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Resumo

A biomassa da espécie Cystisus striatus foi triturada e submetida a diferentes condicdes de
reacao, de acordo com um plano experimental do tipo 2* fatorial + estrela (central composite
Design 2* + star), explorando as seguintes variaveis: carga de hidrogenossulfito de sédio 0-4%,
carga de acido sulfurico 0-3%, (relativamente a massa de madeira), temperatura maxima (150-
190°C) e tempo a temperatura maxima (0-30 minutos). Apds o pré-tratamento, o hidrolisado
foi recuperado e o residuo solido foi mecanicamente desintegrado e posteriormente submetido
a hidrélise enzimatica com um cocktail enzimatica da Novozymes®. Os acglcares e subprodutos
libertados no pré-tratamento ao sulfito e os hidrolisados do tratamento enzimaticos foram
analisados por HPLC. A percentagem de material libertado no hidrolisado acido variou entre 7
e 29,1%. De acordo com o plano experimental do tipo 2“ fatorial + estrela (central composite
Design 2* + star), todas variaveis testadas afetam a estrutura da biomassa, no entanto ¢ a
temperatura e a carga de acido sulfurico que apresentam maior efeito. Os produtos inibidores
formados representam menos de 0,9% da massa da madeira original, mesmo para as condicoes
de reacdo mais severas. A hidrolise enzimatica dos residuos sélidos resultou em conversdes de
polissacarideos na gama de 5,99 a 68,87%, dependendo das condicdes de reacdo aplicadas a
biomassa no pré-tratamento com sulfito de sddio e acido sulfurico. A velocidade de libertacao
de aclcar provou ser rapido no inicio, diminuindo gradualmente com o tempo de contato, até
que se anula. A analise dos dados experimentais utilizando Statgraphics® Plus 5 permite-nos
concluir que todas as variaveis do estudo influenciam esta fase do processo, principalmente a

temperatura e a carga de acido sulfurico.

Palavras-chave

Pré-tratamento ao sulfito, biomassa, libertacdo de aclcares, cocktail enzimatico, Cytisus
striatus
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Abstract

Cystisus striatus wood branches were transformed in chips and submitted to different reaction
conditions, according to an experimental design plan with factor 2* + star (central composite
design 2“ + star), exploring the following variables: sulfuric acid charge (0-3%, on wood), sodium
bisulfite charge (0-4 %, on wood), maximum temperature (150-190°C), and time at maximum
temperature (0-30 minutes). After the pretreatment, the acid hydrolysates were recovered and
the solid residues were mechanically disintegrated and thereafter subjected to enzymatic
hydrolysis with an enzymatic cocktail from Novozymes®. Sugars and by-products released in
the sulfite pretreatment and enzymatic treatment hydrolysates were analyzed by HPLC. The
percentage of material released in the acid hydrolysates was between 7 and 29.1%. According
to the experimental design of the type 2* + star factor (Central Composite Design 24 + star) all
tested variables affect the structure of the biomass, however, the temperature and the load
of sulfuric acid are the most important. The formed inhibition products represent less than 0.9%
of the mass of the original wood, even for the most severe reaction conditions. Enzymatic
hydrolysis of polysaccharides on solid residues resulted in conversions in the range from 5.99 to
68.87%, depending on the reaction conditions used in biomass pretreatment with sulfite and
sulfuric acid. The release rate of sugars proved to be fast at the beginning, gradually decreasing
with contact time, until it is canceled. The analysis of the experimental data using
Statgraphics®Plus5 enables us to conclude that all study variables influence this phase of the

process, especially the temperature and the load of sulfuric acid.

Keywords

Acid sulfite pretreatment, biomass, sugar liberation, enzymatic cocktail, Cytisus striatus
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Capitulo I - Introducao

Atualmente, um dos maiores desafios para a sociedade é responder de forma sustentavel a
grande procura de energia para transportes, aquecimento e processos industriais [1]. Desde a
origem da Humanidade que existe a dependéncia do uso de energia para a confecdo de
alimentos, aquecimento, e mais recentemente, com a evolucao da tecnologia, para os
transportes de mercadorias e pessoas, bem como para a indUstria. O Homem foi recorrendo a
diferentes tipos de energia de acordo com as suas necessidades, em funcao das descobertas e
dos avancos tecnoldgicos que ia alcancado. O crescimento da populacdo, por um lado, e a
melhoria da qualidade de vida das sociedades modernas, por outro, conduziu a um consumo
exponencial de energia [2, 3]. A industrializacao e a motorizacdo do mundo conduziram a um

aumento acentuado da procura de combustiveis derivados do petréleo [4].

O petroleo é cada vez mais um escasso € a sua exploracdo cada vez mais dispendiosa. Por outro
lado, a sua utilizacao liberta para a atmosfera enormes quantidades de dioxido de carbono e
outros gases que provocam efeito de estufa (GEE), que a natureza nao é capaz de assimilar, o
que esta a provocar aumentos muito significativos da concentracao de didxido de carbono (CO;)
e outros GEE na atmosfera terrestre. Estas modificacdes estao a provocar alteracoes climaticas
notoérias, nomeadamente a elevacao da temperatura média do planeta, o degelo de alguns
glaciares, o aumento do nivel médio da agua do mar, e perda de biodiversidade, etc. [4, 5].
Por outro lado, o aumento do consumo deste combustivel fassil leva ao aumento do seu preco,
o que afeta a economia mundial. Como consequéncia, foi necessario ir mais além, e unir
esforcos para investigar e desenvolver alternativas ao petroleo, que provoquem menores
emissdes de GEE; foi neste contexto que ganharam importancia crescente as energias
renovaveis [2, 4]. A agua, o vento, o sol, a biomassa, e o calor proveniente do interior terrestre
podem designar-se como as fontes renovaveis para a industria de energia no futuro, sendo que
a biomassa pode igualmente vir a representar uma fonte alternativa de produtos quimicos para

a industria quimica [6].

Alguns paises, com condicbes mais propicias, ha varias décadas que produzem etanol por
fermentacao alcoodlica de aclcares. O Brasil usa principalmente o aclcar da cana-de-acucar,
enquanto que os Estados Unidos da América tém usado essencialmente o amido do milho. A
beterraba sacarina também tem sido utilizada. Todas as matérias-primas dao origem ao que se
convencionou chamar etanol de primeira geracao. Porém, a utilizacdo destas matérias-primas
para a producao de biocombustiveis levanta questdes éticas, face a conhecida fome e ma
nutricao que afeta regides muito significativas do globo. Outra via para a producao de etanol é
a hidrolise de material lenhocelulésico formando a glucose, a qual pode ser fermentada
produzindo etanol (etanol de segunda geracao) [7]. O etanol de terceira geracao é produzido

recorrendo as algas [8].



O material lenhocelulosico é constituido por celulose, hemiceluloses, lenhina e uma pequena
porcao de extrataveis e compostos inorganicos [9]. A celulose e as hemiceluloses, que
geralmente representam dois tercos da massa seca do material, sao polissacaridos que podem
ser hidrolisados em aclcares para depois serem convertidos em etanol. A lenhina ndo pode ser
utilizada para producédo de etanol, mas pode ser utilizada para producao de energia térmica

por combustdo [10] e outras aplicacdes mais nobres.

0 processo de producao de etanol a partir de material lenhocelulésico inclui trés grandes etapas
[11]: o pré-tratamento da biomassa, que fragmenta a matriz lenhoceluldsica para tornar o
acesso das enzimas ao substrato mais facil; a hidrolise, onde os polissacaridos sao convertidos
em acUcares fermentaveis (por exemplo, glucose e xilose) [12]; e por fim, a fermentacao que
produz etanol ou outros produtos quimicos de base bioldgica (por exemplo, acido lactico, acido

succinico) [11].

O presente trabalho tem por objetivo estudar o efeito de algumas variaveis operatorias da
etapa de pré-tratamento, nomeadamente das cargas de hidrogenossulfito de sodio e acido
sulflrico, a temperatura e o tempo, sobre a libertacdo de aglcares nas etapas de hidrolise
enzimatica, realizado aplicando um cocktail da Novozymes®, com cargas e condicoes
operatorias fixas. Os ensaios realizados na etapa de pré-tratamento obedeceram a um plano
experimental, concebido tendo por objetivo explorar condicoes de reacao relativamente suaves
com vista a tornar o processo economicamente viavel. Os componentes libertados foram

igualmente objetivo de analise.

Esta dissertacdo é composta por 5 capitulos, comecando por esta introducao, o Capitulo Il
consiste numa revisao bibliografica sobre os biocombustiveis, a biomassa vegetal, os diferentes
tipos de pré-tratamentos, os tipos de hidrélise e a fermentacdo. No Capitulo Il descrevem-se
os reagentes, os materiais utilizados e os procedimentos experimentais que foram efetuados a
longo deste trabalho. O Capitulo IV mostra os resultados obtidos e a sua discusséo e, por fim, o

Capitulo V resume algumas conclusdes e as consideracoes finais.



Capitulo Il - Revisao Bibliografica

Il - 1 Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo combustiveis liquidos, solidos ou gasosos de origem bioldgica nao fossil,
ou seja, sao produzidos a partir de organismos vivos ou subprodutos metabdlicos e que tenham

origem em materiais renovaveis [8,13].

Hipoteticamente, um biocombustivel pode ser formado a partir de qualquer fonte de carbono,
no entanto, a mais comum tem sido as plantas, que fixam o carbono na realizacao da
fotossintese, com o auxilio da energia solar (figura 1). Esta biomassa tem sido reconhecida
como a fonte de energia renovavel com maior potencial para suprimir o declinio das fontes
fosseis. E de facto um recurso atrativo, essencialmente por trés razdes: primeiro, por ser
renovavel e, consequentemente, capaz de suportar um desenvolvimento sustentavel; segundo,
porque é neutra do ponto de vista das emissoes de CO,, ja que apresenta um ciclo de vida de
anos ou algumas dezenas de anos, e os seus teores de enxofre sdo minimos; terceiro, o seu
potencial econdmico é bastante significativo face ao expectavel aumento sucessivo dos precos

dos combustiveis fasseis no futuro [13].
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Figura 1 - Representacao esquematica do ciclo de CO; na utilizacao de biocombustiveis [adaptado de 13].
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Com o objetivo de diminuir a dependéncia mundial dos recursos ndao renovaveis tém sido
procuradas alternativas aos combustiveis derivados do petroleo [8]. Atualmente, os
biocombustiveis sdo o Unico substituto direto do petroleo para os transportes, disponivel a uma
escala significativa [2,14]. Através de uma diretiva, a unido europeia impos a todos os paises o
dever de introduzir cerca de 10% de biocombustiveis nos combustiveis fosseis até 2020 [8]. O
uso de biocombustiveis proporciona diversas vantagens, tais como a diminuicdo dos gases
responsaveis pelo efeito estufa porque sao biodegradaveis e menos toxicos e sdo obtidos a partir
de matérias-primas renovaveis (que consomem o CO; presente na atmosfera) e permitem ser
misturados, em pequenas percentagens, com combustiveis fosseis sem perder as suas

caracteristicas, nao sendo necessario a modificacdo dos motores dos veiculos [13].

Apesar das diversas vantagens do uso de biocombustiveis, varias personalidades tém-se
insurgido contra os biocombustiveis, afirmando que eles sao a principal causa para o aumento
dos precos de bens alimentares basicos [8,15]. Ha quem contraponha, afirmando que os
biocombustiveis pouco ou nada contribuem para este aumento e que este tem por base o
aumento da populacao mundial, levando a uma maior procura deste tipo de bens. A verdade é
que temos que aperfeicoar a oferta energética, pois o recurso fossil, de que humanidade tanto

depende, esta a tornar-se escasso e o efeito de estufa aumenta de ano para ano [8].

Os biocombustiveis podem ser considerados de primeira, segunda e terceira geracao.

Os biocombustiveis de primeira geracao sao de origem vegetal (soja, palma, colza, milho,
girassol, cana-de-acUcar, etc.), podendo destinar-se também a cadeia alimentar [13]. A
utilizacao intensiva destas matérias-primas contribui para o aumento dos precos dos alimentos,
0 que pode resultar em perturbacdes sociais graves [8,15], e, pior ainda, levanta questdes
éticas muito sérias. Além disso, a producdo dos biocombustiveis de primeira geracao pode
provocar impactos ambientais negativos tais como a erosao dos solos, o consumo de
combustiveis nas fases de cultura, a lixiviacdo de nutrientes, a diminuicdo da biodiversidade e
alteracoes climatéricas. Por todas as razbes referidas anteriormente, a Unido Europeia

incentiva a producéo de biocombustiveis de segunda geracao [8,16].

Os biocombustiveis de segunda geracéo sao produzidos a partir de biomassa lenhoceluldsica e,
em consequéncia, ndo competem com a cadeia alimentar [8]; como exemplos, tém-se os,
residuos agroflorestais e residuos industriais, bem como, desperdicios de papel [9]. Estes podem
ser transformados através de processos tais como a hidrolise/fermentacéo, a gaseificacao e a

pirolise [15].

Os biocombustiveis de terceira geracao sao produzidos utilizando microalgas. A vantagem desta
abordagem face a biomassa lenhocelulésica decorre da mais elevada velocidade de producao

de biomassa (com a consequente captacdao de didxido de carbono), mas apresenta ainda



problemas técnico-econémicos, nomeadamente os relativos a recolha e concentracdo das

microalgas [8].

Il - 1.1 Bioetanol

Desde o inicio do século XXI que se tem verificado um crescente interesse no bioetanol. O
aumento dos precos do petrdleo, as preocupacdes ambientais e as questoes da seguranca
energética fizeram do bioetanol uma alternativa atraente, particularmente nos paises

industrializados [16].

O bioetanol é um produto que pode ser obtido a partir de diferentes matérias-primas que
contém acUcares simples, amido ou substratos mais complexos como a biomassa celulosica [8].
0O material lenhoceluldsico é o recurso renovavel mais abundante no planeta [14], sendo por

isso uma matéria-prima relativamente barata para a producéo de bioetanol [8].

Il - 1.1.1 Propriedades do Bioetanol

0 etanol (CH;CH;0H) é um alcool incolor, volatil, inflamavel e solivel em agua [15], que quando

produzido a partir de biomassa renovavel, é designado por bioetanol [4].

0 bioetanol € um biocombustivel liquido a temperatura ambiente que pode ser produzido em
grande escala e misturado com gasolina ou usado puro. Além disso, o etanol contém um maior
indice de octanas, um limite maximo de inflamabilidade e uma velocidade de combustdo
superiores as da gasolina [8], o que aumenta a eficiéncia do combustivel no motor [13]. Estas
propriedades permitem uma maior taxa de compressao, que levam a uma maior poténcia e
menor tempo de combustao, fazendo deste biocombustivel uma alternativa viavel ao uso da
gasolina [8]. Ao contrario da gasolina, o bioetanol conduz a reducdo nas emissdes de gases
responsaveis pelo efeito de estufa, o que também se deve ao facto de o bioetanol ser um
combustivel oxigenado que contém cerca de 35% de oxigénio e, portanto, resultando numa
combustao mais limpa mesmo a temperaturas baixas [8,13]. Algumas das propriedades do

bioetanol e da gasolina sao descritas na tabela 1.



Tabela 1- Propriedades do bioetanol e da gasolina [16].

Propriedades dos Combustiveis Gasolina | Bioetanol
Peso Molecular (kg/kmol) 111 46
Densidade (kg/L) a 15°C 0,75 0,80 - 0,82
Teor de oxigénio (% em peso) 34,8
Poder calorifico inferior (PCl) (MJ/kg a 15°C) 41,3 26,4
Poder calorifico inferior (MJ/L a 15°C) 31 21,2
Indice de Octanas 86 - 97 92 - 109
Indice de Cetano 8 11
Relacao Estequiométrica do ar/combustivel (kg Ar/kg Combustivel) 14,7 9
Temperatura de ebulicao (°C) 30-190 78
Pressao de vaporizacao (kPa) a 15°C 75 16,5

As principais desvantagens da utilizacao do bioetanol incluem a sua corrosividade, a menor

pressao de vapor relativamente a gasolina (tornando mais dificil o arranque do veiculo a frio),

a miscibilidade com a agua e a toxicidade para os ecossistemas [16].




Il - 2 Biomassa Vegetal

O final do século XX foi marcado pelo crescimento da consciencializacdo da sociedade
relativamente a degradacdo do meio ambiente, levando a procura de matérias-primas
renovaveis e a processos de reciclagem e de reutilizacdo, de que a utilizacdao de residuos da
biomassa € um exemplo. O uso da biomassa tem vindo a crescer mundialmente como fonte
renovavel para a producao de energia elétrica e de biocombustiveis (etanol, biodiesel, biogas,
etc.). No entanto, a biomassa destaca-se ainda como fonte de diversas substancias organicas

que servirao como matérias-primas de base para os mais variados processos industriais [17].

O termo biomassa é aplicado para descrever matéria organica existente nos organismos [17].
Os seus elementos constituintes sdo o carbono, o hidrogénio, o oxigénio e o azoto. O enxofre
encontram-se apenas em pequenas propor¢des e alguns tipos de biomassa contém outros
compostos inorganicos [18]. A biomassa de origem vegetal é produzida via fotossintese, um
processo no qual os vegetais convertem CO; do ar e moléculas de agua, na presenca de luz

solar, em compostos organicos complexos [17].

As fontes mais significativas de biomassa sao a madeira e os residuos de madeira, as colheitas
agricolas e os seus residuos, os residuos sélidos municipais, os residuos animais, os residuos de
processamento de alimentos, as plantas aquaticas, incluindo as algas [12,18], como é ilustrado

na figura 2.

Figura 2 - Diferentes tipos de biomassa [19].



Il - 2.1 Composicdao quimica e principais reacées dos componentes da

biomassa vegetal

Os materiais lenhocelulésicos sdo compositos naturais muito complexos aos quais ndo se pode
atribuir uma composicdo quimica muito definida, devido a sua grande heterogeneidade e
variabilidade natural, causando uma série de dificuldades na industria de transformacao e
processamento. Essa heterogeneidade decorre de varios fatores: espécie, localizacao

geografica, caracteristicas do solo e do clima [20].

Relativamente as madeiras, estas podem ser classificadas em dois grupos diferentes: softwood
(resinosas) e hardwood (folhosas) [21]. As resinosas, ou coniferas (pinheiro, abeto, etc.) [20],
pertencem ao grupo das gimnospérmicas, que apresentam como caracteristicas a folhagem na
forma de agulha e a auséncia de frutos [21]. As folhosas, ou madeiras duras (eucalipto, sobreiro,
carvalheiro, etc.) [20], pertencem ao grupo das angiospérmicas dicotiledoneas, que
apresentam folhas largas e sementes encerradas em frutos [21]. Os arbustos pertencem ao
grupo das angiospérmicas dicotiledoneas, sdao de baixo porte (abaixo de 6 metros)
relativamente as softwood e as hardwood, ramificam-se junto ao solo e algumas espécies

apresentam flores enquanto que outras apenas a sua folhagem [22].

O material lenhocelulosico é constituido por trés componentes maioritarios, celulose (40-60%),
hemiceluloses (20-40%) e lenhina (10-24%) [23], e uma fracao minoritaria de outros compostos:

os extrataveis e as cinzas [20].

A composicao elementar da madeira, numa base seca, € aproximadamente a seguinte: 50% de
carbono, 44% de oxigénio, 6% de hidrogénio e 1% de azoto. Para além destes elementos, a
madeira é constituida por substancias minerais, como calcio, magnésio e potassio, entre outros,

em quantidades vestigiais [20].

Na tabela 2 apresenta-se a composicao de diferentes tipos de biomassa vegetal. A composicao
pode ser dividida em dois grupos: substancias macromoleculares e substancias de baixo peso
molecular (figura 3). Os componentes macromoleculares sdo substancias organicas presentes
em qualquer madeira e, sem 0s quais, a mesma perde a sua identidade. Estes compostos
incluem a celulose, as hemiceluloses e a lenhina e sdo responsaveis pelas propriedades
mecanicas da madeira, representando aproximadamente 95% da matéria seca da madeira. Os
componentes de baixo peso molecular sdo compostos organicos (extrataveis) e inorganicos

(cinzas) nao essenciais a estrutura da madeira [20,24].



Tabela 2. Composicao em percentagem de diferentes tipos de biomassa lenhocelulosica [9].

Biomassa Celulose Hemiceluloses Lenhina Cinzas Extrativos
Alga Verde 20 - 40 20 - 50 _ _ _
Algodao 80 - 95 5-20 _ _ _
Gramineas 25 - 40 25-50 10 - 30 _
Hardwood 45 + 2 302 20+ 4 + 5+3
Casca de Hardwood 22 - 40 20 - 38 30 - 55 + 6+2
Softwood 42 +2 27 £ 2 28 +3 0.5 +0.1 3+2
Casca de Softwood 18 - 38 15 - 33 30 - 60 0.8 +0.2 4+2
Talos de milho 39 - 47 26 - 31 3-5 12 - 16 1-3
Palha de trigo 37 - 41 27 - 32 13 -15 11-14 7+2
Papel de jornal 40 - 55 25 - 40 18 - 30 _ _
Pasta quimica 60 - 80 20 - 30 2-10 _ _
(I)\c agi?caa | Extratdveis
Substancias de & )
baixo peso -
molecular Matéria )
. ~ — Cinzas
inorganica
Madeira
Celulose

Polissacarideos

Substancias
Macromoleculares

Lenhina

.

Hemiceluloses

v

Figura 3 - Composicao quimica qualitativa da madeira [adaptado de 20].




Il - 2.1.1 Componentes macromoleculares

I1-2.1.1.1 Celulose

A celulose é o polimero natural mais abundante na natureza e o principal constituinte da
madeira [24], encontrando-se maioritariamente na parede secundaria [20]. E um
homopolissacarido linear constituido por glucose (B-D-glucopiranose) possuindo um grau de
polimerizacdao médio bastante elevado [20, 25], variando entre os 7000 e 15000 para a madeira
[20]. O tamanho da molécula de celulose é normalmente dado em termos do seu grau de
polimerizacao, isto €, o nimero de unidades de anidroglucose presentes numa Unica cadeia

[25], como é ilustrado na figura 4.

Celobiose

Glucose

Figura 4 - Estrutura da celulose e a sua unidade estrutural, a celobiose [adaptado de 26].

Na celulose, as ligacoes predominantes sao glicosidicas do tipo B (1-4), ou seja, duas moléculas
de glucose (B-D-glucopiranose) unem-se através da eliminacao de uma molécula de agua entre

os grupos hidroxilo dos carbonos 1 e 4 [20].

Como ¢é representado na figura anterior (figura 4), a unidade estrutural que se repete é um
dissacarido (figura 4), a celobiose, uma vez que a posicdo B do grupo hidroxilo do carbono 1
leva a um movimento de rotacdo de 180° da molécula seguinte, em relacao a posicdao C1-C4
[20].

A estrutura supramolecular da celulose decorre da conformacao da glucose e das interacoes
entre os grupos hidroxilo, estabelecendo ligacoes de hidrogénio. Estas ligacoes podem ser de

dois tipos: intramoleculares e intermoleculares. As ligacdes de hidrogénio intramoleculares
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acontecem quando os grupos OH de glucopiranoses adjacentes, numa mesma cadeia de
celulose, estabelecem uma interacao entre si, conferindo alguma rigidez as cadeias individuais.
As ligacoes de hidrogénio intermoleculares verificam-se quando ha interacdo dos grupos OH de

cadeias adjacentes, sendo responsaveis pela estrutura supramolecular da celulose [20].

Em consequéncia destas caracteristicas, as moléculas de celulose incorporam-se em
microfibrilas que possuem regioes bem organizadas, originando zonas cristalinas (60-70%),
alternando com regides menos organizadas (zonas amorfas). Por sua vez, as microfibrilas
agregam-se em fibrilas e, finalmente, em fibras de celulose [20,24], como se ilustra
esquematicamente na figura 5. Apesar da presenca dos grupos hidroxilo, a absorcao de
moléculas de aguas ocorre essencialmente nas zonas amorfas, devido a falta de espacos vazios
na estrutura cristalina. Na madeira, as microfibrilas estdo dispostas numa matriz de
hemiceluloses, sendo o conjunto envolvido por lenhina como material aglutinante [24]. A
celulose é bastante estavel, possui elevada resisténcia mecanica, devido a sua estrutura
quimica e elevado grau de polimerizacao, sendo pouca reativa e apresentando baixa capacidade
de absorcao [20,24].
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Figura 5 - Estrutura da biomassa lenhocelulosica [14].




Il-2.1.1.1.1 Degradacéao da celulose

As ligacOes B-glucosidicas sdo quimicamente sensiveis e a presenca dos trés grupos hidroxilo
livres em cada molécula de glucose define a reatividade da celulose, ou seja, os grupos hidroxilo
podem reagir com agentes de adicao, oxidacdo e substituicao, os grupos hemiacetal sofrem
hidrédlise tanto em meio acido como alcalino e, por fim, os grupos aldeidos terminais podem
reduzir-se a alcoois, oxidados a grupos carboxilicos ou, ainda, quando em meio alcalino,

rearranjados formando grupos terminais alcool ou carboxilicos [10].
Os principais tipos de degradacao da celulose sao:

e Degradacao hidrolitica

A degradacao hidrolitica refere-se a clivagem da ligacdo glicosidica entre o carbono e o
oxigénio, resultando como produto final a glucose [27]. Esta degradacédo pode acontecer tanto

em meio acido como em meio alcalino.

Em meio acido, a reacdo é muito dependente da concentracdo do proprio acido, sendo que
para concentracdes elevadas a velocidade de reacao torna-se apreciavel mesmo a temperaturas
inferiores a 100°C. Normalmente, a hidrdlise acida é homogénea quando sao utilizados acidos
fortes e concentrados que vao dissolver a celulose por completo, sendo o principal produto
desta reacao a glucose. A hidrolise é heterogénea com condicées mais suaves e a celulose

conserva a sua estrutura fibrosa [10].

Em meio alcalino, as reacdées mais importantes sao a hidrdlise alcalina e as de peeling. Estas
Ultimas ocorrem nos grupos terminais redutores dos polissacaridos, enquanto que a hidrélise
alcalina das ligacoes B-glucosidicas ocorrem aleatoriamente ao longo da cadeia. A reacdo de
peeling inicia-se a 100°C, aumentando com a temperatura até aos 130°C, decrescendo
posteriormente até se extinguir competindo diretamente com a reacdo stopping que vai
dificultar a continuacédo da degradacéo. A temperaturas superiores a 150°C a hidrdlise alcalina
das ligacoes B-glucosidicas é relevante dando origem a fragmentos de polissacaridos com uma
nova extremidade redutora, diminuindo consideravelmente o grau de polimerizacao da celulose
[10].
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e Degradacao oxidativa

A celulose é muito suscetivel a reagentes oxidantes, pelo que é facilmente oxidada. A extensao

da degradacao depende da natureza do reagente e das condicbes em que ocorre a reacao [27].

A reacao de oxidacéo introduz grupos carbonilo e carboxilicos em varias posicdes das unidades
de glucose da cadeia de celulose, designando-se a celulose oxidada por oxicelulose. As ligacoes
glucosidicas ativadas pelos grupos oxidados introduzidos nas cadeias de celulose podem sofrer
degradacdo em meio acido ou alcalino [10].

e Degradacdo microbiologica

A degradacao microbiologica da celulose inclui os mais eficazes agentes de degradacao
bioldgicos que sdo os fungos filamentosos [10], que contém as enzimas endoglucanases e
celobiohidrolases que hidrolisam a celulose cristalina em celobiose, e a B- endoglucanase que

degrada a celobiose em glucose [28].

A celulose é sensivel a hidrolise enzimatica desde que exista acessibilidade; como é natural, é
necessario contacto fisico e direto entre as enzimas e o substrato para que ocorra a degradacéao.
Na madeira, o fator limitante do acesso das enzimas a celulose é a lenhina, uma vez que as

microfibrilas de celulose estao cobertas por hemiceluloses e naturalmente pela lenhina [10].

Il -2.1.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sao heteropolissacaridos de baixo peso molecular essencialmente amorfos,
com uma estrutura ramificada. Em geral, o seu grau de polimerizacdo entre 100 e 200, é

muitissimo inferior ao da celulose [20,24].

Por hidrélise, as hemiceluloses podem dar origem a diversos tipos de aclcares neutros, que
podem ser divididos em pentoses (D-xilose e L-arabinose) e hexoses (D-glucose, D-manose e D-
galatose) [20]. No entanto, as hemiceluloses também podem conter outros monossacaridos em
quantidades minimas como L-fucose, L-ramnose, acido D-glucurénico e acido 4-O-
metilglucuronico (figura 6). A cadeia principal de uma hemicelulose pode ser constituida por
apenas um unico tipo de aclcar, como as xilanas (D-xilose) ou por dois ou mais acUcares, como

as glucomananas (D-manose e D-glucose) (figura 7) [24].

14



Pentoses Hexoses Acidos hexurénicos Deoxi-hexoses

COOH [0
o HC CH, OH

OH
OH
HC
OH OH
OH
u-L-ramnose

acido D-glueurdnico

OO0 L4
| cH oK
OH

HO ' OH o

HC
OH y
H OOy | OH |
OH

OH
L OH .
u-L-arabinopiranose p-D-manose a-L-tfucose
acido u-D-4-O-
metilglucurdénico

0 Ol {COOH

- C
HOH.C~ PH HO !
OH

| OH

OH i
OH OH

u-L-arabinofiiranose y .
o -D-galactose acido a-D-galacturénico

Figura 6 - Estrutura dos monossacaridos constituintes das hemiceluloses: pentoses, hexoses, acidos
hexurdnicos e deoxi-hexoses [24].

HO,C

o OH

Figura 7 - Representacao esquematica das xilanas [14].

As hemiceluloses contém um maior niUmero de grupos OH disponiveis podendo estabelecer
ligacbes com solucdes alcalinas diluidas ou com agua, pelo que sdao mais sollveis em agua do
que a celulose. Por apresentarem estruturas ramificadas, as hemiceluloses sao mais amorfas

que a celulose, logo mais suscetiveis de serem acedidas, tornando-as mais reativas [20].

As hemiceluloses de softwood e hardwood diferem significativamente. As hardwood sao
maioritariamente compostas por heteroxilanas altamente acetiladas, geralmente classificadas
como 4-O-metilglucuronoxilanas. As hexosanas também estdo presentes, mas em quantidades
muito baixas, na forma de glucomananas. Devido as suas propriedades quimicas, as xilanas nas
hardwood sao relativamente instaveis a hidrdlise acida e podem sofrer auto-hidrolise sob
condicdes suaves [25].
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As softwood tém uma proporcao maior de glucomananas e galactoglucomananas parcialmente
acetiladas e as xilanas correspondem apenas a uma pequena fracao do seu teor total de
hemiceluloses. Como resultado, as hemiceluloses das softwood (principalmente hexosanas) sao
mais resistentes a hidrélise acida do que as hemiceluloses de hardwood (principalmente

pentosanas) [25].

Il -2.1.1.2.1 Degradacao das hemiceluloses

0 tipo de grupos funcionais nas hemiceluloses é semelhante ao da celulose, logo a classe de
reacoes que podem sofrer sao as mesmas. Ainda assim, existem algumas diferencas entre as
reatividades, devido a sua estrutura fisica [10]. As hemiceluloses sdo muito amorfas, facilitando
o acesso dos agentes quimicos. Pode ocorrer em algumas hemiceluloses a perda dos
substituintes da sua cadeia e sofrer cristalizacdo induzida, havendo a formacao de fortes
ligacbes por pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxilos de cadeias adjacentes. Assim, ha

a formacao de um reticulo cristalino, dificultando a acesso dos agentes quimicos [10].

I1-2.1.1.3 Lenhina

A lenhina é uma macromolécula aromatica, amorfa e altamente ramificada; é o segundo
polimero organico natural mais abundante no planeta, depois da celulose. Tem como principal
funcao aumentar a rigidez da parede celular, diminuir a permeabilidade da parede celular a
agua e proteger a madeira contra microrganismos [20,24]. Este polimero apresenta um caracter
hidrofobico inibindo, assim, a absorcao de agua e o intumescimento das fibras. Por esta razao
€ necessario remover a lenhina quando se pretende obter fibras flexiveis e branqueadas; os
processos de deslenhificacao sao pouco seletivos e afetam naturalmente a estrutura dos outros

componentes da madeira, a celulose e as hemiceluloses [24].

Os trés monomeros precursores da lenhina sdo: o alcool p-cumarilico (a), o alcool coniferilico
(b) e o alcool sinapilico (c), que diferem entre si pelo niUmero de grupos metoxilo substituintes
(figura 8) [20,24]. A polimerizacdo dos precursores, por acdo enzimatica, tem inicio com a
formacéo de um radical fenolico estabilizado por ressonancia, seguida da formacao de dimeros
que reagem formando trés, quatro, cinco ou mais unidades de fenilpropano. As unidades
aromaticas que constituem a lenhina sao, geralmente, designadas por unidades do tipo siringilo
(tipo S), guaiacilo (tipo G) e p-hidroxifenilo (tipo H) conforme possua dois, um ou nenhum grupo
metoxilo [24].
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Figura 8 - Estrutura dos alcoois precursores da lenhina [20].

A composicao quimica e estrutural da lenhina depende do tipo de madeira e da zona de extracao
na arvore, tal como nos outros componentes. Assim, nas softwood a lenhina maioritaria é do
tipo G (cerca de 95%) [20], enquanto que nas hardwood sao compostas maioritariamente por
lenhina do tipo G e do tipo S [25], sendo que o fragmento de unidades de siringilo pode variar
entre 20 a 70% [20]. E, por fim, a lenhina do tipo H, tipo G e tipo S esta presente nas plantas
gramineas [20].

Relativamente a estrutura da lenhina, esta distingue-se bastante dos outros constituintes da
madeira devido a grande diversidade de ligacdes que possui, como se pode verificar pela figura
9. Podem ser ligacoes éter (C-O-C) ou carbono (C-C), sendo que as primeiras estao
maioritariamente sob a forma de ligacdes B-0-4, quer nas hardwood (60%) quer nas softwood
(50%) [20].

A lenhina é bastante amorfa devido ao facto da sua estrutura ser altamente ramificada, como
referido anteriormente. Além disso, € um polimero predominantemente hidrofobico, pouco
reativo e insollvel na maior parte dos solventes, exigindo condicdes bastante severas para a
sua despolimerizacao/degradacao [20].
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Figura 9 - Fragmento da estrutura da lenhina [24].

Il - 2.1.1.3.1 Reag¢des da lenhina

As reacdes que a lenhina pode sofrer sao muito diversas e complexas [10].

e Hidrolise acida

0 4cido por si s6 ndo tem capacidade de deslenhificacdo. Em algumas espécies de hardwood
sao dissolvidas algumas fracdes de lenhina de baixa massa molecular [12], mas para se tornar
efetivo como agente de deslenhificacdo, o acido tem de ser conjugado com outros agentes,
normalmente de oxidacao.

e Hidrolise alcalina

A lenhina sofre um conjunto de reacdes que a solubilizam, quando sujeita a temperaturas
elevadas (superior a 160°C) em meio alcalino. Estas reacdes sdao de rutura das ligacoes éter
entre as unidades de fenilpropano, que formam grupos fenolicos responsaveis pela solubilizacao
deste biopolimero. A clivagem das ligacoes carbono-carbono e das ligacoes éter dos grupos

metoxilo sao outras reacoes que ocorrem em meio alcalino [10].
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e Condensacao

Estas reacdes de condensacdo podem acontecer tanto em meio acido como em meio alcalino.
As reacoes de condensacdo originam ligacbes covalentes entre fragmentos de lenhina que
prejudicam a dissolucdo do polimero, visto que os fragmentos formados apresentam maior

massa molecular e ligacdes entre as moléculas mais fortes (normalmente do tipo C-C) [12].

e Oxidacao

A lenhina é suscetivel de sofrer reacdes de oxidacdo, reagindo conforme as condicoes e os
agentes oxidantes utilizados, levando a quebra de cadeia e consequentemente a sua dissolucao.
Para oxidar a lenhina, os agentes oxidantes geralmente utilizados sao o hipoclorito, o didxido

de cloro, o0 ozono, o ido permanganato e o iao periodato [10].

Il - 2.1.2 Componentes de baixo peso molecular

Il -2.1.2.1 Extrataveis

Os extrataveis sao compostos organicos [24] que incluem resinas, gorduras e acidos gordos,
fenois, fitoesterois, sais e minerais [11] presentes na madeira e podem ser extraidos por meio
de solventes organicos ou de agua, uma vez que sao componentes nao estruturais e de baixo
peso molecular. Os diferentes componentes dos extrataveis exercem funcdes biologicas e
conferem a madeira diversas propriedades, tais como a cor, o cheiro, a resisténcia natural ao
apodrecimento, entre outros, aumentando assim a sua durabilidade. Por outro lado, exercem
um papel negativo no processo de producao de biocombustiveis, uma vez que sao sollveis nos
licores de cozimento e influenciam as principais reacdes envolvidas, além de diminuirem o

rendimento dos processos [20].

A composicao dos extrataveis depende de varios fatores, tais como a espécie, a idade e a
localizacdo dentro da arvore, entre outros. As softwood apresentam entre 5 a 8% de
extrataveis, enquanto as hardwood apresenta entre 2 a 4% de extrataveis [24]. Nos arbustos
esses teores sao normalmente superiores a 4% [29]. Os extrataveis também existem na casca,
folhas, flores, frutos e sementes, sendo o seu teor nessas partes quase sempre superior ao

encontrado na madeira [24].
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I1-2.1.2.2 Cinzas

A porcao inorganica da madeira é vulgarmente designada por cinzas, uma vez que é analisada
como cinzas, apds incineracdao a 600-850°C [20]. Esta componente mineral dos materiais
lenhocelulodsicos consiste em sais de sodio, potassio e calcio com os correspondentes anides de
carbonato, fosfato, silicato, sulfato e cloreto, entre outros que permanecem apds a combustao
da madeira [11,20,24]. O teor e a composicao das cinzas variam com as condicées ambientais
sob as quais a arvore cresce e com a sua localizacao na arvore. As madeiras provenientes de
climas amenos contém 0,2 a 0,9% de cinzas, enquanto que as madeiras de climas tropicais
podem conter até 5% de cinzas [24]. Nos arbustos o teor de cinzas é de aproximadamente 1%
[29]. A quantidade de cinzas na madeira é residual, no entanto sdo essenciais para a
sobrevivéncia da planta vegetal e podem ter influéncia nas suas propriedades e na qualidade

do processamento da madeira [24].

Il - 2.2 Recalcitrancia da biomassa

A maioria dos materiais lenhoceluldsicos pode ser utilizada para a producao de biocombustiveis.
Porém, todos sao constituidos por paredes celulares que sao dificeis de desconstruir. A parede
das células vegetais vivas constitui, desde logo, um primeiro obstaculo a degradacdo natural
por parte de [30,31], tais como as pragas e de agentes patogénicos. Assim, € natural que estas
estruturas complexas sejam resistentes a degradacdo enzimatica e ataques bioquimicos por

organismos vivos [31].

As paredes celulares das plantas sdo compostas por trés componentes maioritarios, como ja
referido anteriormente, a celulose, as hemiceluloses, a lenhina. Estes biopolimeros
interpenetram-se gerando uma estrutura muito complexa, que constitui a natureza

recalcitrante do material [30,32].

A lenhina e as hemiceluloses contribuem claramente para a natureza recalcitrante da biomassa
vegetal. A lenhina visa proteger da degradacao do material lenhoceluldsico, criando uma
barreira fisica para evitar o acesso das enzimas ao substrato celulésico. Sabe-se que a
deslenhificacdo da biomassa aumenta a area superficial interna do material e a acessibilidade
das enzimas a celulose, melhorando efetivamente a eficacia da hidrolise enzimatica. A celulose
também é protegida pelas hemiceluloses por mecanismos semelhantes aos da lenhina,
formando uma barreira fisico-quimica para as celulases e, uma vez que as hemiceluloses estao
mais ligadas a celulose que a lenhina na parede celular, a remocao destas tem um maior
impacto sobre a hidrdlise enzimatica da celulose, especialmente para as madeiras e plantas
[33].
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Para combater a natureza recalcitrante do material e melhorar a conversao da celulose em
glucose, o material lenhoceluldsico sofre um tratamento antes da realizacdo da hidrélise

enzimatica que se designa como pré-tratamento [33].
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Il - 3 Pré-tratamento do material lenhocelulésico

A producao de bioetanol a partir de material lenhocelulésico exige varias etapas: o pré-
tratamento, a hidrolise, e, por fim, a fermentacao (figura 10). Como a estrutura da parede
celular é muito complexa, o que geralmente dificulta a bioconversao, o que também se designa
por recalcitrancia, a fase do pré-tratamento constitui uma das etapas mais significativas em
termos de custos de operacédo, para além de influenciar diretamente os custos das restantes

etapas do processo [14].

Celulose

Lenhina

-

Hemiceluloses

Pré-tratamento

[,rii‘?\/-\:(;y’:?f?\éé;w:%\d

Celulose
Hidrolise
A ——"éq/'
" = Glucose

Fermentacao

Etanol

Figura 10- Representacao esquematica da producao de etanol a partir de material lenhocelulosico [14].
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Apenas por acdo enzimatica, conversao da celulose em glucose pode apresentar um rendimento
muito baixo (inferior a 20%). Este fato deve-se, principalmente, a estrutura altamente cristalina
da celulose, dificultando o acesso dos sitios ativos das enzimas ao substrato. Por outro lado, a
lenhina limita a hidrélise, uma vez que impede o intumescimento das fibras e assim a sua
porosidade interna. Por isso, € necessaria uma etapa de pré-tratamento [7] a fim de remover
a lenhina e as hemiceluloses, ou uma parte destas, aumentar a area superficial interna e
externa diminuir o grau de polimerizacao e cristalinidade da celulose, expondo a celulose a

acao enzimatica, como é representado na figura 11 [14].

Assim, o desafio do processamento mais importante na producdo de bioetanol é o pré-
tratamento da biomassa [6]. O pré-tratamento ideal tem de ir de encontro aos seguintes
objetivos: (1) aumentar o potencial de libertacdo dos aclicares na etapa posterior de hidrélise
enzimatica, (2) evitar a degradacdo ou perda de aclcares, (3) minimizar a formacao de
subprodutos que inibam a hidrolise enzimatica e a fermentacao subsequentes, e (4) ser rentavel
[3]. O pré-tratamento tem sido visto como uma das etapas mais caras de processamento dentro

da conversao do material lenhocelulosico em aclcares fermentaveis [36].
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Figura 11 - Efeito do pré-tratamento na estrutura do material lenhocelulésico [adaptado de 37].
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Existem diversos tipos de pré-tratamentos que utilizam a acdo de diferentes agentes quimicos
e diferentes formas de interagir com os constituintes da parede celular das plantas. Além disso,
existe uma vasta variedade de materiais lenhocelulosicos suscetiveis de serem usados, que vao
desde plantas herbaceas a arvores (softwood e hardwood) e que apresentam diferentes
propriedades fisicas e quimicas [38]. Por isso existe uma interdependéncia entre o pré-

tratamento e o tipo de substrato a processar [12].

Além disso, o pré-tratamento tem um impacto técnico nas etapas a jusante, que naturalmente
tem implicacoes econdmicas sobre as restantes etapas e sobre a viabilidade global do processo,
quer vise a producao de combustiveis e produtos quer apenas a de produtos quimicos [38].
Atualmente, existem varias tecnologias de pré-tratamentos, que podem ser classificadas, com
base na natureza do(s) meio(s) escolhido(s) para conseguir romper a da parede celular: pré-

tratamentos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biologicos [12].

Il - 3.1 Requisitos de um pré-tratamento eficiente

No pré-tratamento é necessario ter em conta alguns fatores para que esta etapa seja efetuada

com sucesso:

e Rendimentos elevados para varias matérias-primas

O pré-tratamento dever ser suficientemente flexivel para acomodar variacdes na composicdo
da matéria-prima, o que nem sempre ocorre; de facto alguns sdo mais adequados para
determinadas biomassas e insuficientes para outras (por exemplo, plantas herbaceas versus

softwood ou hardwood) [9].

e Biomassa pré-tratada facilmente digestivel

O produto maioritario do pré-tratamento da biomassa € a celulose que deve ser facilmente
digestivel com rendimentos superiores a 90% em menos de 3-5 dias com cargas enzimaticas

menores que 10 FPU (Filter paper unit)/g de celulose [34].

.....

e Evitar a producdo de compostos inibitorios da hidrolise e fermentacéo

O pré-tratamento nao deve dar origem a produtos de degradacao que inibam as operacoes

seguintes, mas de facto nao é isso se verifica [35].
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e Reducao do tamanho da biomassa

A reducdo do tamanho da biomassa deve ser levada a cabo com o minimo de consumo de
energia, a teores de solidos tdo elevados quanto possivel, e em equipamentos utilizando
materiais de construcdo adequados para suportar os produtos quimicos e as condicoes de
operacdao quando a biomassa é sujeita a tratamentos mais rigorosos, tais como os pré-
tratamentos fisico-quimicos [35].

e Compatibilidade da fermentacao

Depois da hidrolise enzimatica, o hidrolisado é submetido a fermentacao; os microrganismos
fermentativos devem ser compativeis com os componentes do hidrolisado, para que os aclcares

recuperados sejam convertidos com sucesso em etanol [35].

e Recuperacao da lenhina

Os processos de recuperacao de lenhina do(s) hidrolisado(s) devem ser eficazes, a fim de
simplificar os processos que se seguem, a hidrolise e a fermentacao, e valorizar todos os
produtos [34].

e Requisitos minimos de calor e energia

O calor e a energia elétrica requeridos para o pré-tratamento devem ser o mais baixo possivel
[35].
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Il - 3.2 Pré-tratamentos Fisicos

O pré-tratamento fisico mais comum consiste na reducao do tamanho de particula, por stress
mecanico. E normalmente o primeiro passo para a producéo de etanol a partir da biomassa e
visa aumentar a area superficial especifica do material, por forma a aumentar a acessibilidade
dos reagentes e/ou das enzimas ou microrganismos aos substratos. Contudo, este pré-
tratamento nao é suficiente para aumentar substancialmente a conversao de aclcares, mas a
maioria dos outros pré-tratamentos exige uma reducao minima do tamanho de particula, para
serem eficazes. Além disso, leva a diminuicao do grau de polimerizacao e da cristalinidade da
biomassa [6,37,39].

Il - 3.2.1 Trituracdo Mecanica

Este pré-tratamento tem como objetivo uma reducdo do tamanho das particulas e da
cristalinidade dos materiais lenhocelulosicos, a fim de aumentar a superficie especifica e
reduzir o grau de polimerizacao da celulose. Este pode ser produzido por uma combinacao de
varios processos tais como destrocar, moer ou triturar dependendo do tamanho final da
particula do material que se deseja obter (10-30 mm depois do destrocamento e 0,2-2 mm apds
moagem ou trituracao). Podem usar-se diferentes processos de moagem (moinho de bolas, dois
rolos de moagem, moagem de martelos). O consumo de energia deste pré-tratamento é
relativamente alto, dependendo do tamanho final da particula que se pretende e das

caracteristicas da biomassa [3,35,39].

Il - 3.2.2 Extrusao

0 processo de extrusao € um método de pré-tratamento novo e promissor para a conversao de
material lenhoceluldsico em bioetanol. Neste método, o material € sujeito a elevadas tensoes
de corte e mistura, sob temperaturas adequadas, resultando em alteracoes fisicas e quimicas
durante a passagem através da extrusora. A velocidade do parafuso e a temperatura do tambor
sao selecionados para quebrar a estrutura da celulose, causando desfibracao, fibrilacao e
encurtamento das fibras, aumentando a acessibilidade dos hidratos de carbono ao ataque
enzimatico. As condicdes de operacao a usar nas etapas subsequentes, devem ser devidamente
selecionados a fim de obter o maximo de eficiéncia no processo global. Estudos recentes de
aplicacao de enzimas, usando como pré-tratamento o processo de extrusdao, mostraram que

esta tecnologia é promissora para a producao bioetanol [35].
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Il - 3.3 Pré-tratamentos Quimicos

Os pré-tratamentos quimicos consistem em processos que utilizam diversos produtos quimicos
para tratar a biomassa sob diversas condicoes de operacao [37], num curto espaco de tempo
[6]. Os mecanismos destes pré-tratamentos sdo diferentes, dependendo dos produtos quimicos
usados e das condicoes de operacao em cada pré-tratamento [37]. Estes pré-tratamentos visam
solubilizar as hemiceluloses e a lenhina, a fim de expor a celulose a hidrélise acida e/ou

enzimatica subsequente [25].

Il - 3.3.1 Acido

O pré-tratamento acido é considerado uma das técnicas mais importantes e relevantes para a

obtencao de altos rendimentos em acgucares partindo de materiais lenhocelulosicos [6].

Os acidos mais usados sdo os seguintes: sulflrico, nitrico, acético ou cloridrico, dependendo da
matéria-prima. Os acidos concentrados (por exemplo, sulfurico e cloridrico) foram usados para
tratar materiais lenhocelulosicos. Apesar de serem poderosos agentes hidroliticos da celulose,
os acidos concentrados sdo toxicos, corrosivos e perigosos. Para que este tratamento fosse

viavel economicamente, o acido concentrado teria que ser recuperado apos a hidrélise [3,10].

Do ponto de vista econémico, o tratamento com acido diluido é o mais favoravel, obtendo-se
as alteracoes pretendidas no caso de algumas matérias-primas [10]. Este método de pré-
tratamento tem a vantagem de solubilizar uma parte dos componentes da estrutura da parede

celular e melhorar a acessibilidade das enzimas a celulose [12].

O pré-tratamento com acido diluido em concentracées baixas (0,05-5%) [12] elimina ou diminui
a necessidade da utilizacdo de complexo enzimatico para degradar as hemiceluloses. Contudo,
dependendo da temperatura, o pré-tratamento pode gerar produtos da degradacdo dos
acUcares, como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural que sao inibidores para os microrganismos

no passo da fermentacao [10].

A hidrdlise acida das hemiceluloses nos materiais lenhocelulosicos é mais facil de obter do que
a da celulose, devido a maior acessibilidade das hemiceluloses amorfas e ao seu baixo grau de
polimerizacdo. Assim, é natural que os hidrolisados desta fase contenham maioritariamente
acucares derivados das hemiceluloses. Por outro lado, como os monémeros das hemiceluloses
sao libertados mais cedo do que a glucose da celulose, irao estar sujeitos aos efeitos do acido

durante um periodo de tempo maior. Assim, se por hipotese se aplicassem condicoes drasticas
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que conduzissem a hidrolise completa da celulose cristalina os aclcares das hemiceluloses
seriam severamente degradados quimicamente, inibindo os processos biologicos posteriores
[10].

O pré-tratamento com acido sulfurico com cargas inferiores a 4% (w/w), a temperaturas entre
140-200°C durante um determinado periodo de tempo, de alguns minutos a 1 hora, séo as
condicoes normalmente utilizadas nestes pré-tratamentos [36,40]. As hemiceluloses sao
hidrolisadas sendo uma grande parte obtida como monémero. O rendimento da conversao das
hemiceluloses aumenta com a carga de acido e com a temperatura, mas depende naturalmente

da espécie vegetal submetida ao tratamento [10].

Il - 3.3.2 Alcalino

Os pré-tratamentos alcalinos utilizam bases, tais como o hidroxido de sodio (NaOH) ou o
hidroxido de calcio (Ca(OH);). O seu resultado depende da composicdao quimica da biomassa,
principalmente do teor de lenhina que contém [10,12]. O procedimento com hidroxido de sodio
diluido provoca intumescimento do material, resultando no aumento da area superficial, a
diminuicao do grau de polimerizacao da celulose, o decréscimo da cristalinidade, a rutura de
ligacoes estruturais entre a lenhina e os hidratos de carbono e a quebra da estrutura da lenhina
[3,10].

Este pré-tratamento traduz-se na remocao de alguma lenhina e de acidos uroénicos que estédo
presentes nas hemiceluloses como grupos substituintes e que sao inibidores da acessibilidade
das enzimas a celulose e hemiceluloses. No entanto, estes dois componentes da madeira
permanecem quase intactos, isto €, & necessaria maior carga enzimatica para os digerir,

levando assim ao aumento do uso de enzimas no processo [10].

O tratamento alcalino também afeta a composicdo da fracdo ndo celulodsica do hidrolisado;
enquanto que o pré-tratamento acido referido anteriormente (secao Il - 3.4.1) pode gerar
concentracoes elevadas de furfural na fase liquida, os alcalinos podem causar elevadas
concentracoes de ferulato e acetato. Estes compostos apresentam um elevado efeito inibidor

nos microrganismos na etapa de fermentacao [10].

O pré-tratamento alcalino pode também provocar a solubilizacdo, a redistribuicdo e a
condensacao da lenhina e a transformacao na cristalinidade da celulose. Estes efeitos podem

ser prejudiciais para as etapas seguintes do processo [41].

Um ponto importante deste pré-tratamento é que a biomassa s6 por si consome alguma da

alcalinidade da solucao. Desta forma, a solucao alcalina que resta para a reacao é a solucao
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alcalina residual [41]. Outro aspeto nao menos importante do pré-tratamento alcalino é a
alteracdo da organizacao estrutural da celulose para uma forma que é mais densa e

termodinamicamente mais estavel que a celulose nativa [12].

O custo dos reatores necessarios ao tratamento alcalino é, em geral, inferior ao correspondente
para os tratamentos acidos. Geralmente, o tratamento alcalino é mais eficaz em residuos

agricolas e plantas herbaceas que em madeira [10].

Para que este pré-tratamento seja mais eficaz na degradacao da biomassa, pode aplicar-se um
reagente oxidante suplementar, como o oxigénio e/ou o perdxido de hidrogénio, que vai
dissolver as hemiceluloses e degradar a lenhina, produzindo uma quantidade de celulose mais

acessivel as enzimas na hidrélise e na fermentacao [12].

Il - 3.3.3 Organosolv

Neste pré-tratamento, o material lenhoceluldsico é misturado com um solvente organico ou
uma mistura aquosa com solvente organico, para quebrar as ligacdes estruturais entre a lenhina
e as hemiceluloses, deixando a celulose intacta na fase solida [6,42]. Normalmente, os
solventes organicos utilizados sdao metanol, etanol, acido acético, acetona, entre outros [3,6].
Os acidos organicos tais como, oxalico, acetilsalicilico e acido salicilico podem também ser
usados como catalisadores neste tipo de pré-tratamento [3]. Com altas temperaturas (superior
a 185°C), a adicao de catalisadores € desnecessaria para satisfazer a deslenhificacao.

Geralmente, pode ser obtido um elevado rendimento de xilose com a adicao de acido [3,42].

No final do tratamento, os solventes organicos utilizados no processo tém de ser recuperados
através de evaporacao e condensacdo e reciclados para reduzir o custo; além disso a utilizacao
de alguns destes compostos organicos, atendendo a sua elevada volatilidade exige
equipamentos de alta pressao o que encarece o processo. A remocao dos solventes também é
necessario porque os solventes podem inibir/diminuir para o crescimento de organismos na

hidrolise enzimatica e na fermentacéo [3,12].

Il - 3.3.4 Ozonolise

O pré-tratamento de ozondlise consiste no uso de ozono para oxidar a lenhina e as

hemiceluloses e aumentar a biodegradabilidade da celulose [39]. Geralmente, este método é
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realizado a temperatura ambiente, sendo eficaz na remocdo de lenhina ndao havendo a

formacao de subprodutos toxicos [42].

Este pré-tratamento tem sido largamente utilizado para reduzir o teor de lenhina de residuos
agricolas e florestais. Mostrou-se que o tratamento com ozono removeu 49% da lenhina em talos
de milho e 55-59% da lenhina nos talos previamente auto-hidrolisados (livre das hemiceluloses).
Uma desvantagem do tratamento com ozono € a necessidade de utilizar uma grande quantidade

de ozono, o que pode tornar o processo dispendioso [36].

Il - 3.4 Pré-tratamentos Fisico-quimicos

Este tipo de pré-tratamentos combinam uma acéo fisica forte com uma moderada acdo quimica,
sendo considerados mais eficazes que o pré-tratamento fisico [42]. De notar que, por exemplo,
0 processo SPORL também combina acao fisica com uma forte acdo quimica. Neste caso a
intensidade da acao quimica sera maior do que a fisica, ao contrario do que ocorre nos restantes

tratamentos fisico-quimicos.

Il - 3.4.1 SPORL

O pré-tratamento designado por Sulfite Pretreatment to Overcome the Recalcitrance of
Lignocellulose (SPORL) é um método recente desenvolvido para a producéo de etanol partindo
da matéria-prima lenhoceluldsica [43]. Este tratamento evidencia a capacidade de superar a
natureza recalcitrante inerente aos materiais lenhoceluldsicos [44]. Na sua esséncia, um
tratamento quimico semelhante tem sido utilizado durante séculos para obter pasta para papel:
o conhecido processo ao sulfito [37]. Assim, a tecnologia é madura e as barreiras tecnoldgicas

para a sua comercializacao sao baixas [44].

Este pré-tratamento consiste num tratamento quimico e térmico de curta duracdo da matéria-
prima, seguido de uma reducdo mecanica de tamanho do material, com libertacdo de uma
percentagem significativa de fibras e de elementos finos [44]. Como mostra a figura 12, as
aparas de madeira ou de outras matérias-primas reagem, primeiramente, com uma solucao de
sulfito de sodio, magnésio ou calcio, a 160°C-190°C e pH 2-5 durante 10 a 30 minutos [32,45];
de seguida sao sujeitas a um processo de desfibracao num refinador de discos para diminuir o
tamanho da biomassa a fim de criar um substrato fibroso para as duas fases seguintes, a

hidrélise e a fermentacao [44].
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Figura 12 - Diagrama esquematico do processo SPORL completado com a fermentacao dos aclcares a
etanol [46].

Os termos sulfito e bissulfito sdo usados indistintamente neste pré-tratamento, porque o que
podemos encontrar no licor do pré-tratamento como substancias ativas podem ser o sulfito
(SOs%), o bissulfito (HSO5') ou a combinacao de dois ou trés reagentes: sulfito (5S0s%), bissulfito
(HSOs%') e dioxido de enxofre (SO, ou H;S0s), dependendo do pH da solucdo e da temperatura

do pré-tratamento [31,44].

O hidrolisado do pré-tratamento é uma solucao composta principalmente por aclcares, como
a xilose, glucose, arabinose, e/ou os correspondentes compostos na sua forma de oligémeros,
furfural e acido acético, que também sao libertados. Tendo em conta as diferentes velocidades
de hidrolise/solubilizacdo das hemiceluloses e celulose, usando condicdes operacionais
selecionadas, € possivel uma hidrélise relativamente seletiva das hemiceluloses, resultando a

celulose e lenhina como residuo solido [47].

O SPORL baseia-se nos seguintes principios: (1) o meio acido é eficiente na remocédo das
hemiceluloses, o que é evidenciado pela quantidade de xilose presente no hidrolisado de uma
hardwood (cuja hemicelulose predominante é a xilana); (2) o meio acido é eficaz na
despolimerizacao da xilana e da celulose; (3) a sulfonacao da lenhina aumenta o seu caracter
hidrofilico, melhorando a eficiéncia das enzimas na etapa da hidrolise; (4) os graus de
dissolucao das hemiceluloses, a degradacao da celulose, e sulfonacao e condensacao da lenhina
sao aumentados com o tempo de reacao, com a temperatura e com a diminuicao do pH
[31,44,48].
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Il - 3.4.2 Steam explosion

Este pré-tratamento consiste no tratamento da biomassa com vapor a alta pressao, seguido da
expansao rapida do material (steam explosion) e é considerado como um dos métodos de pré-
tratamento mais bem sucedidos e promissores para tornar a biomassa mais acessivel ao ataque

enzimatico [10].

A biomassa moida sofre um aquecimento a alta pressao (20-50 bar, 160-270°C) durante segundos
ou até mesmo minutos e em seguida, por descompressao subita até a pressao atmosférica,
obtendo-se a desfibracdo do material [39]. A maioria dos pré-tratamentos steam explosion

apresenta elevada remocao de hemiceluloses e baixa extracao de lenhina [10].

Este procedimento causa a degradacao das hemiceluloses e a rutura da lenhina devido a elevada
temperatura, aumentando assim o potencial de hidrolise da celulose [3]. Estudos realizados

sem adicao de acido reportam remocdes de xilose entre 45% e 65% [10].

Solubilizagbes apropriadas de hemiceluloses e hidrolise de celulose podem ser alcancadas tanto
a temperaturas elevadas e curtos tempos de residéncia (270°C, 1 min), como a temperatura

mais baixa e longos tempos de residéncia (190°C, 10 min) [3].

O pré-tratamento steam explosion é afetado pelos seguintes fatores: o tempo de residéncia, a
temperatura, o tamanho de particula, o tipo de matéria-prima e a adicao ou ndo de catalisador,
que pode ser acido sulflrico (H2504) ou didxido de enxofre (S0O;). O catalisador é adicionado a
fim de melhorar a hidrélise enzimatica e diminuir a formacao de compostos que possam inibir
0s microrganismos fermentativos [3,10]. Assim, a biomassa pode ser tratada em condicdes mais
(H2S04), didoxido de enxofre (S0;), ou dioxido de carbono (CO;), normalmente com cargas

moderadas (0,3-3% (w/w)), podem promover uma hidrolise enzimatica eficaz, diminuindo a

.....

As principais vantagens do steam explosion sao o baixo consumo de energia quando comparado
com pré-tratamentos fisicos. Os métodos mecanicos convencionais requerem até mais 70% de

energia do que o pré-tratamento steam explosion [3,10].

As principais limitacdes do processo steam explosion sao a destruicao de uma parte das xilanas,
a quebra incompleta da matriz lenhoceluldsica, e a formacao de compostos secundarios que
produtos de degradacao, a biomassa pré-tratada necessita de ser lavada com agua para remover
os inibidores. A lavagem diminui o rendimento global da sacarificacao devido a remocao dos

acucares solUveis, gerados por hidrélise das hemiceluloses [3].
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Il - 3.4.3 Pirdlise

A pirdlise € um processo endotérmico, onde os materiais sao tratados a uma temperatura
superior a 300°C, pelo que, a celulose se decompde rapidamente para produzir produtos gasosos
tais como H,, CO e carvao residual [6,11]. A decomposicdo € mais lenta e formam-se poucos
produtos volateis a temperaturas baixas. O carvao residual é tratado por lixiviacdo com agua
ou com um acido fraco. O lixiviado de agua contém fonte de carbono suficiente para suportar
o crescimento microbiano para a producdo de bioetanol. A glucose é o principal componente
dos lixiviados de agua. Uma média de 55% do peso total da biomassa é perdida durante a

lixiviacao [6].

Il - 3.4.4 AFEX

O pré-tratamento Ammonia fiber explosion (AFEX) é um tratamento fisico-quimico alcalino
[36]. Neste processo, o material € embebido em amonia (0,3-2 kg amodnia por kg de biomassa
seca) a temperaturas moderadas (60-140°C) e alta pressao durante 5 a 45 minutos, seguindo-se

uma descompressao rapida [38], similar ao pré-tratamento steam explosion [36].

Este pré-tratamento nao liberta diretamente os aclcares, mas permite que os polimeros
(celulose e hemiceluloses), sejam atacados mais uniformemente por via enzimatica [30]. Para
que o processo tenha viabilidade econdmica, é necessario realizar a recuperacao eficiente do
amoniaco devido ao seu elevado custo. Esta recuperacao é possivel por evaporacao seguida de
condensacao [6], uma vez que o amoniaco € muito volatil, permitindo assim que a biomassa

esteja pronta para a hidrélise enzimatica [38].

Este tratamento permite que a hidrélise enzimatica e a fermentacao alcoodlica do substrato
acontecam sem a desintoxicacao, uma vez que as reacoes que ocorrem durante o processo nao
produzem inibidores (por exemplo, acidos organicos). Dado que ndo tem lugar libertacdo de
acUcares no pré-tratamento AFEX, o residuo sdlido requer maior carga de enzimas para libertar
os aclcares fermentaveis [38]. Em contrapartida, podem libertar-se nesta fase todos os

aclcares da biomassa inicial.

Os principais parametros que influenciam este processo sdo a carga de amoniaco, a

temperatura, a pressao, o teor de humidade da biomassa e o tempo de residéncia [6].
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O pré-tratamento AFEX é muito eficaz em matéria-prima que contém baixo teor de lenhina,
como € o caso de residuos agricolas, plantas herbaceas e gramineas, mas no que diz respeito a

substratos com elevado teor de lenhina nao é o suficiente [12].

Il - 3.4.5 Liquid hot water

O pré-tratamento Liquid hot water é um tratamento hidrotérmico que nao necessita da
descompressao rapida e nao utiliza qualquer catalisador ou produtos quimicos [36]. A pressao
da agua é mantida acima da pressao de vapor a temperatura (160-240°C) e provoca alteracoes

na estrutura do material lenhoceluldsico [35].

Este método consiste em solubilizar as hemiceluloses, tornando a celulose mais acessivel e
evitando a formacao de inibidores para as duas etapas seguintes [49]. Para evitar a formacao
de inibidores, o pH deve ser mantido entre 4 e 7 [35,36], uma vez que nesta gama de pH as
hemiceluloses sao mantidas na forma de oligomeros, diminuindo assim a formacdo de

mondmeros e os respetivos produtos de degradacao [35].

Apos o tratamento, o produto obtido pode ser filtrado originando duas fracdes: uma fracao de

celulose solida e outra fracao liquida rica em acglcares derivados das hemiceluloses [35].

Alguns investigadores verificaram que o pré-tratamento Liquid hot water é capaz de remover
até 80% das hemiceluloses e melhorar o acesso das enzimas em plantas herbaceas [35,50]. Este
processo pode repetir-se, pelo menos duas vezes, levando a otimizacdo do processo. Uma
grande parte da lenhina é despolimerizada e solubilizada, mas néo se alcanca a deslenhificacao

completa, devido a recondensacao de substancias solUveis derivadas de lenhina [35].

Verifica-se que o Liquid hot water tem custos reduzidos, ja que nao utiliza catalisador e o custo
de construcdo do reator é moderado, devido ao baixo potencial de corrosdao. Uma grande
vantagem deste processo € que as hemiceluloses e a lenhina solubilizadas e os produtos de
degradacdo estdo presentes em concentracdes baixas. Comparando com o pré-tratamento
steam explosion, existe uma crescente recuperacao de aclcares e menor formacao de produtos

.....

de agua e energia [35].
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Il - 3.5 Pré-tratamento biolégico

A parede celular das plantas vegetais € muito complexa, o que vai impedir as bactérias e os
fungos de destruirem essa barreira protetora. A degradacao utilizando enzimas tem potencial
na conversao dos aclcares da biomassa em etanol, com rendimentos elevados e um baixo custo
de producédo, mas este processo biologico € altamente inibido pela existéncia da lenhina. O
conceito de biodeslenhificacdo traduz-se na degradacdo biolégica da lenhina por

microrganismos [10].

O pré-tratamento bioldgico envolve a utilizacdo de fungos, tais como brown-, white- e soft-
rot, que sao agentes que degradam a lenhina e polissacaridos da biomassa [36]. O brown-rot
ataca principalmente a celulose, os outros dois fungos vao atacar a lenhina e a celulose. Os

fungos white-rot sdo os mais eficientes para tratar biologicamente o material lenhocelulosico

[3].

As grandes vantagens deste pré-tratamento sao requerer baixa energia (as reacdoes ocorrem a
baixa temperatura) e ser ambientalmente sustentavel. Contudo, a taxa de hidrolise apos o pré-
tratamento bioldgico é ainda, em geral, muito baixa [3,30]. As desvantagens sdo: longo tempo
de residéncia (de horas ou até mesmo dias), o que torna a sua aplicacdao em larga escala muito
limitada; muitos dos microrganismos utilizados neste tratamento consomem parte dos hidratos
de carbono do material lenhoceluldsico durante o crescimento, o que tera um impacto negativo

na producao final de acucar [12,38].
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Il - 4 Hidrolise do material lenhocelulosico

ApoOs a realizacao do pré-tratamento, os hidratos de carbono da biomassa precisam de ser
convertidos em aclcares simples antes de sofrer a fermentacdo. No processo de hidrolise ha a

quebra de uma molécula por adicao de uma molécula de agua [36,51]:
(C6H1005)n +N Hzo d nC6H1206

Existem dois métodos mais usuais: hidrdlise quimica (hidrolise com acido diluido ou
concentrado) e hidrolise enzimatica [45]. Este Ultimo apresenta as seguintes vantagens:
condicoes de reacao suaves (pH 4,8 e temperatura entre os 45-50°C), altos rendimentos e custos

de funcionamento baixos, face a hidrolise quimica [51].

Il - 4.1 Hidrolise quimica

A hidrolise quimica consiste na exposicao da biomassa a um produto quimico por um periodo
de tempo e temperatura especifica, resultando monomeros de aglcar a partir dos polimeros de

celulose e das hemiceluloses [52].

Neste tipo de hidrolise, o pré-tratamento e a hidrolise podem ser realizadas num Unico passo,
sendo que os acidos podem ser adicionados apenas na hidrolise. Existem dois tipos de hidrélise
quimica: acido diluido e acido concentrado, cada uma com as suas condicoes [36]. A
comparacao entre as vantagens e as desvantagens destes dois métodos é representada na tabela
3.

Tabela 3 - Comparacao entre os métodos de hidrolise acido diluido e a acido concentrado [52].

Método de hidrélise | Vantagens Desvantagens
e Reacao a baixa e Consumo elevado de acido
temperatura e Corrosao do equipamento
Acido Concentrado |e Elevado rendimento de ¢ Elevado consumo de energia para a
aclcares recuperacao do acido

e Tempo de reacao longo (2-6h)

¢ Baixo consumo de acido e Reacao a altas temperaturas

) e Tempo de reacao curto e Baixo rendimento de acUcares

Acido Diluido e Corrosao do equipamento

e Formacao indesejavel de
subprodutos
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Il - 4.2 Hidrolise enzimatica

Como ja foi referido anteriormente, um dos desafios do processo de bioconversao de materiais
lenhoceluldsicos em bioetanol é ultrapassar a resisténcia natural da biomassa a hidrélise
enzimatica. A celulose é intrinsecamente resistente ao ataque enzimatico e em combinacéo
com a lenhina e as hemiceluloses, que constituem um “escudo” protetor em torno da celulose,
a hidrolise enzimatica da celulose € muito limitada [53]. Os pré-tratamentos da biomassa

lenhocelulésica visam precisamente remover esse escudo e expor a celulose.

A hidrdlise enzimatica da celulose é realizada por enzimas designadas celulase que sao de
elevada especificidade. Os produtos da hidrolise sdao normalmente aclcares redutores,

incluindo a glucose [3].

Uma das vantagens desta hidrélise é seu baixo custo quando comparado com as hidrdlises
quimicas, uma vez que as condicdes de tratamento sdao moderadas (pH 4,8 e uma temperatura
45-50°C) [36], nao havendo problemas de corrosao. Tanto as bactérias como os fungos podem

produzir as celulases para a hidrolise dos materiais lenhocelulosicos [3].

A figura 13 apresenta um perfil tipico da conversao da celulose em aclicares. De realcar que a
atividade das celulases depende do grau de polimerizacao, da cristalinidade da celulose e da

sua agregacao com as hemiceluloses e a lenhina [1].

Il - 4.2.1 Mecanismo de hidrolise das celulases

A hidrolise enzimatica da celulose é uma reacdo heterogénea, em que enzimas convertem a
celulose em acucares fermentaveis [1]. Este € um processo complexo, visto que é necessario o
contacto fisico entre a enzima e o substrato para as celulases levarem a cabo a sua atividade
hidrolitica [54]. Esta etapa importante consiste em trés passos: as enzimas adsorvem na
superficie da celulose, desempenhando diversas acbes cataliticas; a biodegradacao da celulose
a aclcares fermentaveis; depois de terminada a reacéo, a celulase separa-se dos substratos

(desadsorcao) adsorvendo noutra parte da celulose [1,54], como é apresentado na figura 13.
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Figura 13 - Percurso do tempo tipico da hidrdlise enzimatica da celulose [adaptado 55].

As celulases sao biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia hidrolisando a
celulose [36,56]. Pelo menos trés grandes grupos de enzimas estao envolvidos no processo de
hidrdlise enzimatica da celulose (figura 14): (1) endoglucanase (EG, endo-1,4-D-
glucanohidrolase, ou EC 3.2.1.4) que ataca as regides de baixa cristalinidade na fibra de
celulose; (2) exoglucanase ou celobiohidrolase (CBH, 1,4-B8-D-glucana ou celobiohidrolase, ou
EC 3.2.1.91) que degrada as extremidades da cadeia de celulose; (3) B-glucosidase (EC 3.2.1.21)
que hidroliza a celobiose para formar a glucose [6,56,57]. Dependendo dos substratos, para
além destas trés enzimas ainda pode ser adicionado um conjunto de outras enzimas para
auxiliar o ataque as hemiceluloses, tais como glucuronidase, acetilesterase, xilanase, B-
xilosidase, galatomanase e glucomananase [3].
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Figura 14 - Mecanismo da hidrolise enzimatica da celulose [58].
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Il - 4.2.2 Fatores que afetam a hidrélise enzimatica

A hidrolise enzimatica do material lenhocelulésico tem-se confrontado com inimeros
obstaculos que enfraquecem a performance das enzimas [59]. Os fatores que afetam a hidrélise
enzimatica da celulose sdo: concentracao de substrato, atividade da celulase e as condicdes de
reacao, tais como a temperatura, pH, bem como outros parametros. Para melhorar o
rendimento e a taxa da hidrolise enzimatica, a investigacdo tem-se centrado na otimizacédo do

processo de hidrélise e no aumento da atividade das celulases [57,60].

Além disso, os fatores limitantes que condicionam a hidrolise enzimatica do material
lenhoceluldsico foram divididos em dois grupos: carateristicas estruturais da biomassa e
mecanismo enzimatico. No entanto, a natureza recalcitrante do substrato e a multiplicidade
de enzimas torna dificil compreender totalmente as interacdes entre enzimas e substrato [1].
Provou-se que diversas caracteristicas da biomassa podem dificultar a velocidade e extensao
da hidrolise pelas celulases, apesar da acdo destas também alterar as carateristicas do

substrato a medida que a hidrélise se realiza [1,61].

Il -4.2.2.1 Substrato

O substrato decompoée-se em celulose, hemiceluloses e lenhina, embora ainda nao se
compreenda cabalmente até que ponto é que estas caracteristicas tém impacto na velocidade

de hidrolise da celulose [61].

Um dos principais fatores que influencia o rendimento e a velocidade inicial da hidrélise da
celulose pelas enzimas € a concentracdo do substrato. Para niveis baixos de substrato o
rendimento e a velocidade de reacdo de hidrdlise aumenta com a concentracao do substrato.
No entanto, para elevadas concentracdes de substrato, pode haver inibicao pelo substrato, o
que diminui a velocidade da hidrélise [3]. A sensibilidade das celulases a biomassa depende das
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas do substrato [1,62]. As caracteristicas quimicas sao
as composicdes dos seus constituintes, ja referidos anteriormente. Relativamente as
caracteristicas fisicas, deve referir-se a area superficial (relacionada com o tamanho das
particulas), a cristalinidade, a distribuicdo da lenhina na matriz da biomassa, o grau de
polimerizacao da celulose, o volume dos poros e a distribuicao de tamanhos dos poros. Este
conjunto de caracteristicas determinam a area superficial acessivel as enzimas e outros

reagentes [62].

0 acesso das enzimas ao material lenhocelulésico tem efetivamente um papel importante na
melhoria da hidrolise enzimatica. As celulases adsorvem a superficie das particulas de substrato

antes da hidrolise se iniciar. A estrutura dessas particulas, em combinacao com o tamanho e
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geometria das celulases, determinam se as ligacoes B-glucosidicas estdao ou ndo acessiveis ao
ataque enzimatico [1]. A celulose altamente cristalina € menos acessivel ao ataque por

celulases do que a celulose amorfa [62].

A lenhina, de natureza hidrofobica e associada as microfibrilas de celulose, é identificada como
sendo o principal inibidor do ataque enzimatico a celulose, evitando a acessibilidade das
enzimas [62]. Estudos demonstram que a digestibilidade da biomassa € aumentada com a
remocao da lenhina [63]. A deslenhificacao causa um intumescimento da biomassa, rutura da
estrutura da lenhina e, subsequentemente, leva a uma aumento da area superficial interna e
volume médio dos poros. Por outro lado, a adsorcao irreversivel das enzimas a lenhina prejudica
o seu desempenho [1,62].

A remocao das hemiceluloses também melhora a digestao da celulose para um dado contelido

em lenhina, por aumento da acessibilidade das celulases a celulose [62].

I1-4.2.2.2 Celulases

A inibicao do complexo de celulases pelo produto final, a inativacao térmica e a adsorcao
irreversivel das celulases, poderao também estar relacionados com a atuacao das celulases. A
atividade das celulases é inibida pela celobiose e, em menor extensao, pela glucose, quando
existentes em excesso (inibicao por produto). Para diminuir a inibicao, existem diversos
métodos, tais como a utilizacdo de elevadas concentracoes de enzimas e a adicdo deB-

glucosidases durante a hidrolise [1].

0 aumento da concentracao de celulases no processo, até um certo nivel, pode melhorar o
rendimento e a velocidade da hidrolise, mas ird aumentar significativamente o custo do
processo [3]. Na pratica, dependendo do tipo de substrato a ser hidrolisado, a concentracao
das celulases costuma variar entre 7 e 33 FPU/g de substrato [64] - De acordo com a
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), 1 FPU é a quantidade de enzima
que consegue libertar o valor de 2.0 mg de acucar redutor, sob a forma de glucose, de uma tira
de 50 mg de papel de filtro (correspondente a 4% de conversao) em 60 minutos a temperatura
e pH 6timos da enzima [9]. Se a hidrélise for conduzida em descontinuo (hidrolise e fermentacao
efetuadas separadamente e sequencialmente), onde nao ha a remocdo de aclcares,
geralmente, é necessaria uma maior quantidade de enzima. Neste caso, quando podem ser
produzidas concentracbes inibitérias de aclcares deve-se adicionar B-glucosidases para a

conversao da celobiose num produto menos inibidor, a glucose [1].
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Il - 4.2.2.3 Condicbes da reacao

As condicdes da hidrélise enzimatica do material lenhocelulésico sao normalmente um pH
aproximado de 4,8 e a uma temperatura de 45-50°C. Geralmente, a mistura reacional é sujeita
a agitacao de forma a conseguir uma mistura eficiente, apesar de nao pode ser muito intensa,
pois podera levar a inativacao das enzimas. O uso de baixa concentracao de substrato pode
conduzir a um processo pouco eficiente, e uma elevada concentracao de celulases pode
aumentar os custos. No entanto, a razao substrato/enzima nao deve ser demasiado elevada
(inibicao) [1].

A hidrdlise pode ser otimizada ao adicionar certos surfactantes, pois estes sao capazes de
modificar as caracteristicas da celulose e minimizar a ligacao irreversivel da celulase com a

celulose e a lenhina [3].
As enzimas, eventualmente, podem ser recuperadas e recicladas, apesar da qualidade das

enzimas diminuir gradualmente. O material lenhoceluldsico depois de sujeito ao pré-

tratamento quimico pode conter compostos inibidores, havendo necessidade de os remover [1].
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Il - 5 Fermentacao

A fermentacao envolve uma variedade de microrganismo que utilizam os aclcares fermentaveis
para produzir alcool etilico e outros subprodutos [51]. Da longa diversidade de microrganismos
que ja foram descobertos, nem todos conseguem metabolizar os dois tipos de aclcares
(pentoses e hexoses) que sao importantes neste processo de producdao de bioetanol. Por
exemplo, a bactéria Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo mais utilizado nesta etapa,
no entanto, s6 fermenta hexoses. Ainda esta em investigacdo a mutacdo de microrganismos

com o objetivo de fermentar hexoses e pentoses em simultaneo [65].

De acordo com as seguintes reacdes, teoricamente, o rendimento maximo é 0,51 kg de etanol
e 0,49 kg de dioxido de carbono por kg de aclcar [50]:

3C5H1005 - 5C2H50H + SCOZ

CoHy206 = 2C,HsOH + 2CO0,

Il - 5.1 Configuracao das etapas do processo de producao de bioetanol

Para concluir o processo de producéo de bioetanol, a Ultima operacao é a fermentacao. Assim,
quando a biomassa € submetida a hidrolise enzimatica sdao possiveis diferentes niveis de
integracdo de processos, como ¢ apresentado na figura 15. Em todos os casos, o pré-tratamento
€ requerido, a fim de tornar a celulose mais acessivel as enzimas e para hidrolisar as

hemiceluloses [1].

A conformacado onde as etapas sdo individuais e sequenciais denomina-se por Hidrolise e
Fermentacao Separadas (ou sequenciais) (SHF - Separate Hydrolysis and Fermentation), e tem
sido o processo mais investigado. A realizacdo da fermentacdo das pentoses tera de ser
realizada em unidades independentes, uma vez que os microrganismos fermentadores de
pentoses fermentarem pentoses e hexoses mais lentamente que microrganismos que s
assimilam hexoses. Além disso, os microrganismos anteriores sdo mais sensiveis a inibidores e

ao etanol produzido [1,65].

A maior vantagem deste método é que é possivel conduzir a hidrolise da celulose e fermentacao
nas suas condicdes 6timas [36]. A sua desvantagem € a inibicao da atividade das celulases e B-
glucosidase pelos aclcares libertados, celobiose e glucose [36]; isto é, o problema nesta

operacao € que a glucose e a celobiose permanecem no mesmo meio que a celulose e as
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celulases e estes mono e dissacaridos inibem a acdo da celulase. Mesmo que os rendimentos
possam ser melhorados adicionando grandes quantidades de celulase, esta estratégia aumenta
o custo do processo. Para contornar este problema adiciona-se o microrganismo fermentativo
ao mesmo reator onde estdo a ser produzidos os acUcares. Desta forma, a glucose e a celobiose
sao rapidamente fermentadas a etanol, reduzindo drasticamente a acumulacao destes produtos
e de custos dos equipamentos e, assim, dos custos associados a producédo de etanol [7]. Este
procedimento denomina-se sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF - Simultaneous
Saccharification and Fermentation). Este processo apresenta diversas vantagens: (1) uma maior
velocidade de hidrolise, evitando o problema de inibicdo das enzimas pelo produto, (2)
necessita de menor quantidade de enzimas, (3) maior rendimento de produto; (4) reduz o risco
de contaminacao e (5) diminui o nimero de reatores envolvidos. No entanto, como existe a
necessidade de trabalhar em condicdes de hidrélise que nao as 6timas, e nao é possivel utilizar
concentracbes de substrato muito elevadas, devido ao problema de mistura mecanica e

insuficiente transferéncia de massa, os custos do processo aumentam [1,3,36].

Apesar da temperatura do processo SSF poder ndo ser a temperatura optima para ambos os
processos envolvidos, o desempenho é melhor em termos de velocidades, rendimentos e

concentracdes de etanol do que na hidrélise separada a temperatura 6tima da hidrolise [7].

Outro modo de operacdao é a sacarificacdo e co-fermentacdo em simultaneo (SSCF -
Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation), onde co-fermentacao se refere a

fermentacao simultanea de hexoses e pentoses [1].

Em todos os métodos considerados até este ponto, é requerida uma unidade operacional para
producao de enzimas. No bioprocessamento consolidado (CBP - Consolidated Bioprocessing),
também conhecido como conversao microbiana direta (DMC - Direct Microbial Conversion) [1],
combina-se a producéo de celulases com a hidrolise da celulose e a fermentacao da glucose
num Unico passo. A principal vantagen deste processo é a reducdo do nimero de reatores,
simplificando a operacéo e reduzindo custos de produtos quimicos [1]. Este processo é baseado

na utilizacao de mono- ou co-culturas de microrganismos que fermentam a celulose a etanol.

A configuracao CBP parece ser uma forma alternativa com enorme potencial e sendo o ponto
final légico da evolucao da producao de etanol a partir de biomassa lenhocelulésica [1]. No
entanto, ndo existem microrganismos ou combinacdes compativeis de microrganismos que
produzam celulases e outras enzimas nos elevados niveis requeridos e também produzam etanol
nas elevadas concentracées e rendimentos necessarios, embora alguns microrganismos ja

combinem mdltiplas funcdes [1]. As desvantagens sao rendimentos baixos de etanol, causados
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pela formacao de subprodutos (acido lactico) e baixa tolerancia dos microrganismos para o
etanol (3,5% (w/w)) [36].

Biomassa
lenhoceluldsica

| Microrganismos

Enzimas

Pré-tratamento

I R
| SSF I
I |
| SHF :
I : : Fermentagdo |
| Hidrélise de pentoses :
: enzimatica :
LN _____ I
Fermentacgdo
SSCF de hexoses

Recuperagdo
do produto

Figura 15 - Esquema geral do processo para a producao de etanol a partir de biomassa lenhocelulésica,
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Capitulo Il - Parte experimental

lll - 1 Materiais e Reagentes

lll - 1.1 Matéria-prima

Neste trabalho, a matéria-prima utilizada foi a Cytisus striatus (Figura 16), conhecida por giesta
amarela que é um dos arbustos mais abundante na parte ocidental da Peninsula Ibérica e
Noroeste de Marrocos. Em Portugal pode-se encontrar em todo o territorio continental. Cresce
na floresta, terrenos baldios e abandonados pela agricultura, encostas pedregosas, e bermas
de caminhos; é frequente em ambiente rupestres. E utilizada no fabrico de vassouras, como
combustivel e como planta medicinal [66]. A giesta é uma planta arbustiva de 1 a 3 metros de

altura, ramificada, caducifélia, com ramos abundantes, estriados e flexiveis [66, 67].

Figura 16 - A) Cytisus striatus em floracao; B) Flor; C) Fruto [66].

A giesta foi colhida em Setembro de 2012, tendo-se escolhido ramos de diametro 5 mm e 30

mm, que de seguida foram descascados e triturados, como mostra a figura 17.

3N 3

Figura 17 - Ramos de Giesta amarela co

rtados (a) e Giesta triturada (b).
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lll - 1.2 Material de Laboratério

Na realizacao deste trabalho utilizou-se material de vidro, placas de aquecimento e de
agitacao, um desintegrador/triturador e, ainda um banho termostatizado com polietilenoglicol
onde os reatores do pré-tratamento sao colocados. Os reatores sao de aco inox e apresentam

um volume total de 200 mL. Os equipamentos especificos dos métodos analiticos serdo descritos

posteriormente.

lll - 1.3 Reagentes

A lista dos reagentes quimicos utilizados neste trabalho encontra-se na tabela 4.
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Tabela 4 - Reagentes utilizados neste trabalho.

Reagentes

Formula quimica

Propriedades

Bissulfito de sédio

NaHSO3

Massa molecular: 104,061 g/mol
Pureza: 99%
Marca: Sigm Aldrich
CAS n°:7631-90-5

Acido sulfurico

H2S04

Massa molecular: 98,08 g/mol
Pureza: 96%
Marca: Panreac
CAS n°:7664-93-9

Permanganato de
potassio

KMnO4

Massa molecular: 158,03 g/mol
Pureza: > 99%
Marca: BDH Laboratory Supplies
CAS n°: 7722-64-7

lodeto de potassio

Kl

Massa molecular: 166,0028 g/mol
Pureza: 99,0%
Marca: Labor Spirit
CAS n°: 7681-11-0

Acido citrico
monohidratado

C¢Hs07.H20

Massa molecular: 210,14 g/mol
Pureza: 99,5%
Marca: Panreac
CAS n°: 5949-29-1

Acetato tri-sodio di-
hidratado

C6H5Na307.2H20

Massa molecular: 294,10 g/mol
Pureza: 99%
Marca: Panreac
CAS n°: 6132-04-3

Tiossulfato de soédio
pentahidratado

Na25203. 5H20

Massa molecular: 248,18 g/mol
Pureza: > 99,5%
Marca: Merck
CAS n°: 7772-98-7

D -Glucose

CeH1206

Massa molecular: 108,16 g/mol
Pureza: 99,5%
Marca: Pronolab
CAS n°: 50-99-7

Celobiose

C11H22011

Massa molecular: 342,30 g/mol
Pureza: 99,5%
Marca: Merck
CAS n°: 528-50-7

D-Xilose

CsH100s

Massa molecular: 150,13 g/mol
Pureza: 99,5%
Marca: Merck
CAS n°: 58-86-6

Azida de sédio

NaN3

Massa molecular = 65,01 g/mol
Pureza: > 99,5%
Marca: Sigma-Aldrich
CAS n°: 26628-22-8
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lll - 1.4 Complexo enzimatico

Para a realizacédo da hidrolise enzimatica do residuo solido utilizou-se um complexo enzimatico,
isto €, um cocktail de enzimas apropriado para hidrolisar o material lenhocelulosico. Neste caso
foi utilizado o kit de enzimas para a producao de etanol celuldsico da Novozymes®, constituido
por 6 solucoes como se mostra na figura 18. As principais caracteristicas destas enzimas

encontram-se enumeradas na tabela seguinte (tabela 5).

Figura 18 - Kit de enzimas etanol celuldsico da Novozymes®.

Tabela 5 - Classificacao das enzimas e as condicoes recomendadas [68].

. Dosagem
1

Numero NS Tipo de enzima Densidade’ | Gama de Temp:a ratura (%ew/w

NS 22086 Complexo de 1,15 5,0-5,5 45 - 50 1-5%
(Novozymes) celulase

NS 22083 Xilanase 1,09 45-60 | 35-55 | 0,05-0,25%
(Novozymes)

N522118 | g ocosidase 12 25-65 | 45-70 0,2-0,6%
(Novozymes)

N5 22119 Complexo de 1,19 45-60 | 25-55 0,05-0,4%
(Novozymes) enzima

N5 22002 | B- glucanase e 1,20 50-65 |  40-60 0,4-2%
(Novozymes) xilanase

N5 22035 Glucoamilase 1,15 45-55 60 - 70 0,01-0,06%
(Novozymes)

1) Valores de densidade aproximados

2) TS =Solidos totais

Como as enzimas apresentam uma elevada viscosidade, a dosagem a aplicar é bastante baixa e
a quantidade de biomassa a tratar em cada tubo falcon (usado como bioreator) também é baixa
preparou-se uma solucdo diluida de cada solucéao original, adicionando a cada tudo de falcon a

dosagem enzimatica mais baixa recomendada pela Novozymes®.
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lll - 2 Procedimentos Experimentais

lll - 2.1 Preparacdao da matéria-prima

Antes de efetuar qualquer analise, a giesta sofreu uma reducdo de tamanho utilizando um
moinho de facas (Retsch Mihle - West Germany), equipado com um crivo de 10 mm de abertura
(figura 19) e de seguida, o material obtido foi seco a temperatura ambiente e conservada num

saco bem fechado para nao ganhar humidade.

Figura 19 - Crivo com abertura de 10 mm.

Il - 2.2 Pré-tratamento ao sulfito

Depois da preparacao (secao llI-2.1) do material lenhocelulosico, este foi submetido a um pré-
tratamento com bissulfito de sodio (NaHSO3), com e sem adicdo de acido sulfurico, obedecendo
a um plano experimental. As condices experimentais estudadas foram as seguintes: as carga
de bissulfito de sodio (relativamente a massa de biomassa, base seca) aplicadas foram de 0%,
1%, 2%, 3% e 4% (m/m), enquanto que a carga de acido sulfirico foram de 0%, 0.75%, 1.5%,
2.25% e 3% (m/m).

Os pré-tratamentos foram realizados num banho termostatizado de polietilenoglicol (PEG) com
agitacao constante, onde foram imersos os reatores, como mostra a figura 20. Nos reatores
colocou-se 25 g de biomassa (base seca) e 125 mL de solucao aquosa, correspondente a um
racio solido:liquido de 1:5,02 para os ensaios as temperaturas 150°C, 160°C e 180°C. Nos ensaios
a 170°C e 190°C utilizou-se um racio solido:liquido de 1:5,08, colocando 20 g de biomassa e 100
mL de solucao. Os reatores foram entdo fechados e colocados no banho que se encontrava a
temperatura ambiente. O perfil da temperatura aplicado foi o seguinte: elevacao gradual da
temperatura até 90°C durante 60 minutos; um patamar de 60 minutos a 90°C (impregnacao);
subida gradual até a temperatura pretendida (150°C, 160°C, 170°C, 180°C e 190°C) em 90
minutos; e por fim um patamar de 30 minutos com amostras retiradas a diferentes tempos

durante esses 30 minutos, sendo arrefecidas em agua fria.
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Figura 20 - Banho termostatizado de PEG 400 (a) e reatores de aco inox de 200 mL (b).

Este pré-tratamento visa remover a lenhina e as hemiceluloses, reduzir a cristalinidade da

celulose, e aumentar a porosidade do material lenhoceluldsico para favorecer a entrada das

enzimas na etapa posterior de hidrélise enzimatica [60]. A tabela 6 resume as condicoes usadas

no pré-tratamento ao sulfito.

Tabela 6 - Condicoes do pré-tratamento ao sulfito (relacao solido:liquido aproximadamente 1:5).

Bissulfito de Acido sulfarico Temp:.\ratura pH inicial Kiglz?ngﬁt%rg-
sodio (% (m/m)) (% (m/m)) (°C) Tmax (min)

2 1,5 150 1,61 0; 15; 30
4 3 1,49 0; 15; 30
1 0,75 1,89 7,5; 22,5
2,25 1,44 7,5; 22,5
0,75 160 2,12 7,5; 22,5

3 1,63 7,5

2,25 1,63 22,5

3 1,55 15

2 0 4,08 15
1,5 170 1,85 0; 15; 30

4 1,5 2,06 15

0 1,5 1,66 15

2,04 7,5

1 0,75 1,89 22,5
2,25 180 1,44 7,5; 22,5

0.75 2,25 7,5

3 ’ 2,12 22,5
2,25 1,63 7,5; 22,5
2 1,5 190 1,77 0; 15; 30
0 0,75 1,82 0; 15; 30

ApoOs o pré-tratamento, realizou-se a leitura do pH final do hidrolisado de cada pré-tratamento

e adicionou-se agua destilada com igual volume ao de licor, de seguida o residuo solido foi

triturado num desintegrador de laboratorio durante 1 minuto a rotacdo mais elevada,

finalmente foi lavado com agua por filtracdo sob vacuo num funil de Biichner e papel de filtro,

até a agua da lavagem ficar limpida. Os solidos resultantes incluindo o papel de filtros foram
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pesados e o teor de matéria seca (TMS) foi determinada como descrito na seccéo Ill - 3.1. O
rendimento em residuo sélido foi determinado para cada um das amostras, através da seguinte
formula:

T™ .
((massa total — massa do saco)xﬁ) — massa seca do papel de filtro

massa inicial de madeira (base seca)

Residuo sélido = x 100 (eq.1)

0 indice Kappa do residuo solido de cada reator foi de acordo com o exposto na secéo Ill - 3.2,
com o objetivo de obter uma estimativa para o teor de lenhina. Depois de desfragmentado, o
residuo soélido, sempre mantido humedecido, foi posteriormente submetido a hidrélise
enzimatica, de acordo com o descrito na seccao seguinte (seccao Ill - 2.3). Os compostos
existentes no hidrolisado do pré-tratamento foram submetidos a tratamento em autoclave
durante 1 hora a 121°C acertando previamente o pH para 2. Este procedimento decorreu da
constatacao de que uma parte dos polissacaridos existentes no hidrolisado acido estava sob a
forma de oligomeros, sendo necessario recorrer a um tratamento térmico extra para os
converter para monomeros. Os hidrolisados dos pré-tratamentos bem como os hidrolisados
enzimaticos foram analisados por HPLC (seccéo Il - 3.4), a fim de determinar o rendimento em
aclcares, e monitorizar a libertacdo de produtos de degradacdo, nomeadamente acidos

organicos (acético e formico) e inibidores de fermentacéo (furfural e hidroximetilfurfural).

lll - 2.3 Hidrélise Enzimatica

Depois do pré-tratamento do material lenhoceluldsico, seguiu-se a hidrolise enzimatica das
biomassas pré-tratadas. Para isso foi preparado um tampao citrato de pH 5,5 a 50 mM ao qual
foram adicionados 4 ppm de azida de sodio com a funcdo de antibidtico, para prevenir a
proliferacao bacteriana ao longo dos ensaios. O tampao e as biomassas foram colocados em
tubos falcon de 50 mL, aos quais foi adicionado o cocktail enzimatico (cuja preparacao é
descrita na seccao IllI-1.4), perfazendo cada tubo o volume total de 40 mL, com um teor de
solidos de 1%. Por fim, uma colher de esferas de vidro de 0,3 mm foi adicionada a cada tubo
para melhorar a agitacdo. Todos os tubos foram homogeneizados no vortex e introduzidos num
banho termostatizado a 50°C (figura 21) durante 7, 15, 24, 48, 96h, sendo que se realizaram

duplicados de cada tubo.

A atividade das celulases foi determinada de acordo com o Procedimento Laboratorial do
National Renewable Energy Laboratory (NREL) para a Determinacao de Atividades de Celulases,
tendo-se obtido o valor de 66,14 FPU/mL [9]. Considerando o volume de solucao de enzima

tomada, a carga de celulases foi de 3 FPU/g de biomassa.
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Figura 21 - llustracdo do procedimento da hidrélise enzimatica.

Il - 3 Métodos Analiticos

Nesta secao apresentam-se os métodos analiticos adotados neste trabalho para caracterizar as

matérias-primas e os produtos dos processos de transformacao.

lll - 3.1 Determinacao do teor da matéria seca

Os teores de matéria seca (TMS) determinados ao longo do procedimento experimental
seguiram a norma ISO 638:08. O TMS é definido como a razao entre a massa da amostra, depois
da secagem, a uma temperatura de 105°C + 2°C, em condicbes especificas, e a massa
correspondente antes da secagem; é normalmente expressa em percentagem. Para algumas
amostras, a determinacdo do teor de matéria seca foi realizada utilizando uma balanca de

infravermelhos (IR), que simula o processo acima referido.

lll - 3.2 Quantificacdo da lenhina soluvel

A quantificacdo da lenhina solivel no hidrolisado acido mostra-nos a quantidade de lenhina que
o pré-tratamento ao sulfito conseguiu retirar da biomassa em estudo, apesar de uma grande

parte da lenhina ter ficado condensada nas fibras da madeira.

Para esta quantificacao recorreu-se ao procedimento analitico do NREL para a Determinacéo
de hidratos de carbono estruturais e a lenhina na biomassa [69], que consiste na medida da

absorvancia dos hidrolisados, realizada a um comprimento de onda de 205 mn, em células de
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quartzo com percurso otico de 1 cm, usando um espectrofotometro de UV-Visivel Thermo
Scientific Helios Omega. Foi assumido o valor de absortividade de 110 Lg"'cm™ para a lenhina
soluvel [70]. As leituras foram feitas em duplicado, realizando diluicées apropriadas, de modo
a ler as absorvancias na gama de 0,2 a 0,7. Uma solucao de H,SO4 a 3% (w/w) (solucdo branco)
foi utilizada para diluir as amostras em estudo. Assim, a concentracao de lenhina soluvel (LS)

foi calculada de acordo com a lei Lambert-Beer, tendo em conta o fator de diluicao.

A percentagem de lenhina libertada para os hidrolisados do pré-tratamento (%LS),

relativamente a madeira inicial foi calculada da seguinte forma:

LS XVt

%LS = x 100

Onde:
%LS = percentagem de lenhina sollivel (%)
Vt = volume total de hidrolisado (L)

P = peso inicial da madeira em base seca (g)

Il - 3.3 Determinacédo do indice Kappa

Para avaliar o desempenho do pré-tratamento é importante estimar o teor de lenhina residual
do residuo solido. Considerando a morosidade do ensaio da lenhina de klason, optou-se pelo

ensaio do indice kappa.

Para esta determinacao recorreu-se ao procedimento descrito na norma Portuguesa NP-

3186/95, que tem por objetivo a determinacao do teor de lenhina residual em pastas.

O indice kappa esta relacionado com a suscetibilidade dos compostos a oxidacdo pelo
permanganato de potassio, pelo que para além da lenhina, sdo oxidados os restantes compostos

suscetiveis de oxidacao nas condicbes do ensaio.
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Il - 3.4 HPLC

Utilizou-se a técnica HPLC (High Performance/Pressure Liquid Chromatography) para
quantificar a libertacdo de aclcares e os produtos de degradacdo durante o pré-tratamento e

a hidrolise enzimatica.

Neste método foi utilizada uma coluna (Bio-Rad)® Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) cheia com
uma matriz a base de polimero (poliestireno divinilbenzeno) que separa os compostos usando
uma técnica cromatografica de particdo moderada por ides. Os compostos sao injetados na
coluna, onde ocorre a separacgao, e posteriormente detetados através de um medidor de indice
refracdo (Rl), e por um detetor ultravioleta (UV) a um comprimento de onda de 280 nm,

obtendo-se os respetivos cromatogramas, como é ilustrado na figura 22.

F:clse Bomba Coluna
Movel cromatografica

Detetor
UV-Vis

Registo

Figura 22 - Representacao esquematica do equipamento HPLC [adaptado de 9,71].

Antes de efetuar as determinacdes desejadas foram preparadas solucdes padrao de glucose,
xilose, celobiose e acido acético (1, 2, 4, 10 mg/mL), que foram injetadas e obtidas as retas
de calibracdo, que traduzem a relacao entre as areas dos picos e a respetiva concentracao da
solucdo em analise. Na figura 23 estao representadas as retas de calibracdo obtidas para a
glucose, xilose, celobiose e acido acético, bem como as respetivas equacdes e coeficientes de
correlacao linear. Efetuou-se a calibracdo do acido acético com a intencao de controlar a
geracdo de produtos de degradacéo na fase de hidrélise.
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Figura 23 - Retas de calibracao obtidas para a glucose (a), celobiose (b), xilose (c) e acido acético (d)

com caudal 0,4 mL/min.

lll - 3.4.1 Determinacao de agucares no HPLC

As amostras analisadas no HPLC foram previamente filtradas através de membranas de

nitrocelulose com uma porosidade de 0,45 pm. Estas amostras foram eluidas num sistema

isocratico com H;SO4 a 5 mM, a 60 °C, com um caudal de 0,4 mL/min para o hidrolisado do pré-

tratamento e 0,6 mL/min para os hidrolisados enzimaticos. O volume de injecao foi de 50 pm

e os acucares foram detetados poe detetores acoplados de Rl e UV-visivel. Este Gltimo

monitoriza o furfural e HMF. Com auxilio das retas de calibracdo, determinaram-se as

concentracoes de glucose, xilose, celobiose, acido acético, furfural e HMF nas amostras

injetadas.

Foram introduzidos fatores de correcao de hidratacdo no calculo da glucose e da xilose, ou

seja, a concentracao da glucose foi multiplicada por 0,9 e a concentracao de xilose por 0,88,
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corrigindo as moléculas de agua introduzidas na reacdo de hidrolise dos correspondentes

polissacaridos.

lll - 3.5 Microscopio 6tico

Para monitorizar as modificacdes das fibras ao longo da hidrolise enzimatica, amostras de 0, 7,
24 e 96 horas de hidrolise de algumas biomassas foram observadas ao microscopio otico. A
preparacao das amostras seguiu os procedimentos convencionais: uma gota de cada amostra foi
colocada numa lamina plana limpa e uma lamela de cobertura foi colocado em cima, formando
um angulo, com uma borda a tocar na lamina e, largar suavemente. As observacées foram feitas

utilizando um condensador de campo escuro, tendo-se registado as imagens.
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Capitulo IV - Resultados e Discussao

Com base no objetivo do trabalho, na informacdo disponivel na literatura e em experiéncia
prévia, decidiu-se explorar a seguinte gama de condicdes operatorias: carga de bissulfito de
sodio 0-4% (sobre matéria seca), carga de acido sulfurico 0-3% (sobre matéria seca),
temperatura maxima de 150-190°C, tempo a temperatura maxima 0-30 minutos. Com base
nesta gama de variaveis, desenhou-se um plano experimental do tipo 2“ fatorial + estrela
(Central Composite Design 2* + star) para o pré-tratamento. Este plano representa um
compromisso entre a carga de trabalho a realizar e a qualidade e quantidade de informacao a
obter. O tratamento enzimatico do residuo solido foi realizado em condicdes fixas, definidas
na parte experimental da tese.

Recorrendo ao procedimento da NREL (seccao Il - 3.3), obteve-se a composicdo quimica da
matéria-prima original, tendo-se obtido os resultados da tabela 7. Estes resultados comparam
bem com os obtidos por Gil et al. [29], para esta mesma espécie. De facto, o teor de lenhina
total de 27,4% compara com os 26,9%, reportado por Gil et al. [29]. O teor de glucose e

restantes aclcares também é semelhante.

Tabela 7 - Composicao quimica da matéria-prima, giesta.

Constituintes Composicao da giesta (%)
Glucose e celobiose 41,55
Xilose 15,74
Manose 3,02
Galactose 2,89
Lenhina Solavel 3,83
Lenhina Insoluvel 23,57
Acido Formico 1,60
Acido Acético 4,06
HMF 0,12
Furfural 0,67

Os resultados que irdo ser apresentados neste capitulo dizem respeito as duas fases de
tratamento da biomassa: (1) o pré-tratamento do material lenhocelulésico com
hidrogenossulfito de sodio e acido sulfirico a diferentes temperaturas e tempos de reacao, de
acordo com o plano experimental e (2) a hidrolise enzimatica do residuo solido resultante do
processo anterior com um cocktail enzimatico (tipo de enzimas, cargas e condicoes definidas
na seccdo lll - 1.4 da parte experimental). De modo a facilitar a apresentacao e analise dos

resultados, cada uma destas etapas vai ser apresentada separadamente. Assim, apresentam-se
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primeiro os resultados do pré-tratamento e posteriormente os resultados da hidrolise

enzimatica.

IV - 1 Analise do pré-tratamento ao sulfito

A tabela 8 resume os resultados obtidos para o pré-tratamento ao sulfito com acido sulfirico a
diferentes temperaturas e tempos de reacao. Assim, como resposta, analisaram-se as seguintes
variaveis: pH final, aclcares recuperados; produtos de degradacdo identificados
(nomeadamente o furfural, o hidroximetilfurfural e o acido formico); acido acético; lenhina
soluvel; residuo sélido; lenhina no residuo sélido e, por fim, o rendimento global, de modo a
fechar o balanco de massa do processo. Todos os compostos existentes no hidrolisado estao
expressos como a massa de produto recuperado, face a massa de biomassa alimentada,
expresso em percentagem. Na Gltima coluna da tabela faz-se um balanco global aos solidos com

vista a identificar eventuais problemas de perda de massa ou de produtos nao identificados.

E de referir, ainda, que a tabela 8 contém informacdo relativa aos aclicares e produtos de
degradacédo dos aclicares recuperados do pré-tratamento apos este ter sido submetido a um
tratamento adicional de hidrélise acida (pH = 1,5, temperatura 121°C e 1h em autoclave) com
objetivos puramente analiticos. Os resultados resultantes do pré-tratamento ndo sujeito a
hidrdlise acida referida anteriormente, encontra-se nos Anexos. Os resultados dos componentes
recuperados diretamente do pré-tratamento (antes de sofrer a hidrolise acida adicional acima
referida) encontram-se em anexo. De facto, verificou-se que para algumas condicoes de pré-
tratamento (as mais suaves, como era expectavel), uma parte dos hidratos de carbono
libertados para o meio reacional permanecem como oligossacaridos. Em virtude do sistema
cromatografico utilizado para a determinacao dos aclcares e acidos organicos nao os detetar,
procedeu-se a referida hidrolise complementar em autoclave, que os despolimerizou,
permitindo assim a sua contabilizacdo. A analise posterior dos resultados baseou-se neste

ultimos resultados.

Antes de fazer a apresentacéao grafica usual das superficies de resposta, optou-se por fazer uma

analise genérica dos resultados obtidos, relativamente as variaveis de resposta mais relevantes.

Comecando pelo pH, deve referir-se que se trata de um parametro que é simultaneamente
causa e consequéncia; isto é, o pH é um parametro determinante da libertacdo e
despolimerizacao dos acUcares e das respetivas reacoes de degradacao que conduzem a
formacao de acidos (tais como os acidos formico e levulinico), mas por esta ultima via afetam
o proprio pH do meio. Condicdes demasiado acidas favorecem a formacdao de produtos de
degradacao que podem ser prejudiciais para o desempenho das enzimas e dos microrganismos

da fermentacao alcodlica, mas por outro lado sem uma hidrélise minima dos hemiceluloses e
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despolimerizacao da celulose, as enzimas terao muita dificuldade em aceder a celulose para

realizar a funcao de despolimerizacao e libertacao da glucose.

Os valores de pH final estao na gama 1,56 - 3,05, o que, comparando com pH inicial, permite
concluir que, em geral, ocorre um aumento do pH em vez de uma diminuicao decorrente da
libertacdo de acido acético dos grupos acetilo das xilanas. Este fato deve ficar a dever-se a
libertacdo de componentes com caracter alcalino, que ndao é compensado pelos acidos

libertados. No entanto, a maior libertacdo destes acidos corresponde a um menor pH final.
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Tabela 8 - Balanco de massa do pré-tratamento ao sulfito.

sulf | Ac. sulf Pré-tratamento pH Aclcares (%) Produtos de degradacdo (%) , Desc. LSZT:\i,:_? indice I:leii: Rend
(%) | (%) f;:“n'j T(‘f_fé‘)p in | fin | Gluc* | XMG* |Furfur* | HMF* |Ac. Acét* Fc?rcr"q* C8)" | gy | KaPPa | g | total (%)

0 1,77 | 0,22 3,28 0,021 0,000 1,16 0,12 2,18 3,5 63 83,3 93,8

2 1,5 15 1,63 | 1,81 1,30 7,57 0,071 0,004 1,99 0,10 1,70 2,5 91 78,2 93,4

30 150 1,75 | 2,05 13,77 0,120 | 0,009 3,82 0,39 5,05 3,9 96 76,1 105,2

0 1,5 1,72 10,23 0,068 | 0,004 2,93 0,25 3,99 3,6 72 73,4 96,2

4 3 15 1,49 | 1,43 | 2,03 12,25 0,131 0,006 3,40 0,31 2,80 3,7 96 68,2 92,8

30 1,46 | 2,00 13,57 0,139 | 0,001 3,74 0,21 4,69 4,5 124 64,4 93,2

0,75 7,5 2.12 2,43 | 0,84 5,25 0,005 | 0,005 1,35 0,06 1,34 4,0 90 84,8 97,6

3 22,5 2,39 | 2,40 14,14 0,124 | 0,009 3,82 0,19 2,41 5,1 105 70,0 98,2

2.25 7,5 1,63 1,53 | 1,48 12,02 0,149 | 0,014 3,53 0,24 10,37 2,3 113 68,8 98,9

22,5 1,56 | 1,91 14,13 0,175 | 0,014 3,81 0,25 2,03 3,9 120 64,8 91,0

0.75 7,5 160 1,89 2,46 | 1,25 3,98 0,051 0,001 1,76 0,23 2,87 2,3 96 83,5 95,9

22,5 2,48 | 1,51 8,80 0,128 | 0,008 2,48 0,21 10,58 1,6 108 78,1 103,4

1 7,5 1,63 | 2,14 13,19 0,161 0,015 3,50 0,55 9,58 2,1 103 63,9 95,1

2,25 22,5 144 1,59 | 2,18 17,87 0,183 | 0,024 4,85 0,58 3,16 2,5 113 63,4 94,7

0 1,86 | 1,28 10,40 0,157 | 0,011 2,76 0,17 1,74 1,2 105 66,6 84,3

2 1,5 15 1,63 | 1,97 | 0,69 11,29 0,174 | 0,027 2,88 0,25 5,21 3,4 112 62,2 86,1

30 2,04 | 0,79 12,51 0,219 | 0,021 3,66 0,18 1,53 2,6 115 62,1 83,6

0 1,5 15 170 1,66 | 2,12 | 0,67 11,28 0,187 | 0,017 3,11 0,19 1,54 1,4 134 63,7 82,1

5 0 15 4,08 | 3,48 | 0,55 10,53 0,175 | 0,011 2,79 0,11 1,84 3,7 118 68,8 88,5

3 15 1,55 | 1,56 | 1,76 15,20 0,264 | 0,034 5,32 0,32 2,85 3,8 132 57,3 86,8

4 1,5 15 2,06 | 1,89 | 0,63 10,87 0,332 | 0,023 2,83 0,54 6,62 6,1 102 56,0 84,0
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sulf | Ac. sulf Pré-tratamento pH Aglcares (%) Produtos de degradacdo (%) , Desc. L;T:j,:_? indice Zzlsii: Rend
(%) (%) :::‘ng T(irg)p in fin Gluc* XMG* | Furfur* | HMF* |Ac. Acét* Fc:';* (%)* (%) kappa (%)* total (%)*

0.75 7,5 2.12 2,33 | 0,92 15,56 0,599 | 0,020 4,77 0,21 2,04 5,4 134 72,6 102,1

3 22,5 1,94 | 0,85 12,54 0,792 | 0,053 4,82 0,22 1,48 5,3 150 64,9 91,0

2.25 7,5 1,63 1,57 | 1,12 13,86 0,623 | 0,025 4,26 0,23 2,04 4,0 145 58,6 84,8

22,5 1,56 | 1,66 12,03 0,834 | 0,039 4,93 0,25 1,51 4,5 168 60,9 86,6

0.75 7,5 180 1,89 2,33 | 0,87 15,61 0,482 | 0,026 4,58 0,23 2,08 2,3 135 72,1 98,3

22,5 2,24 | 1,00 15,80 0,777 | 0,042 6,18 0,29 2,97 2,2 167 66,8 96,1

1 2,25 7,5 1,44 1,58 | 1,40 14,49 0,705 | 0,025 4,70 0,62 1,85 2,2 138 64,9 90,9

22,5 1,61 1,67 11,23 0,825 | 0,039 3,92 0,16 6,05 2,3 142 59,7 85,9

0 1,92 | 1,06 16,17 0,212 | 0,006 4,93 0,31 2,86 4,3 119 64,1 94,0

2 1,5 15 1,63 | 2,02 | 1,34 11,09 0,302 | 0,080 5,35 0,25 1,50 5,7 176 60,9 86,5

30 190 2,14 | 1,25 6,06 0,201 0,105 4,88 0,21 1,20 5,4 176 58,0 77,3

0 2,98 | 0,73 13,25 0,217 | 0,021 4,01 0,29 2,11 2,1 144 66,4 89,1

0 0,75 15 1,82 | 3,04 | 0,73 10,55 0,224 | 0,007 4,63 0,27 2,53 2,3 163 64,8 86,0

30 3,06 | 0,72 7,03 0,169 | 0,126 4,96 0,34 2,82 3,2 164 63,2 82,6

*Legenda: Sulf - Sulfito de sodio; Ac. Sulf - Acido Sulfirico; Gluc - Glucose (onde em alguns casos se inclui a celobiose); XMG - Xilose, Manose, Galatose; Furfur - Furfural; HMF

- Hidroximetilfurfural; Ac. Acét - Acido acético; Ac. Form - Acido Formico; Desc. - Desconhecidos (componentes presentes no licor que nao estao identificados); Resid solid -

Residuo sélido (calculado pela equacado 1); Rend total - Rendimento total.
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Com vista a avaliar o efeito das variaveis mais importantes vai representar-se o seu efeito,
mantendo as restantes variaveis fixas. As figuras 24 e 25 representam o efeito da temperatura,
para uma das condicdes de pré-tratamento mais suaves (NaHSOs - 2%, H,S04 = 1.5%, tempo do
pré-tratamento a temperatura maxima (Tmax) = 0 min) sobre o residuo solido e os compostos
libertados para o hidrolisado recuperado. De referir que antes de atingir a temperatura

maxima, o material é sujeito a um patamar a 90°C, durante 60 minutos e uma rampa de mais

90 minutos até a temperatura maxima

NaHSO, = 2%, H,S0, = 1.5%, Tmax = 0 min
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Residuo sdlido (%)

150 170 190

Temperatura (2C)

Figura 24 - Efeito da temperatura sobre o residuo solido, mantendo as cargas NaHSO; = 2%, H;S04= 1,5%

e tempo Tmax = 0 minutos.

NaHSO, = 2%, H,S0, = 1.5%, Tmax = 0 min
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Figura 25 - Variacdo do teor dos acucares e dos produtos de degradacao libertados em funcao da
temperatura, mantendo as cargas NaHSO3 = 2%, H;SO4= 1,5% e tempo Tmax = 0 minutos.
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De acordo com o esperado, a quantidade de solido recuperado diminui significativamente com
a temperatura maxima imposta, evidenciando o seu papel nas varias reacoes que tém lugar. No
que respeita ao hidrolisado, esse efeito € também revelado. De facto, a percentagem de
acUcares totais recuperados (face ao material inicial) aumenta de 3,50%, para 11,68% e 16,23%,
respetivamente quando a temperatura maxima aumenta de 150°C para 170°C e desta para
190°C. A esta Ultima temperatura objetivo (sem tempo de permanéncia a 190°C; apenas o
tratamento térmico decorrente da imposicdo da rampa de aquecimento), a quantidade de
conjunta de xilose, manose, galactose e acido acético (este ultimo, maioritariamente
resultante dos grupos substituintes nas xilanas) libertada atinge cerca de 20% do material
original. Quando este resultado € comparado com os componentes correspondentes na biomassa
original (25,7%), podemos concluir pela elevada eficacia do processo na remocao do material
mais acessivel. Como se pode verificar na tabela 8, o incremento do tempo a temperatura
maxima de 0, para 15 minutos e deste para 30 minutos conduz a resultados experimentais
andmalos para a temperatura de 190°C, no que respeita aos acUcares recuperados. No entanto,
a massa de residuo sélido recuperado diminui com o aumento do tempo de reacao, tal como

esperado, o que parece indicar algum problema na determinacdo dos aclcares.

As figuras 26 e 27 representam o efeito da temperatura para condicoes mais severas (NaHSOs -
3%, H:S04 = 2.25%, Tmax = 7.5 min) sobre o residuo solido e os compostos libertados para o
hidrolisado. Como acontece no caso anterior, aqui também o resultado foi o esperado, isto €,
o residuo solido diminui e a quantidade dos aclicares totais recuperados aumenta de 13,50%

para 14,82% respetivamente para as temperaturas 160°C e 180°C.

Comparando as figuras 24 e 26 podemos verificar que com condi¢des quimicas mais suaves, e
condicbes térmicas mais drasticas (190°C), o residuo solido recuperado é superior ao da situacao
inversa; provavelmente a custa de um ligeiro aumento dos produtos de degradacao (figura 25
versus 26). Confrontando as temperaturas de 150°C e 160°C (figura 25 versus 27), verifica-se
que o tratamento a 160°C tem um grande efeito na biomassa, uma vez que se verifica uma

maior libertacdo de aclcares e de produtos de degradacéo e até mesmo de acido acético.
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NaHSO; = 3%, H,SO, = 2.25%, Tmax = 7.5 min
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Figura 26 - Efeito da temperatura sobre o residuo sélido, mantendo as cargas NaHSO; = 3% e H;S04 =
2.25%, tempo a Tmax = 7.5 minutos.
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Figura 27 - Variacado do teor dos aclcares e dos produtos de degradacdo libertados em funcao da
temperatura, mantendo as cargas NaHSO3 = 3% e H,SO4 = 2.25%, tempo a Tmax = 7.5 minutos.

Relativamente, ao efeito da carga de NaHSO; (H,S04 = 1,5%; Tmax = 170°C e tempo a Tmax 15
min), que se apresenta nas figuras 28 e 29, podemos dizer que ndo é muito significativo sobre
a biomassa, visto que, os aclcares recuperados sdo 11,98%, 11,95% e 11,55% respetivamente
para 0%, 2% e 4% de carga de sulfito de sodio; os produtos de degradacdo e o acido acético
oscilam um pouco, mas nao ha uma diferenca significativa. O efeito sobre o residuo soélido

apresenta uma tendéncia de decréscimo, mas é de facto, pouco significante. Os resultados
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sugerem que este material é pouco sensivel a carga de bissulfito de sodio. Resultados com

tendéncia semelhantes foram observados para o eucalipto [72].

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Residuo sdlido (%)

H,S0, = 1.5%; Tmax = 170°C e tempo a Tmax 15 min

0 2 4
Hidrogenossulfito (%)

Figura 28 - Residuo solido em funcao da carga, mantendo a carga de H,504 = 1.5%, Tmax = 170°C e tempo

a Tmax = 15 minutos.
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Figura 29 - Variacao do teor dos acglcares e dos produtos de degradacao libertados em funcao das cargas
de NaHSO3, mantendo a carga de H,SO4 = 1.5%, Tmax = 170°C e tempo a Tmax - 15 minutos.
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0 efeito da carga de acido sulflrico pode observar-se nas figuras 30 e 31 (NaHSO; = 2%, Tmax
=170°C, tempo a Tmax = 15 min). De referir que mesmo sem adicao de acido, ha uma libertacao
muito significativa de acUcares (superior a 10%), o que demonstra o potencial do pré-
tratamento mesmo em condicoes muito suaves. A adicao de 3% de acido (sobre o material
inicial) traduziu-se num aumento muito significativo da recuperacdo de aglcares neutros
(11,08% versus 16,96%), de acido acético (2,79% versus 5,32%) e um aumento ligeiro dos
produtos de degradacao (0,29% versus 0,62%). Estes resultados demonstram que a carga de
acido é uma variavel muito significativa, o que esta de acordo com os resultados da literatura
[33,57]. Por outro lado, o nivel de libertacdo de aclcares é bastante elevado indicando a
libertagcdo quase total dos polissacaridos ndo celulosicos, para a carga de acido mais elevada.
De acordo, com o incremento de aclcares libertados, a quantidade de residuo solido

recuperado diminui, com o aumento da carga de acido sulfurico.

NaHSO; = 2%, Tmax = 170°C, tempo a Tmax = 15 min

residuo sélido (%)

Acido Sulftrico (%)

Figura 30 - Efeito da carga de acido sulfurico sobre o residuo solido, mantendo a carga de NaHSO; = 2%,
Tmax = 170°C e tempo a Tmax = 15 minutos.

Ainda na tabela 8, podemos verificar que o aumento da carga de acido sulfurico no licor de pré-
tratamento resulta no aumento do indice kappa do residuo sélido. Este aumento do indice kappa

pode ser justificado pela provavel condensacéo e deposicdo da lenhina nas fibras.
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NaHSO; = 2%, Tmax = 170°C, tempo a Tmax = 15 min
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Figura 31 - Variacao do teor dos aclcares e dos produtos de degradacéao libertados em funcao das cargas
de H,S04, mantendo a carga de NaHSO3 = 2%, Tmax = 170°C e um tempo a Tmax = 15 minutos.

Relativamente a lenhina solliivel, esta aumenta com o aumento da carga de hidrogenossulfito,
como podemos ver na tabela 8. Por exemplo, quando a carga de NaHSO; aumenta de 1% para
3%, mantendo a carga de H;SO.; = 2.25%, verificamos um aumento do teor de lenhina no
hidrolisado de cerca de 2% para cerca de 4%. Este facto deve-se a maior extensao do processo
de sulfonacdo da lenhina, tornando-a mais hidrofilica, e, desta forma, facilitando a sua
extracdo da biomassa, o que constitui um dos objetivos deste tipo de pré-tratamento. Se

aumentarmos a carga de acido o teor de lenhina solivel também aumenta.

Com base no plano experimental (CCD 2* fatorial - estrela) e recorrendo ao programa
Statgraphic® Plus 5, estabeleceu-se matematicamente o efeito dos diferentes fatores (carga
NaHSOs, carga H,S04, temperatura e tempo a Tmax) sobre diferentes variaveis respostas. A
tabela 9 contém os parametros do modelo de ajuste fornecidos pelo Statgraphic, bem como os
correspondentes desvios padrdo. A titulo de exemplo, apresenta-se a equacao correspondente
a variavel (resposta) XMG (Xilose + Manose + Galatose), onde se podem observar as interacoes
entre os fatores (por exemplo: AD - interacao entre a carga de hidrogenossulfito e o tempo a
Tmax) e os efeitos quadraticos (C?).

XMG = 13,987 + 0,394 A + 3,060 B + 1,543 C + 0,545 D — 0,124 A> — 0,957 AB — 0,652 AC
— 0,081 AD — 0,037B% — 5,377 BC — 2,403 BD — 1,802C? — 2,295 CD — 0,741 D?
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Tabela 9 - Parametros dos modelos de ajuste pelo Statgraphic® Plus 5, para as diferentes respostas para o pré-tratamento.

Variaveis Média A* B* c* D* AA AB AC AD BB BC BD cc cD DD

Glucose 0,943 0,017 0,669 - 0,483 0,0414 0,069 -0,122 | -0,072 | 0,140 0,265 -0,139 | -0,279 | 0,346 0,022 0,206

Desvio padrao | +0,316 | + 0,224 | +0,224 | +0,224 | 0,224 +0,224 | +0,274 | £0,274 | £ 0,274 | £ 0,237 | 0,274 | + 0,274 | +0,237 | +0,274 | + 0,237

XMG 13,987 | 0,394 3,060 1,543 0,545 -0,124 -0,957 | -0,652 | -0,081 | -0,037 | -5,377 | -2,403 | - 1,802 -2,295 - 0,741

Desvio padrao | +1,237 | +0,874 | +0,874 | +0,874 | 0,874 +0,927 | +1,071 | £1,071 | £1,071 | £0,927 | +1,071 | +1,071 | £0,927 | +1,071 + 0,927

Acido Acético | 3,785 0,101 0,981 1,416 0,374 -0,0009 | -0,089 | -0,0015 | 0,226 0,295 -1,342 | -0,7465 | 0,0812 | -0,0812 | - 0,125

Desvio padrao | +0,362 | +0,256 | +0,256 | £0,256 | 0,256 +0,272 | 0,313 | £0,313 | +£0,313 | £0,272 | +0,313 | £0,313 | + 0,272 | +0,313 | +0,272

Prod.

Degradacio 0,488 | - 0,09 0,223 0,464 0,089 0,064 - 0,098 0,06 0,066 0,087 | -0,095 | -0,122 | 0,062 0,020 0,048

Desvio padrao | +0,151 | £0,107 | +0,107 | £0,107 | +0,107 +0,114 | +0,131 | £0,131 | +0,131 | £+0,114 | £+0,131 | £ 0,131 | +0,114 | +0,131 +0,114

Subtotal 21,267 | -1,574 5,51 2,883 2,722 0,019 0,296 1,086 | -0,348 | 0,973 -6,676 | -5,077 | -1,357 - 4,065 - 0,605

Desvio Padrao | +2,666 | +1,885 | +1,885 | +1,885 | 1,885 +2,309 | +2,309 | £2,309 | £2,309 | £1,999 | £2,309 | +2,309 | +1,999 | +2,309 | +1,999

*Legenda: A - Hidrogenossulfito de sodio; B - Acido Sulfdrico; C - Temperatura; D - Tempo
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A titulo ilustrativo, a figura 32 apresenta o efeito padronizado e a superficie de resposta dos

fatores para a variavel glucose recuperada.

B:Acido — S ~S9'~f¢923'9ﬂemp9:1§;0
C:Temperatura | N o - & o
CC | I B
eB | I 21—
BD | [ [ e
0D | I 1,8+ [ ]
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AB | I 8 [
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a) Efeito padronizado b) Acido ’

Figura 32 - Efeito padronizado (a) e a superficie de resposta dos fatores (b) para a variavel Glucose.

Neste caso, a temperatura tem um efeito negativo, enquanto que o acido apresenta um efeito

muito positivo.

Na figura 33 apresenta-se uma representacao equivalente para conjunto xilose, manose e

galactose. A razao para estes trés aclUcares aparecerem agrupados prende-se simplesmente

com o facto de a coluna de cromatografia usada nao apresentar capacidade de os separar. Por

outro lado, sabe-se que neste tipo de biomassa as hemiceluloses dominante sao as xilanas, pelo

que nao se justifica investimento laboratorial adicional para separar os trés componentes
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Figura 33 - Efeito padronizado (a), a superficie de resposta dos fatores (b) e os residuos (c) para a variavel
XMG.

@)

Com vista a avaliar a quantidade do ajuste, na figura 33-c) apresentam-se os residuos do ajuste;
como se pode verificar, os residuos estao uniformemente distribuidos, o que indica um ajuste

aceitavel, apesar de existir uma variabilidade significativa.

No caso da resposta XMG, verificamos que muitas das interacdes tem um efeito negativo; a
interacdo temperatura carga de acido é particularmente negativa, o que é evidenciado na
figura 33-a) e b). De facto, a uma carga baixa de acido (0,7%), um incremento da temperatura
de 160°C para 180°C, provoca um aumento acentuado dos acUcares libertados, ocorrendo o

inverso para a carga mais elevada de acido (2,3%).

70



A figura 34 representa o efeito padronizado e a superficie de resposta dos fatores para a variavel

produtos de degradacao.
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Figura 34 - Efeito padronizado (a) e a superficie de resposta dos fatores (b) para a variavel produtos de

degradacao.

Os dois fatores mais relevantes sdo a temperatura e a carga de acido (ambos positivos), embora
a temperatura tenha um efeito mais marcado. Estes resultados sugerem que as reacoes de

degradacéo dos aclcares devem apresentar uma energia de ativacao elevada.

A figura 35 apresenta o efeito padronizado e a superficie de resposta dos fatores para a variavel

Acido acético.
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Figura 35 - Efeito padronizado (a) e a superficie de resposta dos fatores (b) para a variavel acido

acético.
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No caso do acido acético, a temperatura tem um efeito positivo (figura 35-a), tal como a
carga de acido sulflrico; a interacdo entre estes dois fatores apresenta uma resposta
negativa. A superficie de resposta (figura 35-b) mostra algumas semelhancas como a dos

produtos de degradacao.

Na figura 36-b, apresenta-se a superficie de resposta para a variavel subtotal (que representa
a totalidade dos componentes libertados no licor do pré-tratamento) em funcao da carga de

acido e da temperatura.
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Figura 36 - Efeito padronizado (a) e a superficie de resposta dos fatores (b) para a variavel “Subtotal”.

Na figura 36-a apresenta-se o efeito padronizado dos varios fatores. O efeito positivo mais forte
€ a carga de acido, enquanto que o efeito da interacdo do acido com a temperatura (BC) é
negativo, o que significa que quando estes dois fatores estdao em niveis altos tem um efeito
muito negativo na libertacao de aclcares e restantes componentes. De facto, esta interacao é
visivel na figura 36-b; para a carga de acido de 0,7%, o incremento da Tmax conduz a um
aumento acentuado de “Subtotal”; no entanto quando a carga de acido ja é elevada (2,3%), o

incremento da Tmax traduz-se num decréscimo do “Subtotal”.



IV - 2 Efeito da hidrolise enzimatica

No material previamente tratado com sulfito em meio acido é necessario estimar o teor de
lenhina, com vista a calcular a quantidade de aclcares totais disponiveis no residuo sélido, e,
assim, calcular a eficiéncia da etapa de hidrolise enzimatica. Para este efeito determinou-se o
indice kappa no residuo solido. Para converter o indice kappa em teor de lenhina residual

utilizou-se um fator multiplicativo de 0,15.

Nas figuras seguintes apresentam-se a evolucdo temporal do rendimento dos polissacaridos
libertados pelo cocktail enzimatico. Os resultados obtidos evidenciam a influéncia das

condicoes de pré-tratamento sobre a velocidade e extensao da hidrolise dos acUcares.

A figura 37 representa o efeito da temperatura maxima de pré-tratamento, para ambiente
quimico suave (NaHSO; = 2%; H,504 = 1.5%; tempo Tmax = 30 min), sobre a hidrélise enzimatica.
Verifica-se que a temperatura tem um grande efeito neste processo, uma vez que o rendimento
de hidratos de carbono a 190°C é de aproximadamente 70%, enquanto que a 150°C é de cerca
20%. De notar que o rendimento do residuo solido na hidrdlise acida apresenta o seguinte
comportamento: 76,1% (150°C), 62,1% (170°C) e 58,0% (190°C); isto €, uma perda adicional de
18,1% de solidos no pré-tratamento (76,1 versus 58,0%) traduziu-se num ganho de 50% (70%

versus 20%) na percentagem de acUcares libertados na hidrélise enzimatica.
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Figura 37 - Rendimento total de hidratos de carbono na hidrélise enzimatica da madeira pré-tratada em

condicoes quimicas suaves.

A figura 38 representa efeito da temperatura no pré-tratamento, para condicoes de ambiente

quimico mais severas (NaHSOs; = 3%; H,S04 = 2.25%; tempo Tmax = 22.5 min). Mais uma vez, o
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efeito da temperatura prevalece. No entanto, se compararmos a figura 37 com a 38, podemos
verificar que a temperatura maxima do pré-tratamento influéncia a hidrélise enzimatica, pois
mesmo com cargas de quimicos mais severas a 180°C o rendimento total de hidratos de carbono
€ inferior a 65%, o que nao se verifica a 190°C (rendimento total aproximadamente 70%). As
figuras 37 e 38 evidenciam ainda a grande velocidade inicial da hidrolise enzimatica, e sugerem
que tempos longos nao trazem beneficios adicionais significativos, ja que a extensdo da

libertacdo de aclcares estabiliza ao cabo de 24-48 horas.
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Figura 38 - Rendimento total de hidratos de carbono na hidrélise enzimatica da madeira pré-tratada em

condicdes quimicas severas.

Relativamente ao efeito da carga de NaHSO; (HzS04 = 1.5%; Tmax = 170°C; tempo Tmax = 15
min), verifica-se um aumento de rendimento de hidratos de carbono (30% versus 50%) com a
introducao do sulfito. Os residuos solidos do pré-tratamento destes dois ensaios é 56,0% e 63,7%
para 4% e 0%de NaHSOs, respetivamente; isto €, uma variacao de 7,7 unidades (63,7% versus
56%) traduz-se por incremento na libertacao de aclcares na hidrélise enzimatica de 20 unidade
(de 30% para 50%).
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Figura 39 - Rendimento total de hidratos de carbono na hidrolise enzimatica da madeira pré-tratada
(influéncia do hidrogenossulfito).

0 efeito da carga de acido sulflrico sobre a hidrélise enzimatica pode observar-se na figura 40
(NaHSO; = 2%; Tmax = 170°C; tempo Tmax = 22.5 min). O acido aumenta o rendimento de
hidratos de carbono em cerca de 30 unidades (25% para 55%). Os residuos solidos do pré-
tratamento destes dois ensaios apresentam rendimentos de 57,3% e 68,8% para 3% e 0% de

H2S04, respectivamente.

Em resumo, todos os resultados apresentados indicam a forte interacao entre o pré-tratamento

e o desempenho do residuo solido na hidrélise enzimatica.
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Figura 40 - Rendimento total de hidratos de carbono na hidrélise enzimatica da madeira pré-tratada

(influéncia do acido).
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Depois da analise empirica acabada de apresentar, os resultados obtidos para os aclcares
libertados (glucose e xilose) na hidrélise enzimatica ao cabo de 96 horas foram submetidos ao
tratamento estatistico através do programa Statgraphic® Plus 5. A tabela seguinte (tabela 10)
resume o efeito dos fatores sobre a variavel (glucose + xilose), apresentando-se também a
equacao de ajuste correspondente. Os fatores com maior impacto sdo a carga de acido e a
temperatura no pré-tratamento, embora a carga de sulfito e o tempo também apresentam um

efeito positivo.

Tabela 10 - Parametros dos modelos de ajuste pelo Statgraphic® Plus 5, para a resposta 96 horas da

hidrélise enzimatica.

Aclcares libertados a 96 Desvio Padrio
horas

Média 32,51 + 2,586
A 7,166 + 1,829
B 13,022 + 1,829
c 26,535 + 1,829
D 8,940 + 1,829
AA 4,729 + 1,939
AB 0,665 +2,239
AC 1,955 +2,239
AD 0,783 +2,239
BB 2,539 + 1,939
BC - 1,743 +2,239
BD - 0,55 +2,239
cc 1,619 + 1,939
CcDh 1,575 +2,239
DD - 0,231 + 1,939

Agtcares =32,51+ 7,166 A+ 13,022 B + 26,535 C + 8,940 D + 4,729 A% + 0,665 AB + 1,955 AC
+ 0,783 AD + 2,539B% — 1,743 BC — 0,55 BD + 1,619 C? + 1,575 CD — 0,231 D?

A figura 41 a ilustra a superficie de resposta dos acUcares, mantendo fixo a carga de sulfito e o
tempo de pré-tratamento a temperatura maxima, revelando o efeito positivo da temperatura

e da carga de acido.
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Figura 41 - Efeito padronizado (a), a superficie de resposta dos fatores (b) e os residuos (c) para a

variavel acUcares libertados.

Na figura 41-a verifica-se que no processo da hidrdlise enzimatica todas as variaveis em estudo
influenciam positivamente a libertacao dos aclicares. No entanto, a temperatura e o acido
sulfurico sdo as que mais afetam o processo, uma vez que a biomassa esta mais destruida

quando estas duas variaveis predominam.

A figura 41 c ilustra a bondade do modelo, ja que os residuos estao aleatoriamente distribuidos.

O mesmo se pode concluir pelo elevado R? (96,276) que o modelo apresenta.
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IV - 2.1 Efeito da hidrélise enzimatica na morfologia

Como pode ser observado nas figuras seguintes, ha uma diminuicdo no tamanho das fibras ao
longo da hidrolise enzimatica. O efeito da temperatura maxima do pré-tratamento é igualmente

visivel; quanto maior a temperatura a que o material for submetido, mais desintegrada a

biomassa fica.
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Figura 42 - Observacao dos residuos sélidos das biomassas pré-tratadas ao longo da hidrélise enzimatica (0,7,24,96 horas), ao microscopio o6tico a 40x.
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Capitulo V - Conclusao e perspetivas de trabalho

futuro

As principais conclusoes a retirar deste trabalho sao as seguintes:

e O pré-tratamento da biomassa com hidrogenossulfito de sddio, em meio acido, altera
estrutura e a composicao da matéria-prima, tornando-a muito mais apta ao tratamento

enzimatico;

e As condicdes do pré-tratamento tém um efeito sobre a quantidade de aclcares totais
recuperados e sobre os produtos de degradacao gerados no estagio de pré-tratamento;
para uma dada carga de sulfito, condicées mais acidas conduzem a maior libertacao de
acUcares e maior fragmentacao do material, mas também a maior producao de produtos

de degradacao;

e Cargas moderadas de bissulfito de sodio (1%) e acido sulflrico (2.25%), mostram-se

capazes de libertar praticamente todas as hemiceluloses da matéria-prima;

e O tratamento enzimatico mostrou-se muito sensivel as condicdes do pré-tratamento; a
percentagem de aclcares libertados na hidrolise enzimatica variou entre 5,99% a
68,87%; condicbes mais acidas aumentam a velocidade e a extensdao da hidrolise

enzimatica dos polissacaridos;

e Os resultados obtidos, tanto no pré-tratamento como na hidrolise enzimatica sao
promissores, no entanto alguns aspetos carecem de investigacdao adicional,
nomeadamente:

o “Um certo” caracter alcalino da biomassa deve ser investigado, ja afeta o pH
do meio reacional, variavel muito importante para a libertacao dos aclcares;

o Quantificacdo do consumo de energia na desfibracao apos pré-tratamento;

o Utilizacdo de um refinador em vez do triturador para proceder a desfibracao

do material pré-tratado;

o Otimizacao da aplicacdao do complexo enzimatico.
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Anexos

Tabela 11- Resultados do pré-tratamento com sulfito acido, nao sujeitos ao autoclave.

Sl %) Ac. Sulf f;;—;ratamento ' ' Aclcares (%) Produtos de degjradagao (%,)) besc. (%) Lenhina indice f{?sid Rend
(%) (min) Temp (2C)| in fin Gluc XMG Furfur HMF Ac. Acét | Ac. Férm soluvel kappa | solid (%) | total (%)

0 1,77 0,13 0,83 0,013 0,002 1,03 0,14 1,90 3,5 63 83,3 90,9

2 1,5 15 1,63 | 1,81 0,15 1,63 0,024 0,003 0,60 0,04 1,44 2,5 91 78,2 84,6

30 1,75 0,32 4,75 0,080 0,008 1,83 0,12 2,83 3,9 96 76,1 89,9

0 150 1,5 0,17 3,11 0,015 0,005 1,33 0,21 2,42 3,6 72 73,4 84,3

4 3 15 1,49 | 1,43 2,90 7,41 0,068 0,004 1,95 0,10 3,43 3,7 96 68,2 87,8

30 1,46 1,63 10,12 0,125 0,011 2,57 0,18 6,98 4,5 124 64,4 90,5

0.75 7,5 212 2,43 0,07 0,46 0,024 0,004 0,55 0,33 1,00 4,0 90 84,8 91,2

3 22,5 2,39 1,54 1,65 0,062 0,007 0,84 0,39 2,27 51 105 70,0 81,8

225 7,5 163 1,53 1,48 12,02 0,149 0,014 3,53 0,24 10,37 2,3 113 68,8 98,9

22,5 160 1,56 1,60 10,53 0,145 0,012 2,41 0,20 3,79 3,9 120 64,8 87,4

0,75 7,5 189 2,46 1,02 1,52 0,044 0,007 0,62 0,13 3,77 2,3 96 83,5 92,9

1 22,5 2,48 1,02 1,11 0,050 0,007 0,53 0,10 1,29 1,6 108 78,1 83,8

225 7,5 144 1,63 2,13 13,19 0,161 0,015 3,50 0,55 9,58 2,1 103 63,9 95,1

22,5 1,59 1,82 14,34 0,297 0,022 3,78 0,41 5,60 2,5 113 63,4 92,2
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Pré-tratamento

Aclcares (%)

Produtos de degradagdo (%)

Sulf (%) Ac. sulf temp Temp ‘ ‘ , , , Desc. (%) Lenhina indice ’R.esid Rend
(%) (min) (20) in fin Gluc XMG Furfur HMF | Ac. Acét | Ac. Férm soluvel kappa | solid (%) | total (%)

0 1,86 0,41 6,49 0,125 0,012 1,54 0,16 6,10 1,2 105 66,6 82,6

2 1,5 15 1,63 | 1,97 | 0,69 11,29 | 0,174 | 0,027 2,88 0,25 5,21 3,4 112 62,2 86,1

30 2,04 0,63 10,57 0,371 0,031 2,86 0,19 4,29 2,6 115 62,1 83,6

0 1,5 15 170 1,66 | 2,12 1,16 8,87 0,157 0,214 2,11 0,22 7,68 1,4 134 63,7 85,5

5 0 15 4,08 | 3,48 0,23 0,93 0,074 0,009 0,72 0,08 1,84 3,7 118 68,8 76,4

3 15 1,55 | 1,56 1,66 14,55 0,647 0,043 1,66 0,37 2,49 3,8 132 57,3 82,5

4 1,5 15 2,06 | 1,89 0,63 10,87 0,332 0,023 2,83 0,54 6,62 6,1 102 56,0 84,0

0.75 7,5 212 2,33 0,65 9,54 0,537 0,048 2,76 0,44 5,76 5,4 134 72,6 97,7

3 22,5 1,94 0,69 10,58 0,685 0,086 3,77 0,16 3,96 5,3 150 64,9 90,1

225 7,5 163 1,57 1,01 13,81 0,585 0,047 3,99 0,37 2,95 4,0 145 58,6 85,4

22,5 1,56 1,55 13,14 0,827 0,100 5,11 0,20 2,06 4,5 168 60,9 88,4

7,5 180 2,33 0,50 7,70 0,201 0,038 2,11 0,21 5,87 2,3 135 72,1 91,0

0.7 22,5 1,89 2,24 2,09 11,48 0,254 0,074 3,76 0,24 7,38 2,2 167 66,8 94,3

! 7,5 1,58 1,13 13,86 0,570 0,051 4,12 0,38 2,65 2,2 138 64,9 89,9

2,22 22,5 144 1,61 1,51 11,50 0,766 0,088 4,12 0,38 2,65 2,3 142 59,7 83,0

0 1,92 1,01 15,22 0,766 0,072 4,26 0,31 4,70 4,3 119 64,1 94,7

2 1,5 15 1,63 | 2,02 1,41 12,57 0,793 0,091 5,62 0,26 3,31 5,7 176 60,9 90,6

30 190 2,14 0,97 6,18 0,980 0,152 4,52 0,11 1,48 5,4 176 58,0 77,8

0 2,98 0,33 5,42 0,364 0,031 1,53 0,34 2,83 2,1 144 66,4 79,3

0 0,75 15 1,82 | 3,04 1,56 6,61 0,140 0,076 2,86 0,25 6,65 2,3 163 64,8 85,2

30 3,05 0,55 5,55 1,117 0,162 4,19 0,26 4,13 3,2 164 63,2 82,3

*Legenda: Sulf - Sulfito de sodio; Ac. Sulf - Acido Sulfarico; Gluc - Glucose (onde em alguns casos se inclui a celobiose); XMG - Xilose, Manose, Galatose; Furfur -

Furfural; HMF

- Hidroximetilfurfural; Ac. Acét - Acido acético; Ac. Form - Acido Formico; Desc. - Desconhecidos (componentes presentes no licor que nao estao identificados); Resid sélid -

Residuo sélido (calculado pela equacao 1); Rend total - Rendimento total
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