4 + lenhina = Mn?* + lenhina oxidada (9)

Ao copo de 400 mL com agua destilada, adicionou-se mais 10 mL de &gua destilada
para limpar o copo, de modo a se ficar com um volume total de 200 mL. Depois, adicionou-se
10 mL de iodeto de potassio (KI) de 1,0 M, para a solucdo ficar com uma tonalidade amarelo-
alaranjado. Tal é efetuado de modo a que o iodeto de potassio reaja com 0 permanganato que
n&o foi consumido ao fim de 10 min de reagdo, dando-se a seguinte reagio:*"

2MnOs + 16H* + 101" &> 2Mn?* + 8H,0 + 5l (10)

E de realcar que no caso do «branco», em principio, 0 permanganato adicionado
inicialmente deve reagir na totalidade com o iodeto para formar iodo, exceto se a &gua contiver
substancias que se oxidam. Com isto, titulou-se o iodo com tiossulfato de sddio (Na2S203) de
0,05 M até a solucdo mudar de tonalidade para amarelo claro, ocorrendo a seguinte reacao

quimica:&7]
25,037 + Ip > S406% + 21 (11)

Nessa altura, adicionou-se o indicador amido, tendo este conferido a solucdo uma
tonalidade azul escura. Continuou-se a titular até a solucéo ficar incolor. Registou-se o volume
de Na»S203 consumido. Depois de se fazer o «branco», fez-se 0 ensaio com a amostra de
material lenhocelulésico, comegando-se por adicionar o material, previamente pesado, aos 150
mL de agua destilada e fazendo-se tal e qual como se fez com o «branco». No entanto, o Kl s6

foi adicionado 10 min apds se ter adicionado KMnO4 e H2SOs. Com o volume de NaxS:0s
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consumido, a massa hiumida de amostra e o teor de secura, determinou-se o indice kappa através

das seguintes expressoes:*’]

Cxd
IK = (12)
w
Onde,
[Na,S,03]
= - — L= (13)
C=05x(Vp—Vr)x = MO
d = 0,89301 + 0,021456 x C (14)

Sabendo o valor do indice kappa, é possivel determinar a percentagem de lenhina total
presente nas pastas. Como tal, recorre-se a seguinte relacdo aproximada entre a lenhina total
(LT) e o indice kappa (IK), que é influenciada pela espécie de madeira e o tipo de cozimento

utilizado.
LT (%) = 0,15 X IK (15)

E de salientar que, além da lenhina, outras estruturas, como os &cidos hexenurénicos,
também consomem permanganato, contribuindo para o valor do indice kappa das pastas. Assim,
é necessario ter em conta a contribuicdo destes grupos no valor do IK, através da seguinte

expressao:

IK =53 X LT + 0,09 X HexA (16)

Anexo Il — Hidrdlise Enzimatica e Fermentacao

Determinacgdo de acUcares redutores

Para a determinacdo dos acUcares simples recorreu-se a alguns reagentes, entre eles o
reagente de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) modificado (C7H4N2O7). A sua producéo exige o
estabelecimento de uma curva de calibracdo, para posterior determinacdo da concentracdo de
glucose. A utilizagdo do DNS deve-se ao facto de este reagir com os monossacarideos, sofrendo
reducdo e alterando, consequentemente, a sua tonalidade. Portanto, verifica-se a presenca dos
acucares se a tonalidade da solucdo escurecer, deixando de ter a tonalidade laranja. A reducéo
do DNS origina o &cido 3-amino-5-nitrosalicilico (C7HsN20s). A Figura 11.1 representa a reagao

quimica do DNS com um actcar redutor que, neste caso, corresponde a glucose (CsH120s).1%!
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Figura I.1 - Reagdo quimica do DNS com um agtcar redutor.38

Para preparar o DNS modificado, comecou-se por colocar 153 g de tartarato duplo de
potéssio e sodio num baldo de Erlenmeyer com 600 mL de agua destilada, sob uma placa
térmica e com agitagdo, de modo a comecar a dissolugdo dos compostos. Depois, adicionou-se
9,9 g de hidrdxido de sédio (NaOH) num copo com 50 mL de &gua destilada, para se adicionar,
posteriormente, ao baldo de Erlenmeyer. Além disso, adicionou-se tambem 4,15 g de
metabissulfito de sddio num copo com 50 mL de &gua destilada, que se adicionou ao baldo de
Erlenmeyer, ficando-se assim com um volume total de 700 mL. Com isto, adicionou-se 5,3 g
de DNS ao baldo de Erlenmeyer e, ap0s estar completamente dissolvido, acrescentou-se 3,8 mL
de fenol fundido a 50°C.

Para efetuar a curva de calibracdo, efetuar uma solucdo padrdo «stock» composta por
0,1 g de glucose diluida em 20 mL de solucdo de tampao citrato de 0,05 M. Colocaram-se em
seis tubos de ensaio uma certa quantidade desta solucdo padrdo e ainda de solugdo tampéo

citrato de 0,05 M, de modo a ter um volume total de 0,5 mL, como indicado na Tabela Il.1.

Tabela Il.1 - Composigdo da solugdo padrdo «stock» para a determinagdo da curva de calibragdo do DNS modificado.

Tubo Vsolugzo stock (ML) Vsolugéo tampéo citrato (ML)
1 0,10 0,40
2 0,20 0,30
3 0,25 0,25
4 0,30 0,20
5 0,40 0,10
6 0,50 0

Depois adicionou-se, a cada um desses tubos, 1 mL de solugdo tampao citrato de 0,05

M e 1 mL de reagente de DNS modificado. O ensaio «branco» € composto por 1,5 mL de
tampdo citrato de 0,05 M e 1 mL de DNS modificado. Agitaram-se todos os tubos e colocaram-
se num banho de 4gua a ferver durante 5 min. Passado este tempo, colocaram-se 0s tubos num
banho de agua com gelo, durante mais 5 min. Apds este tempo, adicionou-se 0,2 mL desta
solucdo em cuvetes de plastico e acrescentou-se mais 2,5 mL de agua destilada, tendo sido lida
a absorvancia de cada amostra no espetrofotometro com um comprimento de onda de 504 nm
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(radiacéo visivel). Com todos os valores das absorvancias, fez-se uma representacao grafica de
modo a identificar possiveis «outliers» e aplicou-se uma regressdo linear, de forma a se obter a
curva de calibracdo. Ao longo desta dissertacdo realizaram-se cinco doses de solucdo de DNS,
pelo que foi necessario elaborar uma representacédo grafica e aplicar uma regressdo linear para
cada uma das doses. A Figura 11.2 e a Tabela I1.2 representam a representacao grafica e a curva

de calibracdo da solucdo de DNS.

Tabela 11.2 - Curva de calibragdo da solugdo de DNS.

Myglucose () [Glucose] (mg/mL) Curva de calibragédo

0,1261 5,044 [Glucose] (mg/mL) = 8,1723 A + 0,2215

6,00

5,00

y=8,1723x +0,2215

4,00 R2 =0,9969

3,00

2,00

[Glucose] (mg/mL)

1,00

0,00
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

DO (540 nm)

Figura 1.2 — Representagdo grdfica da curva de calibragdo da solugdo de DNS.

Para determinar os acUcares redutores nos hidrolisados obtidos do material
lenhocelul6sico, fez-se uma dilui¢do 1:5, colocando-se 0,2 mL de amostra e 0,8 mL de &gua
destilada em tubos de ensaio, de forma a ter um volume total de 1 mL. De seguida, adicionou-
se 1 mL de reagente de DNS normal. Taparam-se 0s tubos, agitaram-se e inseriram-se num
banho de agua a ferver durante 5 min, seguindo depois o procedimento descrito acima para as
solucdes padrdo «stock»: tubos em banho de agua com gelo e adicdo de 10 mL de agua
destilada. Deixou-se repousar durante 15 min e transferiu-se para cuvetes de plastico, para se
ler as absorvancias de cada amostra num espetrofotdémetro com um comprimento de onda de
540 nm. Estes valores sdo convertidos em concentracdo de acglcar usado para construir a curva

de calibracdo (neste caso, em equivalentes de glucose).
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Atividade enzimatica

Neste trabalho foi selecionada a solucdo enzimatica Cellic® CTec2, fornecida pela
Novozymes. Esta solucéo teve de ser previamente diluida a fim de determinar a sua atividade
e poder conhecer a carga enzimatica usada em cada ensaio. Fizeram-se sete solucdes com
diluicdes diferentes da solucdo enzimatica inicial — de 1:151 a 1:601, usando-se solucao de

tampéo citrato de 0,05 M, como ilustrado na Tabela I1.3.

Tabela 1.3 - Diluigées das solugdes de enzimas.

Diluicdo Vsolugao enzima (ML) Vsolugéo tampo citrato (ML)
1:151 0,10 15
1:201 0,10 20
1:251 0,10 25
1:301 0,10 30
1:401 0,10 40
1:501 0,05 25

1:601 0,05 30

Considerando que a solucdo enzimatica seria usada a duas temperaturas diferentes,
consoante o processo SHF ou SSF, determinou-se a atividade enzimatica a temperatura de 50°C
e de 38°C.

Adicionou-se inicialmente 1 mL de tampdo citrato de 0,05 M em todos os tubos de
ensaio e ainda 0,5 mL deste ao tubo de ensaio correspondentes aos ensaios «brancos» com e
sem substrato. Adicionou-se substrato nos tubos de ensaio, que se trata de uma tira de papel de
filtro com medidas especificas enrolado (1,0 x 6,0 cm = ~ 50 mg). De seguida, aqueceram-se
todos os tubos de ensaio e ainda as solu¢des de enzima na incubadora a temperatura de 50°C.
Atingida a temperatura desejada, retirou-se tudo da incubadora e inseriu-se 0,5 mL da solugéo
de enzima, com diferentes dilui¢des (1:301 a 1:601), nos respetivos tubos de ensaio. Com isto,
inseriram-se novamente todos os tubos de ensaio na incubadora e, no momento em que
atingiram 50°C, iniciou-se a contagem do tempo que o0s tubos deveriam permanecer dentro da
incubadora (60 min). Passado esse tempo, removeram-se 0s tubos da incubadora, adicionou-se
3 mL de DNS modificado, agitaram-se e inseriram-se num banho de agua a ferver, durante 5
min. Findo esse tempo, inseriram-se 0s tubos num banho de 4gua com gelo, durante mais 5 min.
Depois, pipetou-se 0,2 mL de cada solugcdo em cuvetes de plastico e adicionou-se 2,5 mL de
agua destilada. Procedeu-se a leitura da absorvancia de cada amostra num espetrofotometro
para um comprimento de onda de 540 nm. Efetuou-se o procedimento em duplicado.
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Para determinar o valor correspondente a atividade enzimatica, € preciso obter a
concentracdo de enzima que liberta 2 mg de glucose. Isto é, retirado o valor da absorvancia de
cada amostra, através da curva de calibracdo, calculou-se a concentracdo de agucares redutores
em equivalentes de glucose presentes na amostra. No entanto, é preciso corrigir a absorvancia
lida, subtraindo a absorvancia da amostra composta por solucédo de tampao citrato de 0,05 M,
enzima e substrato, a absorvancia da amostra composta por solucdo de tampéo citrato de 0,05
M e substrato e ainda a absorvancia da amostra composta por solugdo de tampao citrato de 0,05
M e enzima. Substituindo o resultado final na curva de calibragdo, obteve-se a concentragéo de
glucose. Analisaram-se as concentracfes obtidas e, com as duas concentracdes mais proximas
de 2 mg, efetuou-se a interpolac@o de modo a se identificar a concentracdo de enzima que liberta
2 mg de glucose. A seguinte expressao permite calcular a atividade enzimética, em FPU/(mL

enzima).

0,37
Atividade enzimatica = ———— (17)
[Glucose]

Onde, o valor 0,37 é proveniente do volume de enzima diluida utilizada (0,5 mL), do
tempo de incubacdo (60 min), da massa de glucose produzida em 60 min (2 mg) e da massa

molar da glucose (180 g/mol).

0,37umol ~ 2mg 1g 1mol 10°umol 1 (18)

= X X X
min.mL enzima 60min 1000mg 180g 1 mol 0,5 mL enzima

No caso da temperatura a 38°C, recorrer a diluicdes da solucdo enzimatica original de

1:151 a 1:301 e efetuou-se 0 mesmo procedimento que a temperatura de 50°C.

Hidrolise enzimatica

A hidrdlise enzimética foi aplicada nos processos SHF e SSF, utilizando a solugéo
enzimética Cellic® CTec2, da Novozymes. Em diferentes ensaios, alteraram-se alguns
parametros como a consisténcia do material (3, 6 e 9%) e a carga enzimatica (L0FPU/Qmassa seca
e de 15FPU/gmassa seca)-

Para preparar a hidrolise enzimatica pesou-se 0 material lenhoceluldsico, em massa
himida, tendo-se em conta a consisténcia a se utilizar, o teor de secura e a percentagem de

hidratos de carbono.

Consisténcia
Momostra haimida = %HC X %Secura

(19)
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Além disso, € preciso determinar o volume de solucdo enzimatica necessario utilizar e
a devida diluicdo feita com solucdo de tampdo citrato a 0,05 M. Sabendo a carga enzimatica
pretendida, ou seja, a quantidade de enzima de FPU’s por 1 g de HC, é necessario ter em conta

a consisténcia e ainda a atividade enzimatica da enzima a temperatura desejada (T = 50°C).

Consisténcia X Carga Enzimatica

(20)

Venzima = — ——
enzima Atividade Enzimética
Nas Tabelas 11.4 e 11.5 estdo representadas as quantidades de massa himida da pasta de

fibra mista virgem e da pasta de casca de eucalipto utilizadas, respetivamente, na hidrélise
enzimatica nas diversas condicdes a estudar, ou seja, com as diferentes consisténcias e cargas

enzimaticas.

Tabela 11.4 - Quantidade de massa humida de pasta de fibra mista virgem utilizada na hidrélise enzimdtica.

Carga Enzimatica Consisténcia (gmassa Vsuspenszo (ML) Mamostra hamida (J)
(FPU/gmassa seca) secal Qsuspensao)
15 3 250 31,80
31,87
10 3 100 12,70
12,69
15 6 100 25,65
25,66
10 6 100 25,68
25,66
15 9 100 38,48
38,47
10 9 100 38,47
38,47

Tabela I1.5 - Quantidade de massa humida de pasta de casca de eucalipto a utilizar na hidrélise enzimdtica.

Carga Enzimatica Consisténcia (gmassa ~ Vsuspensao (ML) Mamostra himida
(FPU/gmassa seca) secalQsuspensio) 9)
15 3 100 10,03
10,04
10 3 100 10,05
10,03
15 6 100 20,07
20,06
10 6 100 20,07
20,06
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15 9 100 30,09
30,09

Adicionou-se a massa humida de material lenhocelul6sico em baldes de Erlenmeyer de
250 mL. Em frascos de 5 mL, adicionou-se o volume necessario de solucdo enzimatica e o
restante volume foi ocupado com solucéo de tampéo citrato de 0,05 M. No baldo de Erlenmeyer,
que atua como «controlox», adicionou-se 0s 5 mL com o respetivo volume de solucéo enzimatica
e solucdo de tampado citrato a 0,05 M, num total de 5 mL e depois perfez-se até 100 mL com a
mesma solugdo de tampao citrato a 0,05 M. Entéo, verteram-se os frascos de 5 mL com enzima
para os baldes de Erlenmeyer e agitaram-se. Colocaram-se os balGes de Erlenmeyer na
incubadora, a uma temperatura de 50°C, com uma velocidade de rotagdo de 150 rpm,

permanecendo 1& 30 min.

De seguida, retirou-se 1,5 mL da solugédo dos balGes de Erlenmeyer para se colocar em
tubos de ensaio novos, que se inseriram na centrifugadora, durante 5 min a 3500 rpm. Em
diversos tempos, comegando logo no tempo 0 segundos, retiraram-se amostras da solucéo
contida nos balBes de Erlenmeyer para seguir a evolugdo da producdo de agucares. Na Ultima
amostragem, guardou-se a solucdo, apds centrifugacdo, para se injetar no HPLC, na coluna
Rezex RPM — Monossacarideo Pb?*, para a identificacdo e quantificacdo dos diversos
monossacarideos presentes, operando com esta coluna a uma temperatura de 80°C e utilizando

como eluente agua ultrapura.

Em cada amostragem efetuou-se o seguinte procedimento: retirou-se 1,5 mL da solugéo
contida nos balGes de Erlenmeyer e colocou-se em tubos de ensaio, que foram posteriormente
centrifugados durante 5 min a 3500 rpm. Prepararam-se tubos de ensaio da seguinte forma: um
ensaio «tampdo» com 1,5 mL de solucdo de tampdo citrato de 0,05 M, um ensaio «controlo»
com 1 mL de solucéo de tampéo citrato de 0,05 M e 0,5 mL de solu¢éo de «controlo» (composta
por um determinado volume de solucéo de tampdo citrato de 0,05 M e de solucdo enzimaética),
0s restantes tubos de ensaio com 1 mL de solucdo de tampéo citrato de 0,05 M e 0,5 mL de
solucdo centrifugada. Depois, adicionou-se em todos os tubos 3 mL de DNS modificado,
agitou-se e colocaram-se todos os tubos num banho de agua a ferver, durante 5 min. Seguiu-se
0 procedimento habitual: banho de agua com gelo, 5 min; insercdo de 0,2 mL da solucdo dos
tubos de ensaio em cuvetes de plastico, acrescentando 2,5 mL de &gua destilada; leitura da
absorvancia num espetrofotdbmetro com um comprimento de onda de 540 nm; determinacédo da
concentracdo de acUcares em equivalentes de glucose. Consoante os valores das absorvancias
obtidas, realizaram-se diversas dilui¢des, variando-se o volume de solucao de tampao citrato a
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0,05 M e o volume de solucéo retirada dos bal6es de Erlenmeyer, uma vez que o valor da

absorvancia tem que estar compreendido entre 0 e 0,8 A.

Sacarificacdo e Fermentacdo em Simultaneo (SSF)

No processo SSF, usou-se a solucdo enzimatica Cellic® CTec2 e a levedura
Saccharomyces cerevisiae (ATCC® 26602™,). Preparou-se um meio solido e um liquido para a
levedura, como apresentado nas Tabelas 11.6 e I1.7.

Tabela 1.6 - Constituigdo do meio liquido para a levedura.

Compostos Quantidades utilizadas
Glucose 10 g/L
Extrato de malte 3g/L
Extrato de levedura 3g/L
Peptona 59/L
Agua destilada 500 mL

Tabela Il.7 - Constitui¢éo do meio sdlido para a levedura.

Compostos Quantidades utilizadas
Glucose 10 g/L
Extrato de malte 3g/L
Extrato de levedura 3g/L
Peptona 59/L
Agar 15g/L
Agua destilada 250 mL

Além da preparacdo prévia dos meios solido e liquidos para a levedura, também foi
preciso preparar uma solucao de nutrientes, descrito na Tabela I1.8.

Tabela 11.8 - Constitui¢do da solugdo de nutrientes.

Compostos Quantidades utilizadas
Extrato de levedura 150 g/L
Extrato de malte 150 g/L
Peptona 250 g/L
Agua destilada 100 mL

Para preparar a solucdo final, determinou-se o volume de solucdo tampéo de 0,05 M,

tendo em conta o volume de solucédo de nutrientes, de solucdo de enzimatica e do meio liquido
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de levedura utilizados, e ainda a massa de material lenhocelul6sico (em base humida). As

Tabelas 1.9 e 11.10 apresentam a massa de pasta de fibra mista virgem e de casca de eucalipto

(em base humida) utilizada no processo SSF, respetivamente.

Tabela 11.9 - Quantidade de massa humida de pasta de fibra mista virgem a utilizar no processo SSF.

Carga Enzimatica Consisténcia (gmassa Vsuspensio Mamostra himida
(FPU/gmassa seca) secal Qsuspensio) (mL) ()]
15 3 250 31,76
31,76
10 3 250 31,76
31,74
15 6 100 25,65
25,65
10 6 100 25,65
25,65
15 9 100 38,49
38,38
10 9 100 38,48
38,49

Tabela 11.10 - Quantidade de massa humida de pasta de casca de eucalipto a utilizar no processo SSF.

Carga Enzimética

Consisténcia (gmassa

Vsuspensio (m L)

Mamostra htimida

(FPU/Qmassa seca) secal Qsuspenszo) (9
15 3 100 10,03
10,05
10 3 100 10,03
10,05
15 6 100 20,07
20,06
10 6 100 20,07
20,06
15 9 100 30,09
30,09
10 9 100 30,09
30,09

Ap0Os todas as solucdes e meios estarem preparados, iniciou-se o processo de SSF. Num

baldo de Erlenmeyer de 250 mL, colocou-se material lenhocelul6sico e ainda uma certa

quantidade de solugdo de tampéo citrato de 0,05 M. Depois de devidamente fechado com
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algoddo, papel de aluminio e elastico, colocaram-se todos os baldes de Erlenmeyer no
autoclave, durante 15 min, a 121°C para esterilizacdo. ApoOs esse tempo, removeram-se do
autoclave e colocaram-se numa incubadora a temperatura de 38°C, juntamente com a solucéo
de nutrientes. Junto ao bico de Bunsen, adicionou-se 10 mL de in6culo, ou seja, de suspensdo
de levedura em fase exponencial de crescimento. Depois adicionou-se 2 mL de solucdo de
nutrientes, para, de seguida se verter a solucdo de enzima. Com isto, retirou-se 2 mL desta
solucéo preparada para tubos de ensaio para centrifugar durante 5 min, a 3500 rpm. Acabados
de centrifugar, removeu-se o sobrenadante para outros tubos de ensaio, de modo a facilitar a
remocdo deste em etapas posteriores. De seguida, fez-se 0 mesmo procedimento que na
hidrélise enzimatica, isto &, adicionou-se, no tubo correspondente ao ensaio «branco», apenas
1,5 mL de solugéo de tampéo citrato de 0,05 M, enquanto nos restantes tubos de ensaio
adicionou-se 1 mL de solucdo de tampado citrato de 0,05 M e 0,5 mL do sobrenadante dos tubos
de ensaio que foram centrifugados. Depois, acrescentou-se mais 3 mL de DNS modificado e
agitaram-se todos os tubos antes de os colocar num banho de &gua a ferver, onde devem
permanecer durante 5 min. Passado esse tempo, inseriram-se todos 0s tubos de ensaio num
banho de &gua fria, por mais 5 min. Findo esse tempo, retirou-se 0,2 mL desta solucdo para
cuvetes de plastico e acrescentou-se 2,5 mL de agua destilada. Com isto, leu-se a absorvancia
das amostras no espetrofotometro com um comprimento de onda de 540 nm. Depois disto,
recorrendo-se a filtros de seringa, inseriu-se cerca de 1 mL de sobrenadante que sobrou em
tubos de Eppendorf, para posterior injecdo no HPLC. Na determinacdo do etanol e acidos
organicos utilizou-se a coluna Rezex ROA — Organic Acid H*, a operar a temperatura de 60°C,
usando-se como eluente o acido sulfirico (H2SO4). Repetiu-se o procedimento até as 72 h,
realcando que, a partir das 24 h, foi preciso fazer uma diluicdo da solugdo de 1:2, ou seja,
adicionou-se 1,25 mL de solucéo de tampéo citrato de 0,05 M e 0,25 mL de sobrenadante dos
tubos de ensaio centrifugados.

Anexo |l — Tabelas de resultados da hidrdélise enzimatica

No processo de hidrdlise enzimatica realizado, tanto para a pasta de casca de eucalipto,
como para a pasta de fibra mista virgem, variaram-se dois parametros: a carga enzimatica (a 10
e 15 FPU/grc) e a consisténcia (3, 6 e 9%). Neste processo pretende-se avaliar a influéncia
deste dois parametros na concentracdo de glucose, em mg/mL, e no rendimento do processo,

em %.
Para a consisténcia de 3% obtiveram-se as seguintes tabelas de resultados:
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Tabela 111 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de casca de eucalipto, a 15 FPU/gc.
Tempo Eqgs.[Glucose]media (Mg/mL)  Rendimentomedio (%6)

00:30:00 5,6 18,5
01:00:00 9,7 31,8
01:30:00 10,0 33,1
02:00:00 14,9 49,0
02:30:00 17,0 56,0
03:00:00 141 46,4
04:30:00 21,0 69,2
06:00:00 23,9 78,7
24:00:00 30,1 99,0
30:00:00 32,9 108,5
48:00:00 32,8 108,1

Tabela lll.2 - Hidrélise enzimdtica na pasta de casca de eucalipto, a 10 FPU/ghc.
Tempo Eqgs.[Glucose]media (Mg/mL) Rendimentomedio (%)

00:30:00 4,7 154
01:00:00 74 24,2
01:30:00 9,1 30,1
02:00:00 11,0 36,3
02:30:00 11,0 36,3
03:00:00 13,9 45,7
04:30:00 16,1 53,1
06:00:00 19,4 63,9
24:00:00 30,9 1018
30:00:00 29,9 98,6
48:00:00 16,1 52,9

Tabela 111.3 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de fibra mista virgem, a 15 FPU/gyc.
Tempo  Eqs.[Glucose]media (Mg/ML)  Rendimentomedio (%)

00:30:00 3.9 147
01:00:00 59 22,1
01:30:00 6,4 23,8
02:00:00 79 29,5
02:30:00 81 30,1
03:00:00 7,7 28,5
04:30:00 9,3 34,8
06:00:00 11,3 41,9
24:00:00 17,3 64,3
30:00:00 16,8 62,4
48:00:00 18,1 67,2

Tabela 111.4 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de fibra mista virgem, a 10 FPU/gyc.
Tempo Eqs.[Glucose]media (Mg/mL)  Rendimentomedio (%)

00:30:00 3,0 11,3
01:00:00 4,1 154
01:30:00 5,7 21,4




02:00:00 7,0 26,1

02:30:00 6,2 23,3
03:00:00 8,2 30,6
04:30:00 9,7 36,2
06:00:00 10,4 38,9
24:00:00 16,8 62,8
30:00:00 17,1 63,8
48:00:00 10,5 39,3

Para a consisténcia de 6% obtiveram-se as seguintes tabelas de resultados:

Tabela 1115 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de casca de eucalipto, a 15 FPU/gc.
Tempo  Eq@s.[Glucose]media (Mg/mL) Rendimentomedio (%)

41:00:00 443 73,0
48:00:00 23,5 38,8
65:00:00 54,7 90,2
72:00:00 61,5 1013

Tabela 111.6 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de casca de eucalipto, a 10 FPU/gc.
Tempo  Eq@s.[Glucose]media (Mg/mL) Rendimentomedio (%)

24:00:00 34,4 56,7
30:00:00 48,5 79,9
48:00:00 57,2 94,3
54:00:00 61,2 100,9
72:00:00 63,1 104,0

Tabela Ill.7 - Hidrélise enzimdtica na pasta de fibra mista virgem, a 15 FPU/guc.
Tempo  Egs.[Glucose]media (Mg/mL) Rendimentomedio (%)

41:00:00 33,5 61,9
48:00:00 25,4 46,9
65:00:00 49,5 91,5
72:00:00 50,8 93,8

Tabela 111.8 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de fibra mista virgem, a 10 FPU/gyc.
Tempo  Eqgs.[Glucose]media (Mg/mML) Rendimentomedio (%)

24:00:00 27,8 51,3
30:00:00 351 64,7
48:00:00 45,9 84,7
54:00:00 52,6 97,0
72:00:00 53,5 98,8

Para a consisténcia de 9% obtiveram-se as seguintes tabelas de resultados:



Tabela 111.9 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de casca de eucalipto, a 10 FPU/gc.

Tempo Eqs.[Glucose]media (Mg/mL)  Rendimentomedio (%)
00:30:00 4,1 4,6
01:00:00 13,2 14,5
02:00:00 15,5 17,0
03:00:00 18,0 19,8
04:30:00 10,0 11,0
06:00:00 13,7 15,1
24:00:00 37,9 41,7
48:00:00 64,4 70,7
72:00:00 109,1 119,8

Tabela 111.10 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de fibra mista virgem, a 15 FPU/gxc.

Tempo  Eqs.[Glucose]media (Mg/mL) Rendimentomedio (%)
48:00:00 62,2 76,5
72:00:00 74,8 92,1

Tabela Ill.11 - Hidrdlise enzimdtica na pasta de fibra mista virgem, a 10 FPU/gxc.

Tempo Eqgs.[Glucose]media (Mg/mL)  Rendimentomedio (%6)
48:00:00 50,5 62,1
72:00:00 65,9 81,1

Anexo IV — Tabelas de resultados da sacarificacdo e fermentacdao em simultaneo (SSF)

No processo de sacarificacdo e fermentacdo em simultaneo realizado, tanto para a pasta

de casca de eucalipto, como para a pasta de fibra mista, variaram-se também dois parametros:

a carga enzimatica (a 10 e 15 FPU/gnc) e a consisténcia (3, 6 e 9%). Neste processo pretende-

se avaliar a influéncia deste dois pardmetros no rendimento do processo de producgéo de etanol,

em geton/Qacucares, NA concentragédo de etanol, em g/L, e na velocidade de producdo de etanol, em

g/(L.h).

Para a consisténcia de 3% obtiveram-se as seguintes tabelas de resultados:

Tabela IV.1 - SSF na pasta de casca de eucalipto, a 15 FPU/gc.

Tempo Rendimentomedio EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (3(L)  Velocidade de produgéo
(9EtoH/Gagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))

06:00:00 0,14 28,0 43 0,72

24:00:00 0,36 71,4 111 0,46

48:00:00 0,34 65,9 10,2 0,21

72:00:00 0,30 58,6 9,1 0,13
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Tabela IV.2 - SSF na pasta de casca de eucalipto, a 10 FPU/gxc.

Tempo Rendimento EtOHmedico  Rendimento EtOHmedio  [EtOH]media (9/L)  Velocidade de produgéo
(getoH/Gagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))
06:00:00 0,10 19,8 31 0,51
24:00:00 0,37 72,9 11,3 0,47
48:00:00 0,34 66,2 10,3 0,26
72:00:00 0,31 61,6 9,5 0,13
Tabela IV.3 - SSF na pasta de fibra mista virgem, a 15 FPU/gyc.
Tempo Rendimento EtOHmedic  Rendimento EtOHmedio  [EtOH]media (9/L)  Velocidade de produgéo
(9etor/Qagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))
06:00:00 0,11 20,9 3,2 0,53
24:00:00 0,34 66,6 10,2 0,42
30:00:00 0,35 68,4 10,5 0,35
48:00:00 0,38 74,1 114 0,24
54:00:00 0,38 75,5 11,6 0,16
Tabela IV.4 - SSF da pasta de fibra mista virgem, a 10 FPU/gxc.
Tempo Rendimento EtOHmedio  Rendimento EtOHmedioc  [EtOH]media (0/L)  Velocidade de producéo
(9etor/Qagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))
06:00:00 0,24 46,6 6,4 1,06
24:00:00 0,29 57,1 7,8 0,33
48:00:00 0,31 61,2 8,4 0,17
54:00:00 0,35 69,4 9,5 0,18

Para a consisténcia de 6% obtiveram-se as seguintes tabelas de resultados:

Tabela IV.5 - SSF da pasta de casca de eucalipto, a 15 FPU/gc.

Tempo Rendimentomedic EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de producéo
(9etoH/Gagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))

24:00:00 0,40 78,2 24,2 1,01

48:00:00 0,37 72,9 22,6 0,47

72:00:00 0,35 68,3 21,1 0,29

Tabela IV.6 - SSF da pasta de casca de eucalipto, a 10 FPU/gxc.

Tempo Rendimentomedic EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de producéo
(9etor/Qagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))

24:00:00 0,39 76,5 23,7 0,99

48:00:00 0,37 73,5 22,8 0,47

72:00:00 0,36 70,7 219 0,30

Tabela IV.7 - SSF da pasta de fibra mista virgem, a 15 FPU/gyc.

Tempo Rendimentomedic EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de producéo
(9Eton/Qagucares) (% a(;ucares) EtOH (g/(L.h))

24:00:00 0,44 86,2 23,8 0,99

48:00:00 0,47 92,2 25,5 0,53
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72:00:00 0,44 86,3 23,8 0,33

Tabela IV.8 - SSF da pasta de fibra mista virgem, a 10 FPU/gxc.
Tempo Rendimentomedio EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de produgéo

(9etor/Qasucares) (% acgucares) EtOH (g/(L.h))
24:00:00 0,37 72,3 20,0 0,83
48:00:00 0,43 84,6 234 0,49
72:00:00 0,44 86,1 23,8 0,33

Para a consisténcia de 9% obtiveram-se as seguintes tabelas de resultados:

Tabela IV.9 - SSF da pasta da casca de eucalipto, a 15 FPU/gxc.
Tempo Rendimentomedic EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de producéo

(9etor/Qagucares) (% a(;ucares) EtOH (g/(L.h))
48:00:00 0,38 74,7 34,7 0,72
72:00:00 0,36 71,3 33,1 0,46

Tabela IV.10 - SSF da pasta de casca de eucalipto, a 10 FPU/gxc.
Tempo Rendimentomedic EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de producéo

(9EtoH/Gagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))
48:00:00 0,36 71,4 33,2 0,69
72:00:00 0,34 67,2 31,2 0,43

Tabela IV.11 - SSF da pasta de fibra mista virgem, a 15 FPU/gxc.
Tempo Rendimentomedic EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de producéo

(9EtoH/Qagucares) (% a(;ucares) EtOH (g/(L.h))
48:00:00 0,46 90,7 37,6 0,78
72:00:00 0,47 93,0 38,5 0,54

Tabela IV.0.11 - SSF da pasta de fibra mista virgem, a 10 FPU/gxc.
Tempo Rendimentomedic EtOH  Rendimentomedio EtOH  [EtOH]medio (9(L)  Velocidade de produgéo

(9Etor/Qagucares) (% agucares) EtOH (g/(L.h))
48:00:00 0,40 78,8 32,6 0,68
72:00:00 0,44 86,5 35,8 0,50

Anexo V — Seguranca

Em laboratorio, uma pessoa esta, diariamente e constantemente, exposta a uma panoplia
de compostos quimicos com diferentes propriedades. Como tal, todos os que trabalham neste
espaco devem estar cientes das principais propriedades dos compostos quimicos, dos seus
perigos associados e dos cuidados necessarios a ter. A seguranca €, entdo, um assunto fulcral
que se deve destacar em qualquer ambiente de trabalho, de forma a prevenir qualquer tipo de
incidente.

85



Ao longo deste trabalho experimental utilizaram-se diversos compostos quimicos

enumerados de seguida, com os respetivos perigos e cuidados associados:

e Acido sulfarico a 72% (m/m) — este composto quimico é bastante corrosivo e,
como tal, é necessario tomar algumas precauc¢des, uma vez que este composto é
corrosivo para todos os tecidos do corpo. A sua inalacdo, aquando a forma de vapor,
pode causar severos problemas pulmonares. O contacto com os olhos pode provocar
a perda total da visdo. O contacto com a pele provoca severas queimaduras. A sua
ingestdo provoca severa irritacdo na boca e no estdmago e, portanto, a exposi¢cao
cronica pode causar tragueobronquite, estomatite, conjuntivite e gastrite. Assim,
evitar respirar vapores e lavar a pele exposta cuidadosamente, sendo essencial a
utilizacdo de protecdo nos olhos e na cara (6culos ou mascara), bata e luvas. Em caso
de ingestdo, enxaguar a boca e ndo induzir o vdmito; no caso de contacto com a pele,
retirar toda a roupa contaminada e enxaguar a pele com agua; em caso de inalagéo,
sair para uma zona ao ar livre e repousar numa posi¢do que néo dificulte a respiracao;
e no caso de contacto com os olhos, lavar cuidadosamente com agua durantes varios
minutos. Além disso, evitar a libertagdo para 0 meio ambiente, pois é prejudicial para
este. 311401

e Carbonato de célcio — este composto quimico é irritante e, portanto, pode
provoca a irritacdo dos olhos e da pele e problemas respiratorios, como tosse. Desta
forma, evitar respirar poeira e lavar a pele exposta cuidadosamente. Utilizar luvas de
protecdo e ainda protecdo para os olhos. Em caso de contacto com a pele, lavar com
bastante agua e sabao; em caso de contacto com os olhos, retirar as lentes de contacto
(caso tenha) e lavar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Utilizar e
armazenar em locais bem ventilados. 14?1

e Permanganato de potassio — este composto quimico é prejudicial para 0 meio
ambiente, pelo que a sua libertacdo para o ambiente tem que ser evitada. Em caso de
derrame, recolher de imediato. Utilizar luvas de protegéo e luvas de protegdo. Em
caso de inalacdo, proporcionar ar fresco; em caso de contacto com a pele, enxaguar
a pele com &gua; em caso de contacto com os olhos, retirar as lentes de contacto (caso
tenha) e lavar cuidadosamente com agua durante varios minutos; em caso de
ingestdo, enxaguar a boca. 3144l

¢ lodeto de potéssio — este composto quimico é comburente que, em situacdes de
incéndios, pode agravar bastante o incidente. Como tal, é necessario tomar

precaucles, como ndo misturar com combustiveis, compostos de metal pesado,
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acidos e alcalis. Além disso, este composto quimico também € corrosivo, podendo
provocar problemas oculares. Assim, utilizar protegédo ocular e, em caso de contacto
com os olhos, retirar lentes de contacto (caso tenha) e enxaguar cuidadosamente 0s
olhos durante alguns minutos. 51461

e Tiossulfato de sodio — este composto quimico € irritante. Assim, evitar respirar
vapores e lavar a pele exposta cuidadosamente. Utilizar e armazenar em zonas
ventiladas. Utilizar protecdo ocular, bata e luvas de protecdo. Em caso de contacto
com a pele, enxaguar com &gua; em caso de inalacdo, sair para uma zona ao ar livre
e repousar numa posic¢ao que ndo dificulte a respiracdo; em caso de contacto com 0s
olhos, retirar as lentes de contacto (caso tenha) e enxaguar cuidadosamente com agua
e sabdo; em caso de irritacdo da pele, contactar um médico.14l

e Acido 3,5-dinitrosalicilico — este composto quimico é corrosivo e irritante,
podendo causar problemas respiratorios e irritacao da pele e dos olhos. Assim, evitar
respirar vapores e lavar a pele exposta cuidadosamente. Utilizar prote¢do ocular, bata
e luvas de protecdo. Em caso de contacto com os olhos, remover lentes de contacto
(caso tenha) e enxaguar cuidadosamente com agua; em caso de contacto com a pele,
lavar imediatamente com agua a pele contaminada, mas, se se tratar de um grande
derramamento na pele, lavar com um sab&o desinfetante e cobrir a pele contaminada
com um creme antibacteriano; em caso de inalagdo, sair para uma zona ao ar livre,
bem ventilada. Em caso de ingestdo, ndo induzir ao vémito, examinar os labios e a
boca e verificar se estdo danificados. 1]

e Tartarato duplo de potassio e sodio — este composto quimico pode provocar
pequenas irritagdes na pele e nos olhos. Assim, utilizar protegéo ocular, bata e luvas
de protecdo. Em caso de contacto com os olhos, retirar as lentes de contacto (caso
tenha) e lavar cuidadosamente os olhos durante alguns minutos; em caso de contacto
com a pele, enxaguar com adgua e com sabdo; em caso de inalacao, sair para uma zona
ao ar livre, bem ventilada; em caso de ingest&o, ndo induzir ao vomito. 521

e Hidrdxido de sédio — este composto quimico € corrosivo, provocando severas
queimaduras e pode causar perda total da visdo. N&o respirar vapores e lavar a pele
exposta cuidadosamente. Utilizar protecéo facial e ocular, bata e luvas de protecao.
Em caso de ingestdo, enxaguar a boca e ndo induzir ao vémito; em caso de contacto
com a pele, remover de imediato toda a roupa contaminada e enxaguar com agua a
pele; em caso de inalacdo, sair para uma zona de ar livre, bem ventilado, e repousar

numa posicao favordvel a respiracdo; no caso do contacto com os olhos, retirar as
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lentes de contacto (caso tenha) e enxaguar cuidadosamente com agua durante alguns
minutos. 53154

e Metabissulfito de sddio — este composto quimico é corrosivo e irritante,
causando lesGes oculares graves e na presenca de &cidos liberta gases toxicos, o que
exige uma preocupacao especial. Utilizar protecdo ocular, bata e luvas de protecao.
Em caso de contacto com os olhos, retirar as lentes de contacto (caso tenha) e
enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos; no caso de contacto com
a pele, retirar de imediato a roupa contaminada e lavar a pele com &gua; no caso de
inalacdo, sair para uma zona arejada.>°1¢]

e Fenol — este composto quimico é corrosivo e toxico por ingestao, contacto com
a pele ou inalagdo. Pode provocar queimaduras na pele e lesbes oculares graves. E
suspeito de provocar anomalias genéticas, podendo afetar diversos 0rgaos internos
apos exposicdo prolongada e repetida. Utilizar luvas de protecdo, bata e protecdo
ocular e facial. Em caso de ingestdo, enxaguar a boca e ndo induzir o vomito; em
caso de contacto com a pele, lavar abundantemente com sabdo e dgua; em caso de
inalacdo, sair para uma zona de ar livre, bem ventilada, e repousar numa posi¢ao
favoravel a respiracéo; em caso de contacto com os olhos, retirar as lentes de contacto

(caso tenha) e enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. 5718l
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